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Kurzreferat

Der Aufbau von in vitro-Atemwegsmodellen wird sowohl fir pathomechanistische Analysen
von Atemwegserkrankungen als auch fur die Tierversuchs-freie Testung neuer Wirkstoffe
immer wichtiger. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 3D-humane Atemwegsmodelle
aufgebaut. Primare, humane Bronchialepithelzellen und Fibroblasten wurden aus
Bronchusgewebe isoliert und die Epithelzellen in zwei verschiedenen Medien (AECG oder PC
Ex+) kultiviert und mittels Immunfluoreszenz charakterisiert. Zum Aufbau der 3D-Modelle
wurden die Epithelzellen auf einer biologischen Kollagenmatrix mit Fibroblasten unter Air-Lift-
Bedingungen und in zwei verschiedenen Kulturmedien (AECG oder PC ALI) tber 21 Tage
kultiviert. Die 3D-Modelle wurden mittels Histologie, Immunfluoreszenzfarbung und TEER-
Messungen charakterisiert. Kinozilien wurden durch Western Blots und durch Mikroskopie mit
einer Hochgeschwindigkeitskamera charakterisiert. In 2D-Kulturen mit PC ALl wurden
vermehrt Ki-67-positive Zellen und eine geringere Anzahl an KRT-14-positiven Zellen
festgestellt. In 3D-Modellen fuhrte die Kultivierung mit AECG zu einem hypertrophen
Epithelgewebe. Die mit PC ALl kultivierten Modelle entwickelten ein differenziertes
Bronchialepithel mit einer hdheren Muc5B/AC-Sekretion. TEER-Messungen bestatigten eine
stabile Epithelbarriere mit PC ALI. Western Blots zeigten mehr acetyliertes a-Tubulin
(Zilienkomponente) mit PC ALI, jedoch bei beiden Medienansatzen eine physiologische
Zilienschlagfrequenz. Die mit PC ALI-Medium kultivierten 3D-humanen Atemwegsmodelle
zeigten eine hohe in vivolin vitro-Korrelation. Sie schliel3en eine translationale Licke zwischen

2D-Kulturen bzw. Modellen mit geringer Komplexitat und Tierversuchen.

Schliisselwérter

Atemwegsmodell, 3D-Kultur, primare Zellen, Bronchialepithel



Inhaltsverzeichnis
INhaItSVErZEICHNIS ... e 1
ADKUIZUNGSVEIZEICHNIS ..uiviiiiiiiiiiiiii s 3
ADDIlAUNGSVEIZEICNNIS .....uviiiiiiiiiiiiiii s 5
TabelleNVErZEICHNIS. .........oii e e e e aaes 7
T EINFUNIUNG e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e enaarreeeeaaaeas 8
1.1 Anatomie und Histologie der AtEMWEQE ...........uvueiiiiiiiiiiiiiiiiiiieirieeerereereeere———.. 8
1.2 Aufbau und Marker des respiratorischen Flimmerepithels .............ccoccooveiiiiiinnneen. 9
1.3 Der Proliferationsmarker Ki-67 ............oouii i 10
1.4 In vitro und in vivo Gewebestudien der Atemwege .........cccoveeeiiieiiiiiiieee e, 11
1.5 Methoden zum Nachweis von tumor-spezifischen Eigenschaften....................c........... 12
1.6 Der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) .........cccoeeeiiiiiiiiiii e, 13
1.7 3D-MOAEIAUTDAU ..ottt eens 14
1.8 ZIel dEr ATDEIL ... e 16
2 MALEIIAL ... e e e e e an 17
2.1 BiologisChes Material ...........cooeeiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeee ettt ee e aeeeeeraenearaenrarnnnnanes 17
2.2 Chemikalien, Losungen und PUFfEr ... 18
2.3 Medien, Antibiotika, Inhibitoren und ENzyme...........coovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeveeeveeeveveaeeeees 21
A N 1 1] (o o 1 23
2.5 VerbrauChsSmaterialien ...........cc.ooiiiiiiiii s 24
2.8 GBIALE ...t 26
2.7 SOMWAIE ...ttt e e 28
S IMEENOTEN.....ce et e e e e e e e e e e 29
3.1 Allgemeine ZellKURUEChNIKEN ........coooviviiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeee ettt ereaneeees 29
3.2 Aufbau und Kultivierung von 3D-Atemwegsmodellen ...........c.cccoooiiviiieniee e, 32
G TR T I 8 o 1Y =T U Vo 35
3.4 Bestimmung der ZilienschlagfreQUenz.............ccccooiiiiiiiic e, 37
3.5 Charakterisierung durch Immunfluoreszenz und Histologie...........ccocccceiieiiiiiciinnnnn.n. 38

N R (0] =Y g] o] [oTe al=Y 1 411 TR 39



.7 W ST -T-ASSAY ..ttt ettt ettt e ettt e e et e e et e e e e e s
3.8 5-ALA-Messung mit MTT-NOrmaliSierung..........cccoouieiiiiiiieee e
3.9 StatistiSChe AUSWETTUNG ..o
4 ETQEDNISSE ...ttt e e e e e e e e b e et e e be e e e e e eae s
4.1 2D-KUIIVIEIUNG ..ottt et e e s e e e e e e e e e annreeeeene
4.2 Charakterisierung zum Ausschluss tumoréser Merkmale .............ccccoiiiiieiiiiiecccnee,
4.3 3D-ModellmOorpholOgie .........ccooiiiiiiiiiie e
4.4 3D-ModelldiffErenNZIErUNG ........oooueieiiiie e
5 DUSKUSSION ...ttt ettt e et e e e st e e e e e sbe e e e e e e e e e e nnrn e e e e e
5.1 2D-KURIVIEIUNG ...ttt e e e e e e e as
5.2 Charakterisierung zum Ausschluss tumordéser Merkmale .............ccccccoiiiiiiiiiiinenenn.
5.3 3D-ModellMOrPOIOGIE ......coouiiiieeieee e
5.4 3D-ModelldiffEerENZIEIUNG .......eeiiiiiiiie e e e
D D FAZIt .. e
6 ZUSAMMENTASSUNG ......eeeieeittie ettt e ettt e e et e e e e bt e e e e bb e e e e e aanb e e e e e eabne e e e aannnneeean
7 LIHEraturvVerZEICHNIS .....cooieieie e e e enee e e eaes

ERFENErKIGIUNG ... e e e e e



Abklirzungsverzeichnis

K 1D U PRSP PPRPP Dreidimensional
oA L A e 5-Aminolavulinsdure
AC.-A-TUDUIIN ..o Acetyliertes alpha-Tubulin
AECG-Medium ......cceeeiiiiiiiiee e Airway epithelial cells growth medium
AL s Air-Lift oder Air-Liquid-Interface
N TSRS Adenosinphosphosulfat
AV L e Audio Video Interleave
B S A e e s Bovines Serumalbumin
00 TP Kapazitat der Lipiddoppelschicht
O PRPPPPPRPPPRt Kapazitat der Elektroden
AR S e Krebs-assoziierte Fibroblasten
DABCO ...t 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]Octan
DA P 4'.6-Diamidino-2-phenylindol
DMEM. ... e a e e Dulbecco's Modified Eagle Medium
DIMS O ..t e e n Dimethylsulfoxid
B M e enres Extrazellularmatrix
[ ] PP PPPPRR Fibroblast growth factor 2
RDEC ... e humane Bronchialepithelzellen
RDFD .. humane bronchiale Fibroblasten
H G e Hepatocyte growth factor
HRP e Meerrettichperoxidase (engl: horseradish peroxidase)
KR T =14 Zytokeratin 14
Y SO UUERRR Mitogen activated protein
M C T e Monocarboxylattransporter-4
NHBE.... .. e Normale humane Bronchialepithelzellen

0T Signifikantswert



PO AL e PneumaCult ALI-Medium
P X e PneumaCult Ex+-Medium
Pen/Strep/MyC ...t Penicillin, Streptomycin, Antimykotikum
PV S e Phenylmethylsulfonylfluorid
PRIX e Protoporphyrin 1X, Protoporphyrin 1X
P D e Polyvinylidenfluorid
R ettt ettt h e bttt et et et e e te et e eaeeae et et et e eteereareareas Bestimmtheitsmafd
R MU+ e+ e+ eeesrsnnnrreeeeensnsanaseeeeseeessaanaeeeeeseesasaannseeeeeeesssanneeeaeeeeesnnnnns Widerstand des Mediums
R ot o1 - TSN Ohmscher Widerstand
RO CK ettt sttt e e e st e e e s e e e e enaeeeeean Rho Kinase Inhibitor
RO S e e e aa e e e e Regions of interest
R Raumtemperatur
SDS-Page.....cccoviieeiieeeeeieee e Sodium dodecylsulfat polyacrylamidgel electrophoresis
SIS e Small intestinal submucosa
L= 15 1P RPN Tris buffered Saline with Tween20
TEER ..ottt Transepithelialer elektrischer Widerstand
TEMED ..o Thermo Scientific Pierce Tetramethylethylendiamin
VEGF .. Vasuclar endothelial growth factor
LA S T PP PPUPRRSPPPSR Water soluble tetrazolium 1
Z T e Zonula occludens-Protein 1

B-SIM A e Alpha Smooth Muscle Aktin



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Aufbau der AtEMWEGE ... 8
Abbildung 2: Das respiratorische Epithel ....... ... 9
Abbildung 3: Proliferationsmarker Ki-67 ......... ..o 11
Abbildung 4: Krebs-assoziierte Fibroblasten ... 13
Abbildung 5: Die TEER-MESSUNQ ... ..ttt e 14
Abbildung 6: Modellaufbau ..........ooiii i 15
Abbildung 7: BronChUuSGEWEDE ... 29
Abbildung 8: Versuchsablauf ........ ... 33
Abbildung 9: Aufbau der Zellkronen mit SIS ... 34
Abbildung 10: TEER-MESSPINZIP ....euiiiiiie e 35
Abbildung 11: Zellmorphologie nach ISOlIerung ............coviiiiiii e 45
AbDIldUNg 12: ZellauShEULE ... ..o 46
Abbildung 13: Ki-67-Immunfluoreszenzfarbung in 2D-Kultur..................ccooil, 47
ADDIIAUNG 141 W ST-1-ASSAY ...ttt 47
Abbildung 15: p63-Immunfluoreszenzfarbung in 2D-Kultur..................coco 48
Abbildung 16: KRT-14-Immunfluoreszenzfarbung in 2D-Kultur..............c.oooiin. 49
Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung gegen CAF-Marker in 2D-Kultur....................... 50
Abbildung 18: Immunfluoreszenz gegen CAF-Marker in 3D-Kultur.................oooiiienen. 51
ABDIlAUNG 19: 5-ALA-MESSUNG ...t 52
Abbildung 20: Alcianblau-Farbung an AECG-Modellen.............ccoiiiiiiiiiiiice 54
Abbildung 21: Alcianblau-Farbung an PC ALI-Modellen...............oooiiiiiiiiiie 55
Abbildung 22: Alcianblau-Farbung am nativen Bronchus..................coi i 55
Abbildung 23: Messung der Epitheldicke ........... ..o 56
Abbildung 24: Vimentin-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur..................oos 57
Abbildung 25: Vimentin-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus......................... 58
Abbildung 26: Auswertung der Vimentin-Immunfluoreszenzfarbung..........................lL 58
Abbildung 27: Muc5B-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.....................l 59
Abbildung 28: Muc5B-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus........................... 60
Abbildung 29: Auswertung der Muc5B-Immunfluoreszenzfarbung....................ociiin. 61
Abbildung 30: MucSAC-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur...............oooiiiii, 61
Abbildung 31: Muc5AC-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus......................... 62
Abbildung 32: Auswertung der Muc5AC-Immunfluoreszenzfarbung................ccooiiiieennns 63
Abbildung 33: E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbungin 3D-Kultur....................oooiiieenn. 64
Abbildung 34: E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus..................... 64
Abbildung 35: Auswertung der E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung............................. 65
Abbildung 36: p63-Immunfluoreszenzfarbungin 3D-Kultur.................cooi e 66



Abbildung 37: p63-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus.............................. 66
Abbildung 38: Auswertung der p63-Immunfluoreszenzfarbung...............cccoooii i, 67
Abbildung 39: Ac.-a-Tubulin-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur...................ooei. 68
Abbildung 40: Ac.-a-Tubulin-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus................... 68
Abbildung 41: Auswertung der ac.-a-Tubulin-Immunfluoreszenzfarbung.......................... 69
Abbildung 42: Western Blot gegen ac.-a-Tubulin. ... 70
Abbildung 43: Prinzip der ZilienschlagfreQuenzmessung ...........c..coovuiiiiiiiiiiiiiiieieeene 72
Abbildung 44: Auswertung der Zilienschlagfrequenzen ... 72
Abbildung 45: Barriereeigenschaften in 3D-Kultur...............coo 75
Abbildung 46: ZO-1-Immunfluoreszenzfarbung am nativen Bronchus.............................. 76
Abbildung 47: Barrierefunktion der Kontrollmodelle ..., 76
Abbildung 48: Auswertung der ZO-1-Immunfluoreszenzfarbung................cooiiiiiiiinnn. 77

Abbildung 49: Zusammenfassung der TEER-Werte ... 78



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht verwendeter Probanden ..............cccoveucveeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
Tabelle 2: ChemMIKalIEN..........c e e e e e e s e eeeennneeeeas 18
Tabelle 3: Losungen Und PUfer............eeeiiie e 20
Tabelle 4: Weitere REagENZIEN...........ooi i 21
LI 101 1L TR 1 T PRSP 21
Tabelle 6: Medien und AntiDIOtIKa .........ocueiiiii e 21
Tabelle 7: Inhibitoren UNd ENZYME ......coooeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e aeaeananes 22
Tabelle 8: Primare ANIKOIPEL ......ooeviiiiiieeeeeieeeeeeeeeeieevetee e rearaeaeaenranannnnnnnnsnnnnns 23
Tabelle 9: SEKUNAre ANtIKOTPET .....oeii et e e s e e e e e e e e snneeeeeans 24
Tabelle 10: Einmalartikel und sonstige Materialien ... 24
Tabelle 11: LabOrgerate ..........ueiii it e e 26
Tabelle 12: SOfWATIE ..o e e e e e e s e et e e e e e e e e s sennebenees 28

Tabelle 13: Ubersicht liber erzielte Versuchszahlen der TEER-Messung..........c.ccccceveuennnen. 73



1 Einfuhrung

1.1 Anatomie und Histologie der Atemwege

Die Lunge hat die Aufgabe des Gasaustauschs, bei dem durch den Stoffwechsel anfallendes
Kohlenstoffdioxid (CO.) abgegeben und fir die Zellatmung benétigter Sauerstoff (O.)
aufgenommen wird. Die Atemwege bilden das konduktive (=luftleitende) System, welches
nicht am Gasaustausch teilnimmt. Die Nasenhdhle, der Rachen, der Kehlkopf, die Trachea
und die Hauptbronchien bilden die extrapulmonalen Anteile, die Bronchien und Bronchiolen
die intrapulmonalen. Die Trachea teilt sich an der Bifurcatio tracheae in zwei Hauptbronchien.
Diese teilen sich wiederum in drei (rechts) und zwei (links) Lappenbronchien, die sich
wiederum in zwei bis funf Segmentbronchien aufteilen. Der Bronchialbaum wird im Verlauf
Uber die Subsegmentbronchien und die Bronchioli immer feiner. Der rein luftleitende Teil endet
im Bronchiolus terminalis, wahrend die Bronchioli respiratorii bereits dem Gasaustausch
dienen (Lippert 2011, Lullmann-Rauch and Asan 2015).
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Abbildung 1: Aufbau der Atemwege. Histologie des Bronchus. A: Ast der Arteria
pulmonalis (Bronchialarterie). B: Bronchus. 1: Schleimhaut. 2: Lamina propria und glatte
Muskelschicht. 3: Knorpelspange. AV: Alveolen (Erlaubnis: Welsch, Lehrbuch Histologie,
6. Auflage 2022 © Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Munchen).

Der konduktive Abschnitt ist mit einem respiratorischen Epithel ausgekleidet, welches im
Verlauf immer flacher wird (Abbildung 1). Auch die Bronchuswand wird im Verlauf immer
dinner. Unter dem Epithel befindet sich die Lamina propria, die reich an elastischen Fasern
ist. Diese wird von einem Mantel aus glatter Muskulatur umschlossen, welcher den

Lumendurchmesser regulieren kann. Die Knorpelspangen aus hyalinem Knorpel bilden das



Stltzgerust. Seromukése Drisen sezernieren Muzine und antibakterielle Stoffe wie Lysozym
und IgA-Antikdrper. Ab dem Bereich der Bronchioli fehlen die Knorpelplatten und Drisen. Hier
kommen hauptséchlich glatte Muskulatur und elastische Fasern vor, die mit dem
peribronchialen Bindegewebe verbunden sind und so das Lumen offenhalten (Lullmann-
Rauch and Asan 2015).

1.2 Aufbau und Marker des respiratorischen Flimmerepithels

Das respiratorische Epithel besteht hauptsachlich aus Zilienzellen, Becherzellen und
Basalzellen (Abbildung 2A). Es handelt sich um ein mehrreihiges (engl: pseudostratified)
Epithel, in welchem jede Zelle Kontakt zur Basalmembran hat. Zilienzellen machen mit 60-
80% den Grol3teil der Zellen aus und besitzen pro Zelle bis zu 300 Zilien von ungefahr 6 pm
Lange (Feriani et al. 2017). Acetyliertes alpha-Tubulin ist ein Protein, welches sich als
Bestandteil von Kinozilien im Inneren der Mikrotubuli befindet und unter anderem flr deren
Bildung und Stabilitat verantwortlich ist (Soppina et al. 2012). Dieses Protein kann so zur
Detektion von Kinozilien genutzt werden.

A Becherzelle Zilienzelle Tight Junction Desmosomen

B
/ FOXJ1%
111t g

Basalzelle

\ Ciliated
o o L S =, _ N R A 8 Basal o)
Basalmembran - ‘ i ) ) ¢ ) @
- ) o Qe 7 o N
Arteriole g_“___‘* @ i SPDEF
R —— —
\ Intermediate Secretory

Fibrablast \‘_i .

Immunzelle

Abbildung 2: Das respiratorische Epithel. (A) Skizze eines Flimmerepithels mit
Zilienzellen, Becherzellen, Basalzellen, Schlussleisten (tight junctions) und Desmosomen.
Darunter liegt die Lamina propria mit Fibroblasten, Kapillaren und Immunzellen (Erstellt
mit Biorender.com am 22.03.2023).

(B) Differenzierung von Basalzellen zu Zilienzellen (Transkriptionsfaktor FOXJ1) oder
Becherzellen (Transkriptionsfaktoren Notch, SPDEF) (Erlaubnis: Nachdruck mit
Genehmigung der American Thoracic Society. Copyright © 2023 American Thoracic
Society. Alle Rechte vorbehalten. Crystal et al. 2014).

Becherzellen speichern stark glykosiliete Muzine in Granula, die sie bei Stimulation
sezernieren koénnen. Die wichtigsten Mukusproteine in den Atemwegen sind die Muzine
Muc5B und Muc5AC (Okuda et al. 2019), welche in dieser Arbeit als muzinare Marker
verwendet werden. Basalzellen kénnen proliferieren und sich in Zilien- oder Becherzellen

differenzieren (Abbildung 2B), wobei wahrend der Differenzierung zunachst Zwischenstufen
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(Intermediarzellen) entstehen. Des Weiteren sezernieren sie Wachstumsfaktoren wie VEGF
(vascular endothelial growth factor) und besitzen wiederum selber Rezeptoren fir
Wachstumsfaktoren, sodass sie eine zentrale Rolle in der Homdostase des Epithels spielen
(Crystal 2014). Basalzellen bilden das Protein p63, ein Transkriptionsfaktor aus der p53-
Familie, welches zur Bildung und zum Erhalt von mehrreihigen Epithelien beitragt (Arason et
al. 2014).

Ein allgemeingultiges Merkmal fur Epithelien ist die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten wie
Desmosomen und Tight Junctions. Desmosomen sind Kontakte, die fur die mechanische
Stabilitdt des Epithels verantwortlich sind und deren Hauptbestandteil E-Cadherin ist. E-
Cadherin ist ein Ca?*-abhangiges Adhasionsmolekiil, welches reilRverschlussartig homophile
Bindungen mit weiteren auf benachbarten Epithelzellen vorhandenen E-Cadherinen ausbildet.
Ein komplexes und standig reguliertes System aus Catenin, EPLIN (epithelial protein lost in
neoplasm) und Aktin verankert die E-Cadherine an der Zellmembran und mit dem Zytoskelett
(van Roy and Berx 2008).

Tight Junctions (Zonulae occludentes) dagegen sind apikale Schlussleisten, die eine Grenze
zwischen externer Umwelt und Organismus bilden und im Sinne der Polaritat die apikale von
der basolateralen Zellmembran trennen. Das ZO-1 Protein (Zonula occludens-1) ist ein
cytoplasmatisch gelegener Bestandteil von Tight Junctions, welches an andere Tight Juntion-
Proteine (vor allem Claudine und ZO-2) bindet und Tight Junctions mit dem Zytoskelett
verbindet (Lynn et al. 2020).

1.3 Der Proliferationsmarker Ki-67

Ki-67 ist ein nukleares Protein, welches in allen proliferierenden Wirbeltierzellen vorkommt.
Die Expression dieses Proteins ist von der Zellzyklusphase der Zelle abhangig. Die héchste
Konzentration erreicht Ki-67 in der G2-Phase des Zellzyklus und der Mitose. Ki-67 ist aber in
allen Phasen des Zellzyklus vorhanden. Zellen, die den Zellzyklus verlassen haben (GO) oder
seneszent sind, sind Ki-67-negativ (Sobecki et al. 2017, Sun and Kaufman 2018). So lasst sich
mit diesem Marker bestimmen, wie viele teilungsfahige Zellen sich in einer Zellkultur befinden.
Durch die Verteilung des Ki-67-Signals im Zellkern kdnnen genauere Aussagen Uber die
Zellzyklusphase getroffen werden, in der sich eine Zelle befindet (Abbildung 3).

Kleine Ki-67-Granula im Zellkern weisen auf ein direktes Verlassen der Mitose hin. Ki-67-
Signale, die die Nucleoli Giberdecken, sprechen flir das Befinden der Zelle in der spaten G1-

Phase bzw. Interphase des Zellzyklus.
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Abbildung 3: Proliferationsmarker

Ki-67. Ki-67-Verteilungsmuster in der

Mitose und G1-Phase des Zellzyklus
(Erlaubnis: Matheson and Kaufman
2017, Lizenz:

Mitosis —» “Early" G1 —» “Mid"G1 —» “Late" G1

https://creativecommons.org/licenses/b
y-nc-sa/3.0/legalcode (22.03.2023)).

1.4 In vitro und in vivo Gewebestudien der Atemwege

Es gibt eine Vielzahl von Mdglichkeiten zur Untersuchung von Geweben, die von einer
klassischen zweidimensionalen (2D) Kultur GUber verschiedenste dreidimensionale (3D)
Kultivierungsansatze in vitro bis zu in vivo Tierversuchen reichen. Dabei hat jedes Vorgehen
gewisse Vorteile, aber auch Nachteile. Im Bereich der in vitro-Forschung ist die 2D-
Kultivierung die einfachste Form der Kultivierung, in der Zellen in Zellkulturplatten oder
-flaschen kultiviert werden und einen Monolayer bilden. Sie polarisieren nur wenig und
proliferieren unphysiologisch schnell (Edmondson et al. 2014). 3D-Kulturen beschreiben in
vitro-Ansatze, bei denen verschiedene Zelltypen auf einem Tragergerlist oder in einem
Tragermedium kultiviert werden und sich in den 3D-Raum ausbreiten kénnen. 3D-Kulturen
bieten viele Vorteile gegentiber der 2D-Kultivierung. Es kdnnen komplexere Modelle aufgebaut
werden, die Uber einen Monolayer hinausgehen. Die Zellen differenzieren besser und das
entstandene Gewebe hat eine héhere in vivolin vitro-Korrelation (He et al. 2016). Typische 3D-
Modelle sind beispielsweise Organoide, die durch Tragergerust-abhangige (biologische oder
synthetische Hydrogele) oder unabhangige Kultivierungsansatze aufgebaut werden
(Kultivierung auf nicht-bindenden Platten (Langhans 2018)). Die Differenzierung von
Organoiden ist zum einen kostenintensiv und schwierig zu reproduzieren, zum anderen sind
keine Aussagen uber die Barriereeigenschaften des Modells moglich (Wiese-Rischke et al.
2021). Weitere 3D-Ansatze sind auf einem Tragergerlst basierte Air-Lift-Zellkulturen, welche
im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden. Diese Modelle werden oft auch zwischen 2D und
3D angesiedelt, da sie keine selbstorganisierenden Organoide bilden, sondern einer
synthetischen oder biologischen Matrix aufliegen, aber dennoch ein komplexer und
differenzierter Aufbau mdglich ist (Langhans 2018).

Tierversuche sind sehr aufwendig, teuer, ethisch kritisch und nicht ohne Einschrankungen auf
den Menschen Ubertragbar. Beispielsweise ist das einzige Reservoir des Bakteriums
Bordetella pertussis der Mensch und somit sind Tierstudien in diesem Fall nicht méglich (He

et al. 2016). 3D-Kulturen schlieRen die Lucke zwischen 2D-Kulturen und Tierversuchen, da
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mit primaren menschlichen Zellen komplexe Gewebe aufgebaut werden kénnen, die der in-
vivo Situation sehr nahe kommen (He et al. 2016, Jensen and Teng 2020).

Neben den verschiedenen Kaultivierungsansatzen stellt sich auch die Frage nach den
kultivierten Zelltypen. Hier wird vor allem die Kultivierung von Zelllinien und primaren Zellen
unterschieden. Zelllinien sind immortalisierte Zellen, die eine unbegrenzte Zellquelle
darstellen, aber teils Limitationen in der Zellfunktion aufweisen. So produziert die humane
Bronchialepithel-Zelllinie 16HBE140 keine Muzine (Zscheppang et al. 2018) und die Zelllinie
Calu-3 bildet Kinozilien nur rudimentar aus (Wiese-Rischke et al. 2021). Primare Zellen
umfassen normale humane Bronchialepithelzellen (NHBE) und Alveolarepithelzellen (AEC),
wahrend induzierte pluripotente  Stammzellen (iPSC) aufgrund verschiedener
Programmierungsprotokolle nicht mehr zu den primaren Zellen gezahlt werden. Neben den
komplexen Differenzierungsprotokollen von Stammzellen ist unklar, ob daraus vollstandig
differenzierte Bronchialepithelzellen entstehen, weswegen sie nur teilweise zum Aufbau von
Atemwegsmodellen geeignet sind (Wiese-Rischke et al. 2021, Zscheppang et al. 2018).
Aufgrund der Einschréankungen von Zelllinien und Stammzellen wurden im Rahmen dieser

Arbeit isolierte primare humane Bronchialepithelzellen genutzt.

1.5 Methoden zum Nachweis von tumor-spezifischen

Eigenschaften

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden primare Bronchialepithelzellen und Fibroblasten
von Probanden isoliert, die in der Regel an einem Bronchialkarzinom erkrankt waren. Da fir
den Aufbau eines physiologischen Atemwegmodells das Vorhandensein von gesunden Zellen
Voraussetzung ist, wurden die Epithelzellen und Fibroblasten charakterisiert, um tumordse
Merkmale auszuschlieRen. Eine Moglichkeit ist der Nachweis von Krebs-assoziierten
Fibroblasten (Cancer-associated fibroblasts [CAF’s]). Fibroblasten kdénnen in der
Mikroumgebung des Tumors in CAFs umgewandelt werden (Abbildung 4). CAFs fordern die
Tumorproliferation, die Therapieresistenz und schitzen die Tumorzellen vor dem
Immunsystem, indem sie Wachstumsfaktoren, Entziindungsliganden und Extrazellularmatrix
(ECM) sezernieren (Biffi and Tuveson 2021). Zusatzlich kdnnten sie einen negativen Einfluss
auf den 3D-Modellaufbau haben. CAFs kdnnen durch Nachweis spezifischer Marker, wie a-
Smooth-Muscle-Actin (a-SMA) oder den Monocarboxylattransporter-4 (MCT4), identifiziert
werden. a-SMA gehdrt zur Gruppe der Aktine, die eine wichtige Rolle in der Struktur und
Beweglichkeit von Zellen spielen. Das Protein ist vermehrt in Myofibroblasten zu finden, die
fur die Kontraktion und Reifung von Granulationsgewebe bei der Wundheilung verantwortlich
sind. In &hnlicher Funktion lassen sie sich aber auch in gehaufter Zahl in der

Tumormikroumgebung  nachweisen  (Nurmik et al. 2020). MCT4 st ein
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Monocarboxylattransporter, der in glykolytischen Zellen zu finden ist, um das in der Glykolyse
entstehende Laktat aus der Zelle heraus zu aeroben Zellen zu transportieren. So haben
glykolytische CAFs Uber die Bereitstellung von energiereichen Substraten wie Lactat Einfluss
auf den Stoffwechsel der aeroben Tumorzellen (Whitaker-Menezes et al. 2011). Ein weiterer
Marker ist Vimentin, ein Typ lll-Intermediarfilament, welches ein wichtiger Bestandteil des
Zytoskeletts vor allem von mesenchymalen Zellen ist und in nahezu allen Fibroblastenarten

vorkommt. In CAFs kann Vimentin herunterreguliert sein (Nurmik et al. 2020).

. Krebszelle

Myofibroblastische
CAF's

> g

\' Ruhender

: Tumorprogression,
Fibroblast

) ) Metastasierung,
Inflammatorische e o Therapieresistenz
CAF's

Abbildung 4: Krebs-assoziierte Fibroblasten. Umwandlung von ruhenden Fibroblasten
durch Prasenz von Tumorzellen zu Cancer-associated-Fibroblats (CAFs) und damit
einhergehende Progressionsvorteile des Tumors (Erstellt mit Biorender.com am
28.03.2023. Biffi and Tuveson 2021).

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis tumordser Merkmale ist die sogenannte 5-ALA-
Messung. Das Prinzip der 5-ALA-Messung basiert auf der Akkumulation von Protoporphyrin
IX (PplX) nach exogener Gabe von 5-Aminolavulinsdure (5-ALA), vor allem bei tumordsen
Zellen. Die Fluoreszenz von PplX kann photodynamisch gemessen werden. 5-ALA ist der
Ausgangspunkt der Ham-Biosynthese, in der PplX im letzten Schritt durch die Ferrochelatase
in HAm umgewandelt wird. In Krebszellen ist dieses Enzym herunterreguliert, wodurch es zur

Akkumulation von PpIX kommt (Landes et al. 2018, Nakayama et al. 2016).

1.6 Der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER)

Mit der TEER-Messung kann der transepitheliale, elektrische Widerstand gemessen und so
eine Aussage Uber die Barriere des Epithels getroffen werden, die vor allem abhangig von
vorhandenen Tight Junctions ist. Hier wurde eine Impedanz-TEER-Spektroskopie angewandt,
bei der eine Wechselspannung unterschiedlicher Frequenz genutzt wird. Diese generiert einen
Strom, bei dem die resultierende Amplitude und Phasenverzégerung Aussagen uber die

Barrierefunktion des Epithels zulasst (Srinivasan et al. 2015). Dieser Strom hat die Méglichkeit
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parazellular (durch Tight Junctions) oder transzellular zu flieRen (Amini et al. 2018). Ein
vereinfachtes Schema des Schaltkreises wird in Abbildung 5A dargestellt. Der Widerstand
des Zellkulturmediums (Rpeqium) Und die Kapazitat der Messelektroden (C.) muss beachtet

und konstant gehalten werden, um reproduzierbare Daten zu erhalten.

|
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Abbildung 5: Die TEER-Messung. (A) Schema des Schaltkreises einer TEER-Messung.

Die Elektroden sind in griin hervorgehoben. (Erstellt mit Biorender.com am 26.01.2022.

Ce

Ryger + Ce

- o -

S(Hz)

Modifiziert nach Srinivasan et al. 2015). (B) Typisches Impedanzspektrum mit
triphasischem Verlauf (Erlaubnis: Diese Abbildung wurde verdffentlicht in SLAS
Technology, Vol. 20, Srinivasan et al., TEER Measurment Techniques for In Vitro Barrier
Model Systems, Seiten 107-126, Copyright Elsevier (2015)).

Die Tight Junction-Proteine entwickeln einen ohmschen Widerstand (Rrgggr). Jede
Lipiddoppelschicht, die auf der transzellularen Route durchbrochen werden muss, baut einen
Widerstand und eine Kapazitat (C;) auf. Aufgrund dieses Widerstandes lauft der Strom
hauptsachlich parazellular, daher kann die Lipiddoppelschicht vereinfacht nur als C. dargestellt
werden (Srinivasan et al. 2015). In Abbildung 5B ist ein typisches Impedanzspektrum
dargestellt. Bei niedrigen Frequenzen dominiert C.. Bei hohen Frequenzen dominiert Rycqium
durch die erhdhte Leitfahigkeit von C. und C,, da die hohen Frequenzen Zellen durchdringen
kénnen. Bei mittleren Frequenzen dominieren die zellabhangigen Rrggg und C. (Benson et al.
2013, Srinivasan et al. 2015).

1.7 3D-Modellaufbau

Das Tragergerust spielt in der Entwicklung des Epithels eine entscheidende Rolle. Das Ziel ist

die Imitation der Extrazellularmatrix in-vitro. Es kdnnen synthetische Matrices, Kollagen-
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Hydrogele und biologische Tragergeriste unterschieden werden. Dabei spiegeln biologische
Matrices die physiologische Situation am besten wieder. Die hier verwendete, auf dem
BioVaSc-TERM® basierende Matrix SIS (small intestinal submucosa ohne Mukosaschicht,
Abbildung 6), basiert auf dezellularisiertem Schweinejejunum. Sie besteht hauptsachlich aus
Kollagen | und 1ll, weist vaskulare tubulare Strukturen auf, besitzt im Gegensatz zur SIS-muc
(mit Mukosaschicht) keine Basalmembran und weist eine eher plane Oberflache auf
(Schweinlin et al. 2017). Aus SIS wurde der Wachstumsfaktor fibroblast growth factor 2 (FGF-
2) extrahiert, welcher einen grofRen Einfluss auf Gewebeumbau und -differenzierung hat
(Voytik-Harbin et al. 1997).

Abbildung 6: Modellaufbau.

Differenziertes BioVaSc®-Matrix Skizze eines 3D-
Bronchialepithel mit Fibroblasten

Atemwegmodells in Air-Lift-
Kultivierung. Die BioVaSc®-
Matrix dient als biologisches
Tragergerust; das

differenzierte

Bronchialepithel liegt obenauf

Nahrmedium (Erstellt mit Biorender.com

| / am 26.01.2022).

Um der in vivo Situation naher zu kommen, kénnen Bronchialepithelzellen mit weiteren
Zelltypen wie Fibroblasten oder Immunzellen co-kultiviert werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde eine Co-Kultur aus Bronchialepithelzellen mit bronchialen Fibroblasten durchgefihrt.
Fibroblasten verbessern durch Ausschuitten von HGF (hepatocyte growth factor) und weiteren
Wachstumsfaktoren in der Co-Kultur die Proliferation von Bronchialepithelzellen um das 1,85-
fache (Skibinski et al. 2007). Eine Co-Kultur mit Fibroblasten in 3D-Modellen sorgt fir eine
physiologische = Mikroumgebung, die gunstig ist fur die Differenzierung von
Bronchialepithelzellen in einen polarisierten Phanotyp. Die Ziliogenese wird geférdert, auch
durch die Sekretion von HGF. Ohne die Co-Kultur differenzieren Bronchialepithelzellen eher
in ein mehrschichtiges Epithel und es kommt friihzeitig zu einem Wachstumsstop (Myerburg
et al. 2007, Steinke et al. 2014). In der Differenzierung des Epithels spielt auch die
biomechanische Umgebung eine grof’e Rolle. Hier unterscheidet man i) statische Medium-
bedeckte, ii) statische Air-Lift oder Air-Liquid-Interface (ALI)-Kulturansatze von iii) dynamischer
Kultivierung. Statische Medium-bedeckte Kultivierung beschreibt die sowohl apikale als auch

basolaterale Versorgung des Zellrasens durch Nahrmedium, wodurch der Zellrasen von
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beiden Seiten von Medium umspult wird. Diese Kultivierung fuhrt zwar zur Ausbildung von
Tight Junctions, aber allgemein nur zu geringer Differenzierung und Ziliogenese. In statischen
ALI-Kulturen wird das apikale Medium entfernt, so dass der Zellrasen apikalen Kontakt zur Luft
hat. Durch diesen Ansatz ist das Epithel in der Lage, zu polarisieren und zu differenzieren
(Hasan et al. 2018). Die bessere Differenzierungsfahigkeit koénnte am erhdhten
Sauerstoffvorkommen liegen, welche zu einer erhdhten Natrium-Leitfahigkeit des Epithels
fuhrt und die Zellen in einen eher oxidativen Metabolismus Uberflhrt. Dies bedarf noch weiterer
Untersuchungen (Grainger et al. 2006). Bei dynamischen Kultivierungsansatzen wird der
Zellrasen durch eine Pumpvorrichtung kontinuierlich mit Nahrmedium umspuilt. Auch hier kann
das Epithel von beiden Seiten, oder analog zur statischen ALI-Kultivierung nur von einer Seite
mit Medium versorgt werden, was eine bessere Differenzierung zur Folge hat. Solche
dynamischen ALI-Ansatze sind jedoch durch die Notwendigkeit eines kontinuierlichen

Luftstrom-generierenden Bioreaktors kostenintensiv und komplex (Chandorkar et al. 2017).

1.8 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Atemwegsmodell aus primdren, humanen
Bronchialepithelzellen und probanden-eigenen bronchialen Fibroblasten aufzubauen
(Abbildung 6), welches der in vivo Situation moglichst nahe kommt, vollstdndig differenziert
und eine physiologische Barriere aufweist. Eine vollstandige Differenzierung sollte
morphologisch mit einem mehrreihigen Epithel mit physiologischer Epitheldicke einhergehen.
Ebenso sollte das Epithel eine physiologische Mukussekretion aufweisen und sowohl mit
Desmosomen und Adhaerens Junctions, als auch mit Tight Junctions ausgebildete Zell-Zell-
Kontakte besitzen. Das 3D-Modell sollte eine vorhandene Basalzellschicht und einen
Kinozilienteppich aufweisen, der aktiv in physiologischer Frequenz schlagt.

In Erweiterung zu anderen Studien sollte eine biologische Matrix zur Gewahrleistung der Co-
Kultur verwendet werden, um die Lamina propria der Bronchuswand zu imitieren. Es sollten
weiterfihrend zwei verschiedene Zellkulturmedien auf ihre Differenzierungspotenz untersucht
und verglichen werden, zum einen AECG-Medium (airway epithelial cell growth medium) als
reines Expansionsmedium, zum anderen PneumaCult ‘Ex Plus‘ (PC Ex+) als Expansions- und
PneumaCult-ALI-Medium (PC ALlI) als Differenzierungsmedium.

Zuséatzlich zu den Untersuchungen in der 3D-Kultur sollten die isolierten Zellen in der 2D-Kultur
untersucht werden. Hier galt es festzustellen, welches Medium zum einen eine bessere
Expansion ermdglichte und zum anderen eine geeignetere Grundlage fur die folgende 3D-

Differenzierung schafft.
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2 Material

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Humane Bronchialepithelzellen und Fibroblasten

Es wurden primare humane Bronchialepithelzellen und Fibroblasten von neun Probanden
verwendet, die aus klinischen Biopsien isoliert wurden (Nomenklatur nach laborinterner
Nummerierung, Tabelle 1). Die Proben wurden wahrend thoraxchirurgischer Eingriffe
(Keilresektion, Segmentresektion, Lobektomie, Pneumektomie, Tracheateilresektion) aus
makroskopisch tumorfreiem Gewebe entnommen. Die Operationen wurden am
Universitatsklinikum Magdeburg in der Abteilung Thoraxchirurgie durchgefiihrt.  Die
Gewebeentnahme erfolgte ausschlielllich aufgrund klinischer Indikation, wahrend Alter,
Geschlecht, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme oder Rauchverhalten nicht als
Ausschlusskriterium galten. Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Otto-von-
Guericke-Universitat hat diesem Vorgehen mit dem Votum 163/17 am 16.10.2017 zur
Verwendung der Proben zu Forschungszwecken zugestimmt. Die Einverstandniserklarung der
Spender und Spenderinnen lag vor.

Als Kontrollzellen dienten kauflich erworbene NHBE-Zellen der Firma Lonza, die von einem
44 Jahre alten mannlichen Probanden isoliert wurden (Materialnummer CC-2540). Zudem
wurden bronchiale Fibroblasten der Firma PromoCell genutzt, die von einem 59 Jahre alten

mannlichen Probanden isoliert wurden (Materialnummer C-12360).

Tabelle 1: Ubersicht verwendeter Probanden

Probandennummer | Alter (Jahre) Geschlecht
#31 83 mannlich
#38 65 mannlich
#39 76 mannlich
#44 55 mannlich
#45 81 weiblich
#46 59 mannlich
#59 31 weiblich

#60 76 mannlich
#61 73 mannlich
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2.1.2 SIS (small intestinal submucosa)

Als Tragergerust wurde BioVaSc-TERM® verwendet, welches aus dezellularisiertem

Schweinejejunum besteht und vom Fraunhofer Institut flr Silicatforschung (ISC) in Wirzburg

hergestellt wurde. Bei der Herstellung dieser Matrix wurde die mukosale und muskulare Seite

des Darms entfernt, so dass ausschlieRlich Extrazellularmatrix Gberblieb (SIS — small intestinal

submucosa). Das Jejunum stammte von 17 bis 20 kg schweren Schweinen der Deutschen

Landrasse (Schweinlin et al. 2017, Hoppensack et al. 2014).

2.2 Chemikalien, Losungen und Puffer

Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung Spezifikation Hersteller | Artikel-
nummer

Acrylamid Acrylamid/Bis-Losung Serva 10688.01

APS Ammoniumpersulfat Bio-Rad 161-0700

Aqua B. Braun Ecotainer Steriles Aqua. dest. fir die B.Braun 0082479E
Zellkultur

B-Mercaptoethanol 2-Hydroxyethylmercaptan Sigma- M6250-
HSCH>CH.OH Aldrich 100ML

Bromophenol Blau 3,3',5,5- Sigma- BO126-
Tetrabromphenolsulfonphth | Aldrich 225G
alein

BSA Bovines Serumalbumin Sigma- A2153-50G

Aldrich

DABCO 1,4- C. Roth 0718.2
Diazabicyclo[2.2.2]octan,
Antibleichmittel

DAPI 4'.6-Diamidino-2- Sigma- D9542-
phenylindoledihydrochlorid Aldrich 10mg

Dinatriumhydrogenphosphat - | NaoHPO4*H.0 C. Roth 4984 .1

Dihydrat

DMSO Dimethylsulfoxid C. Roth A994 .2

Ethanol 96 % 96% Ethanol vergallt Th. Geyer 2206

Glycerin C. Roth 7530.1
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Bezeichnung Spezifikation Hersteller | Artikel-
nummer
Glycin AppliChem A1067,500
0
Isopropanol 2-Propanol C. Roth 9866.1
Kaliumchlorid KCI C. Roth 6781.3
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 C. Roth 3904.2
Methanol Methanol = 99,9 %, C. Roth 0082.2
Blotting-Grade
Milchpulver C. Roth T145.3
Mowiol 4-88 Einbettmedium C. Roth 0713.2
Natriumchlorid NaCl C. Roth 9265.2
Normal Donkey Serum (NDS) | Eselserum Bio-Rad C06SB
Normal Goat Serum (NGS) Ziegenserum Sigma- S26-100ML
Aldrich
PBS~ 10x konzentriert Waschpuffer fir die Gibco 70011036
Zellkultur (ohne Ca?*, Mg?*)
PFA Paraformaldehyd C. Roth 0335.1
Phenolrot Phenolsulfonphthalein Sigma- P3532-5G
(CeH4sOH)2.C7H4S O3 Aldrich
Ponceau S-Lésung AppliChem A2935,050
0
ProClin 150 Biozid (5-Chloro-2-methyl-4- | Sigma- 49376-U
isothiazolin-3-one Lésung) Aldrich
SDS Sodium Dodecyl Sulfate Bio-Rad 1610302
TEMED Tetramethylethylenediamine | Bio-Rad 161-0801
Tris Base Tris(hydroxymethyl)amino- C. Roth 5429.3
methan
NH>C(CH20H)3
Tx100 Triton™ X-100 Sigma- X100-
Aldrich 500ML
Trypanblauldsung 0,4%ig Sigma- T8154
Aldrich
Tween-20 Tween® 20 fur die AppliChem A4974,025
Biochemie 0
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Tabelle 3: Lésungen und Puffer

Puffer/Losung Zusammensetzung

Zellkultur

Trypanblauldsung 5 ml 0,4%ige Trypanblaulésung + 45 ml PBS~
(50 ml)

Immunfluoreszenz

DAPI in PBS- (50 ml)

1:10.000, 5 pl DAPI'in 50 mI PBS~

Mowiol 4-88 mit
DABCO

6,0 g Glycerin + 2,4 g Mowiol 4-88 + 6,0 ml Aqua dest.
+12,0 ml 0,2 M Tris-HCI + 25 mg/ml DABCO

NDS in PBS~+ Proclin
+ Tx-100

1,5 ml Normales Esel Serum (=3%) + 48,5 ml PBS~+ 5 ul Proclin
(=0,01%) + 5 pl Tx100 (=0,01%)

(50 ml)

NGS in PBS™+ 1,5 ml Normales Ziegen Serum (=3%) + 48,5 ml PBS™ + 5 pl
Proclin + Tx-100 Proclin (=0,01%) + 5 pl Tx100 (=0,01%)

(50 ml)

10x PBS- (1 1) 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4 x 2H20, 2,4 g KH2PO4

In 11 sterilem Aqua dest.

Proteinbiochemie

APS-Ldsung

1 g APS auf 10 ml ddH20

Laufpuffer (10x; 1I)

144 g Glycin (192 mM), 30 g TRIS Base (25 mM), 10 g SDS, 11
A. dest.

Reduzierender

Probenpuffer

5 ml dH20, 6,25 ml 1 M TRIS pH 7,0, 20 ml 10 % SDS, 5,75 ml
0,4 % Bromphenolblau, 19,5 ml Glycerin, frisch dazu: B-
Mercaptoethanol (1:23,6)

TBS-Puffer (10x; 11)

80 g NaCl, 2 g KCl, 30 g TRIS Base, 1| A. dest.; pH auf 7,4

eingestellt

TBST 1:10- Verdinnung von 10x TBS mit Aqua dest.

(TBS mit 0,05%) (11) | Zugabe von 500 pl Tween-20

Transferpuffer 288 g Glycin (192 mM), 60,4 g TRIS Base (25 mM), 2 | Aqua dest.
(10x; 21)

Transferpuffer mit
Methanol (2 1)

200 ml 10x Transferpuffer, 400 ml Methanol, 1400 ml Aqua dest.

TRIS-Puffer fur
Sammelgel (0,51)

30,3 g TRIS Base, 2 g SDS, pH auf 6,8 einstellen, 0,5 | ddH.0

TRIS-Puffer fir
Trenngel (11)

181,7 g TRIS Base, 4 g SDS, pH auf 8,8 einstellen, 1 | ddH>O
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Tabelle 4: Weitere Reagenzien

Bezeichnung Spezifikation Hersteller Artikelnummer
Alcianblau 8GS 1% in 3% Essigsaure | C. Roth 3082.1
ECL Pierce™ ECL ThermoFisher 32106
Western Blotting- Scientific
Substrat
Kernechtrot 0,1% in 5% C. Roth 77281
Aluminumsulfat
Proteinmarker PageRuler™ ThermoFisher 26637
Unstained High Scientific
Range Protein
Ladder
Rat Tail Collagen Rattenschwanz- Merck 122-20
Coating Solution Kollagen flr
Beschichtung
Roti®-Histokitt Einbettmedium C. Roth 6638.1
WST-1-Assay Cell Proliferation Sigma-Aldrich 11644807001
Reagent WST-1
Zelllysepuffer 2X Cell Lysis Buffer | Sigma-Aldrich RABLYSIS1-5ML
(Item J)
Tabelle 5: Kits
Bezeichnung Spezifikation Hersteller Artikelnummer

Protein Assay Kit

Pierce BCA Protein
Assay Kit

ThermoFisher

Scientific

23225

2.3 Medien, Antibiotika, Inhibitoren und Enzyme

Tabelle 6: Medien und Antibiotika

Bezeichnung

Spezifikation

Hersteller

Artikelnummer

AECG

Airway epithelial cell

growth medium

(ready-to-use)

Promo Cell

C-21060
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Antibiotika-/ Penicillin, Sigma-Aldrich A5955-100m|
Antimykotikum- Streptomycin +
Lésung Antimykotikum
DMEM, high Zellmedium zur Gibco 31966-021
glucose, Fibroblastenisolierung
GlutaMAX™
Fibroblast Growth Zellmedium fur Promo Cell C-23020
Medium 2 (Ready- Fibroblasten-
to-use) Kultivierung
(PromoF)
Heparin-L6sung fur PC ALI-Medium STEMCELL 07980
Technologies
Hydrocortison fur PC ALI-Medium STEMCELL 07925
Stock-Losung Technologies
PneumaCult™-Ex Epithelzellmedium STEMCELL 5040
Plus Medium Technologies
PneumaCult™-ALl Epithelzellmedium STEMCELL 05001
Medium Technologies
Tabelle 7: Inhibitoren und Enzyme
Bezeichnung Spezifikation Konzentration | Hersteller | Artikelnummer
Accutase® Cell Lésung zum 1Xx Biozol/ 423201
Detachment- Passagieren von Biolegend
Ldsung Zellen
Kollagenase IV 1:100 Thermo 17104-019
Fisher
Scientific
Phosphatase- PhosSTOP™ 1 Tablette auf Sigma- 4906837001
Hemmer 10 ml Aldrich
PMSF Phenylmethylsulfo- | 1:10 in Ethanol Sigma- 93482-50ml-F
nylfluorid Aldrich
Protease- cOmplete Mini 1 Tablette auf Sigma- 11836170001
Hemmer EDTA-free Protease | 10 mi Aldrich
Inhibitor Cocktail
Soja-Trypsin- Trypsin-Inhibitor fur | 1x Gibco 17075029
Inhibitor, Pulver Accutase-Hemmung




2.4 Antikorper

Tabelle 8: Primére Antikbrper
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Antigen Klonalitat Verdinnung |Isotyp | Hersteller | Artikelnummer
Spezies

Acetyliertes-a- | monoklonal IF:1:100 IgG2b | Thermo 32-2700

Tubulin (6-11B-1) (+0,1% Tx100) scientific
Maus WB: 1:500

a-Smooth- polyklonal IF:1:100 IgG Abcam ab5694

Muscle-Aktin Kaninchen (+0,1% Tx100)

B-Aktin monoklonal WAB: 1:1000 IgG2b | Proteintech 66009-1-Ig
(2D4H5)
Maus

Cytokeratin 14 | polyklonal IF: 1:500 IgG BioLegend 905304
Kaninchen (+0,1% Tx100)

E-Cadherin monoklonal IF: 1:100 IgG CellSignaling | 3195
(24E10) (+0,1% Tx100)
Kaninchen

Ki-67 monoklonal IF: 1:30 IgG1x | Agilent M724029-2
(MIB-1) (+0,1% Tx100)
Maus

SLC16A3 polyklonal IF: 1:100 IgG Novus NBP1-81251

(MCT4) Kaninchen (+0,1% Tx100) Biological

Mucbac monoklonal IF:1:100 IgG1u | Thermo MAS5-12178
(45M1) (+0,1% Tx100) scientific
Maus

Muc5b polyklonal IF:1:100 IgG Sigma HPA008246
Kaninchen (+0,1% Tx100)

p63 polyklonal IF: 1:300 IgG GeneTex GT1179
Maus (+0,1% Tx100)

Vimentin monoklonal IF:1:100 IgG GeneTex GT7812
(EPR3776) (+0,1% Tx100)
Maus

Z0-1 polyklonal IF: 1:100 IgG GeneTex GTX108613
Kaninchen (+0,1% Tx100)




Tabelle 9: Sekundére Antikbrper
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Bezeichnung Verdunnung |Isotyp| Hersteller Artikelnummer
Alexa Fluor® 488- | 1:500 IgG Jackson 711-547-003
conjugated (H+L) | ImmunoResearch

AffiniPure Donkey

Anti-Rabbit 1IgG

Anti-mouse 1gG, 1:10000 IgG Jackson 115-035-003
HRP-linked (H+L) | ImmunoResearch

Antibody

Anti-rabbit 1gG, 1:10000 IgG Cell Signaling 7074S
HRP-linked Technology

Antibody

Cy™3-conjugated | 1:500 IgG Jackson 715-167-003
AffiniPure Donkey (H+L) | ImmunoResearch

Anti-Mouse 1gG

Cy™3-conjugated | 1:500 IgG Jackson 111-165-045
AffiniPure Goat (H+L) | ImmunoResearch

Anti-Rabbit IgG

2.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Einmalartikel und sonstige Materialien

Bezeichnung Spezifikation Hersteller Artikelnummer

p-Dish Behaltnis fur Ibidi 81156
Zilienmikroskopie

Becherglaser 600 ml Simax DI60743538121711
1000 ml D160743528122051

Deckglaser 24*50 mm aus D263M Epredia 16348841

Einmal-Skalpell Roth T997 1

Einmal-Spritze 20 ml BD Discardit Il BD 300296

Gefrierbehalter Mr. Frosty™ ThermoFisher 5100-0001
Einfrierhilfe Scientific

Glasflaschen 1000 ml Duran SD-0808

Handzahler Infactory 4022107175012
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Kryoréhrchen Kryoréhrchen Greiner ThermoFisher 122279
Bio-One™ 2 mi Scientific
Objekttrager Superfrost Plus Epredia J1800AMNZ
Adhesion Microscope
Slides
Parafilm Verschlussfolie Bemis PM-996
Pasteurpipetten 3ml Carl Roth EAGS5.1
Pinzetten Knipex 92 38 75 ESD
Pipettenspitzen 0,5-10 pl Th. Geyer 5409410
10-200 pl VWR 0030000.870
100-1.000 pl Th. Geyer 0030000.919
PVDF-Blotting- Blotting-Membranen, VWR 10600021
Membran Amersham™ Hybond™
0.2 PVDF
Reaktionsgefale 0,5ml Sarstedt 72.704
1,5 ml OMNILAB 5409331
2,0 ml OMNILAB 5409341
Schmalband- Kryostatklinge Leica 14035838382
Einwegklinge, Typ
819
Serologische Pipetten | 5 ml Corning 4487
10 ml Corning 4488
25 ml Greiner 760160
Sterilfilter Syringe-Filter 0,22 ym TPP 99722
Sterilisiercontainer GroRe S Euronda 282021
(fur TEER- (211x154x51 mm)
Messdeckel)
mit Teflon Dauerfilter | GroRe S Euronda 282043
Tissue-Tek Gewebekleber Sakura Finetek 4583
Tissue-Tek Cryo-Mold | 25x20x5 mm Sakura 4557
Western-Blot- Pierce 88600
Filterpapier
Zahlkammer Hamozytometer Marienfeld 640110

(Neubauer)
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Zellkronen Durchmesser FabLab OvGU Eigenherstellung (3D-
innen:aufien 12:17mm Druck)
Material: Surgical Guide | formlabs RS-F2-SGAM-01
Resin
Zellkulturflaschen T75 (75 cm?) VWR TPPA90076
T25 (25 cm?) VWR TPPA90026
Zellkulturplatten 15cm @ Sarstedt 83.3903
(Petrischalen) 10cm @ VWR TPPA93100
6 cmd VWR TPPA93060
Zellkulturplatten 96-Well-Platte Corning 3995
(Well-Platten) 96-Well-Platte mit Thermo Scientific | 167314
transparentem Boden Nunc
48-Well-Platte Greiner 677180
12-Well-Platte ThermoFisher 150628
Scientific
6-Well-Platte ThermoFisher 140675
Scientific
Zellschaber Far Proteinisolierung TPP 99002
Zentrifugenrohrchen 50 mi Greiner 227261
15 ml Greiner 188271
2.6 Gerate
Tabelle 11: Laborgeréte
Laborgerat Hersteller
Absaugsystem: VACUBOY 155 500 Integra
Abzug Wesemann Laboreinrichtungen

Autoklav: Laboklav 55-195

SHP Steriltechnik AG

TEER Messgerat: cellZscope E

Nanoanalytics

COz-Inkubator: MCO-19AICUV-PE

Panasonic

ECL- und Fluorescence Imager ChemoStar

Intas Science Imaging

Eismaschine: 105587

ZIEGRA Eismaschinen GmbH

HeilRluftsterilisator: Heraeus Oven

Thermo Scientific
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Gefrierschranke:

-20 °C Liebherr
-30 °C (Biomedical Freezer MDF-U5312) Panasonic
-80 °C (Ultra-Low Temperature Freezer KM-DU73Y1) Panasonic
-150 °C (Ultra-Low Temperature Freezer MDF- Panasonic
C2156VAN-PE)

Kryostat: CM 1950 Leica

Laborspulmaschine: G7835 CD

Miele Professional

Magnetrihrer: RCT standard safety control

IKA

Mehrkanalpipette VB-0964
10-100 pl

Eppendorf

Mikroskop: Evos Auto FL 2 AMAFD2000
Objektiv: Evos 3.1 AMEP4682 (20x/0.4)

Evos 1.6 AMEP4683 (40x/0.65)

Olympus Luc 2.7 AMEP4764 (Plan FL N 40x/0.6)

Mikroskop: Evos XL Core AMEX1000
Objektiv: Evos AMEP4633 (LPlan PH2 10x/0.25)

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Mikroskop: Nikon Eclipse 80i Nikon
Objektiv: Nikon NIR Apo (40x/0.8) Nikon
Hochgeschwindigkeitskamera: Genie HM640 Teledyne Dalsa
Schuttler: KS 501 digital IKA

pH-Meter: Education Line EL20 Mettler Toledo
Pipetten Research Plus

0,1-2,5 ul Eppendorf
0,5-10 pl Eppendorf
2,0-20 pl Eppendorf
10-100 pl Eppendorf
100-1000 pl Eppendorf
Pipettierhilfe: Pipetus 9907200 Hirschmann

Platten-Reader: Infinite® M Plex

Tecan Trading AG

Reinstwasser- Wasseraufbereitungssystem:
Millipore Milli-Q™ Z00QSVCO01

Merck

Roller: SU 1402

SunLab

Schuttelwasserbad: 1083

GFL
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Sicherheitswerkbank: Herasafe KS

Thermo Scientific

Western Blot-System: Bio-Rad
Gelgielistand: Mini-Protean System Casting Stand
Gelelektrophoresekammer + Gellaufmodul: Mini-

PROTEAN Tetra cell

Stromversorgungsgerat: PowerPac™ Basic Power

Supply

Transfersystem + Kihlakku: Mini Trans-Blot cell

Vortexer: lab dancer S040 VWR

Zentrifugen:
Zentrifuge Allegra X-12R

Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Microzentrifuge

Beckman Coulter

Thermo Fisher Scientific

2.7 Software
Tabelle 12: Software

Software Beschreibung Entwickler/Vertrieb

Citavi 6 Zitierprogramm Swiss Academic Software

ImageJ-Launcher Abbildungsauswertung Wayne Rasband

InStat Statistikprogramm GraphPad Software

i-Tan Control Fluoreszenz-/ TECAN
Absorptionsmessung

Lablmage 1D Quantifizierungssoftware flr | Intas Science Imaging
Western Blot

MatLab Berechnungsplattform MathWorks

Zilienschlaganalyse

mit Ciliary Beat Frequency

Analysis Anatomie (Prof. P. Konig)
Microsoft Excel Tabellenkalkulation Microsoft

Microsoft Power Point Abbildungsverarbeitung Microsoft

Microsoft Word Textverarbeitung Microsoft

Motion Traveller Zilienschlagmikroskopie Imaging Solutions GmbH
Origin Datenanalyse OriginLabNormal
Windows 10 Computersoftware Microsoft

Universitat zu LUbeck, Insitut fur
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3 Methoden
3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle Zellkultur-Arbeiten fanden unter einer Sicherheitswerkbank Klasse |l statt. Die
Arbeitsflache wurde vor und nach jedem Arbeiten gro3ziigig mit 70 %igen Ethanol bespriht.
Die Zellen wurden in einem COz-Inkubator bei 37 °C, 5 % CO. und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von ~95 % kultiviert. Vor der Verwendung wurden alle genutzten Medien im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

Metall- und Glasmaterialien wurden fir mindestens drei Stunden bei 180 °C trocken sterilisiert.
Andere Materialien mit einem Kunststoffanteil wurden fir 20 Minuten bei 121 °C feucht
sterilisiert. Nicht-autoklavierbare Lésungen wurden mithilfe eines 0,22 um-Sterilfilters

sterilisiert.

3.1.1 Zellisolierung

Die primaren humanen Epithelzellen und Fibroblasten wurden jeweils aus demselben
Bronchusgewebe isoliert (Abbildung 7). Das Gewebe wurde durch die Abteilung
Thoraxchirurgie der Klinik flir Herz- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums Magdeburg
entnommen und in AECG-Medium vom Operationssaal in das Labor transportiert. Im Medium
konnte es bei 4 °C bis zu 48 Stunden gelagert werden.

Bei ausreichender GréRe des Gewebes wurde das Material halbiert und die Zellen parallel
isoliert. Wenn dies nicht méglich war, wurden die Fibroblasten nach dem Auswachsen der
Epithelzellen nach zehn Tagen isoliert. Der Bronchus wurde mdglichst am gleichen Tag der

Probenentnahme prapariert.

Abbildung 7:
Bronchusgewebe.
Bronchusgewebe,
bereitgestellt fir die Isolierung
humaner, primarer
Bronchialepithelzellen und

Fibroblasten.

Fiar die Isolierung und spater fur die weitere Kultivierung wurden zwei verschiedene
Epithelzellmedien genutzt. Zum einen wurde das reine Expansionsmedium AECG verwendet,
zum anderen das Expansionsmedium PneumaCult Ex+. Beide Zelltypen wurden in Passage

0 in Gegenwart von 1 % Antibiotika-/ Antimykotica-L6sung kultiviert. Es wurden von sieben
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Probanden Bronchialepithelzellen und Fibroblasten in beiden Medienansatzen isoliert, von
zwei Probanden lediglich in AECG-Medium.

3.1.1.1 Isolierung primarer, humaner Epithelzellen aus Bronchusgewebe

Umliegende Gewebereste wurden mit einem Skalpell vom Bronchusstiick entfernt. Das
Bronchusgewebe wurde zweimal intensiv mit PBS™ gewaschen. Das Gewebe wurde in wenige
Millimeter groRe Stlcke geschnitten und mit der Mukosaseite nach unten in eine 10 cm-
Zellkultur-Petrischale gelegt. Die Stucke wurden fur mindestens 30 Minuten angetrocknet, um
spateres Abschwemmen durch Mediumzugabe zu verhindern. Das Gewebe wurde erstmalig
mit 6 bis 7 ml Medium und 1 % Antibiotika-/Antimykotica-Lésung bedeckt und bei 37°C
inkubiert. Die Bronchusstlicke wurden dreimal in der Woche mit 10 ml frischem Medium
versorgt. Nicht adharentes Gewebe wurde entnommen und verworfen. Nach drei bis sieben
Tagen konnte ein erstes Auswachsen der Bronchialepithelzellen beobachtet werden. Nach
zehn Tagen konnten die Gewebestlicke entfernt und gegebenenfalls fir die
Fibroblastenisolierung genutzt werden. Die Epithelzellen wurden nach ungefahr 15 Tagen bei

80 %iger Konfluenz passagiert oder in Passage 0 eingefroren.

3.1.1.2 Isolierung primarer, humaner Fibroblasten aus Bronchusgewebe

Der Bronchus wurde in ein bis zwei Millimeter grof3e Stilicke geschnitten und in ein 50 ml-
Falcon mit 4,5 ml DMEM, 500 pl Kollagenase IV und 50 ul Antibiotika-/ Antimykotica-Losung
gegeben. Das Gewebe wurde Uber Nacht im schittelnden Wasserbad bei 37 °C verdaut. Am
nachsten Tag wurde der Verdau mit 5 ml DMEM gestoppt. Der Inhalt des Falcons wurde
mithilfe des Stempels einer sterilen 20 ml-Spritze Gber einen 100 ym-Filter in eine 10 cm-
Petrischale gefiltert. Die Suspension wurde aufgenommen und durch einen 40 um-Filter in ein
50 ml-Falcon uberfiihrt. Das Falcon wurde bei 200 g und 21 °C drei Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in eine leere T25-Zellkulturflasche Uberfiihrt. Das Pellet wurde in 500 pl
resuspendiert und in eine mit 5 ml Fibroblastenmedium und 0,1 % Antibiotika-/Antimykotica-
Lésung geflllte T25-Zellkulturflasche Uberfuhrt. Es wurde drei Mal in der Woche ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Beim ersten Mediumwechsel wurde zusatzlich vorher mit 5 ml
PBS~ gewaschen, um Gewebereste und Zelltrimmer zu entfernen. In Passage 0 entstand eine
Co-Kultur aus Fibroblasten und Epithelzellen, welche beim ersten Passagieren durch die

schnellere Ablésung der Fibroblasten in eine reine Fibroblastenkultur Gberfihrt wurde.
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3.1.2 Mediumwechsel von 2D-Kulturen

Vor dem Mediumwechsel wurde das Wachstum der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert. Das
alte Medium wurde aus der Zellkulturflasche abgesaugt und die gleiche Menge neues Medium
hinzugeflgt. Eine T25-Zellkulturflasche wurde mit 5 ml, eine T75-Zellkulturflasche mit 10 ml

Medium versorgt.

3.1.3 Passagieren von primaren Zellen

Bei ungefahr 80 %iger Konfluenz wurden die Zellen passagiert, um sie weiter zu kultivieren
oder in ein 3D-Modell zu Gberflihren. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit
der gleichen Menge PBS~ gewaschen. Das PBS~ wurde abgesaugt und 3 ml (T25-Flasche)
oder 5 ml (T75-Flasche) Accutase hinzugefiigt. Die Zellen wurden unter wiederholter
lichtmikroskopischer Kontrolle im Inkubator abgeldst. Fibroblasten 16sten sich nach ungefahr
zwei Minuten, Epithelzellen nach vier Minuten ab. Nach vollstandiger Abldsung wurde die
gleiche Menge Trypsin-Inhibitor hinzugefligt, der Boden der Flasche einige Male gespililt, das
ganze Volumen aufgenommen und in ein 15 ml-Falcon Gberfihrt. Das Falcon wurde bei 200
g und 21 °C drei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das

Pellet mit Medium resuspendiert.

3.1.4 Zellzahlung von primaren Zellen

Zur Zellzahlung wurden nach dem Passagieren 10 pl der Zellsuspension in ein mit 90 pl
0,4 %ige Trypanblaulésung gefilltes 1 ml-Reaktionsgefal® Uberfuhrt und vollstandig
resuspendiert. Die Suspension wurde in eine Neubauer-Zahlkammer Uberflihrt und die
Lebend-Zellzahl bestimmt. Dafur wurden in 4 Quadranten die Zellen gezahlt, die kein
Trypanblau aufgenommen hatten und somit nicht abgestorben oder perforiert waren. Der

Mittelwert wurde gebildet und die Zellzahl mit folgender Formel ermittelt:

X *F* 10* = Zellzahl * &IF Mit: X = Mittelwert der 4 Quadranten

m

F = Verdinnungsfaktor, meist F=10

3.1.5 Kollagenbeschichtung einer 48-Well-Platte

Das Rattenschwanzkollagen wurde 1:10 mit PBS™ verdunnt, 150 pl dieser Verdlinnung in jedes
Well pipettiert und fir mindestens eine halbe Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Wells wurden
anschlieRend mit jeweils 100 yl PBS~ gewaschen. Die beschichtete Well-Platte konnte sofort

verwendet oder nach Trocknung der Wells bei 4 °C fur maximal zwei Wochen gelagert werden.


https://www.spickipedia.com/index.php/computer/x-symbol-fuer-mittelwert-schreiben-so-gelingt-s.html
https://www.spickipedia.com/index.php/computer/x-symbol-fuer-mittelwert-schreiben-so-gelingt-s.html
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3.1.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden die Zellen wie beschrieben mit Accutase abgeldst und
gezahlt. In der Regel wurden 5 bis 6*10° Zellen pro Kryoréhrchen eingefroren. Dafiir wurde
die Zellsuspension pro Kryoréhrchen auf 900 ul mit entsprechendem Zellkulturmedium
verdinnt und in ein mit 100 ul DMSO geflilltes Kryoréhrchen Uberfiihrt. Die Kryordhrchen
wurden in einen Cryo-Gefrierbehalter (Mr. Frosty) gestellt und zugig in den -80 °C-Schrank
gestellt. Ab dem darauffolgenden Tag wurden die Zellen bei —150 °C gelagert.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen vorsichtig manuell im Wasserbad geschwenkt, bis die
Suspension leicht angetaut war. Ein schnelles Vorgehen verminderte das Zellabsterben. Die
1 mI-Suspension wurde in ein mit 9 ml Medium gefiilltes 15 ml-Falcon Gberflhrt und bei 200 g
und 21 °C drei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, die Zellen

resuspendiert und gezahlt oder direkt ausgesat.

3.2 Aufbau und Kultivierung von 3D-Atemwegsmodellen

3.2.1 Versuchsablauf
Je Versuch wurden jeweils 3 Kronen mit PC Ex+/ALI- bzw. AECG-Medium kultiviert (Abbildung

8). An Tag 7 wurde an allen Kronen eine TEER-Messung durchgefiihrt und die Kronen
anschlieRend weiter kultiviert. Bei je einer Krone, die mit PC ALl bzw. AECG-Medium kultiviert
wurde, wurde an Tag 14 eine Halfte des Modells zur Proteinisolierung verwendet und die
andere Halfte fur die Histologie und Immunfluoreszenzfarbung eingebettet. An Tag 21 wurde
an den verbleibenden 4 Kronen eine TEER-Messung durchgefiihrt. Anschliellend wurde bei
allen Kronen die Zilienschlagfrequenz mikroskopisch als Endpunktmessung bestimmt. Die
Modelle wurden wiederum halbiert. Bei einer Halfte wurden die Proteine isoliert und die andere

Halfte fir die Histologie und Immunfluoreszenzfarbung eingebettet.
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Abbildung 8: Versuchsablauf. (A) d7 TEER-Messung an allen Kronen und weitere
Kultivierung. (B) d14 TEER-Messung an allen Kronen und zusatzliche Proteinisolierung
und Kryoeinbettung zweier Kronen. (C) d21 TEER-Messung und
Zilienschlagfrequenzmessung aller Kronen mit anschlieBender Proteinisolierung und
Kryoeinbettung. Erstellt mit Biorender.com

3.2.2 Aufbau Zellkronen mit SIS

Zum Aufbau des Atemwegsmodells wurde SIS (small intestinal submucosa) verwendet
(Abbildung 9). Der dezellularisierte Darmabschnitt wurde in eine 15 cm-Petrischale gelegt und
ausgebreitet. An einer Langsseite wurde mit dem Skalpell Uber die gesamte Lange 1 mm der
Matrix entfernt. Der Darm wurde eréffnet und die Serosa vorsichtig abprapariert (Abbildung
9A). Die innere Krone wurde auf den Darm gelegt und die Matrix um die Krone herum
kreisformig abgeschnitten, so dass ein einige Millimeter breiter Rand vorhanden war
(Abbildung 9B). Dieser Rand wurde am Rand der Krone hochgeschoben, die Krone umgedreht
und die Matrix durch leichtes Ziehen gestrafft (Abbildung 9C). Die duf3ere Krone wurde von
oben auf die innere gesetzt (Abbildung 9D) und umgedreht in eine 12-Well-Platte gestellt. Die
Krone wurde aufden mit 1,5 ml und innen mit 1 ml Medium versorgt. Vor der ersten Zellaussaat

wurden die Kronen mindestens drei Stunden mit Medium equilibriert.
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Abbildung 9: Aufbau der Zellkronen mit SIS. (A) Ausbreitung der Matrix und Entfernung
der Serosa. (B) Schneiden der Matrix um die innere Zellkrone. (C) Umdrehen der Zellkrone

und Straffung der Matrix. (D) Fixierung der Matrix durch dulere Zellkrone.

3.2.3 Aufbau der 3D-Modelle

Am ersten Tag wurden humane primare Fibroblasten ausgesat und am darauffolgenden Tag
humane primare Epithelzellen. Daflir wurden die Zellen abgelést und gezahlt. Pro Krone
wurden je 1*10° Zellen ausgesat. Dazu wurde vorher basolateral das Medium gewechselt. Fir
die Fibroblastenaussaat wurde Fibroblastenmedium, fiir die Epithelzellaussat 1:1 gemischtes
Fibroblasten- mit Epithelzellmedium (AECG oder PC Ex+-Medium) verwendet. Fir die
Aussaat wurde das apikale Medium entfernt und 1 ml Zellsuspension dazugegeben.

Zur Uberfiihrung in das statische Air-Lift-System wurden die Kronen vier Tage nach Aussaat
der Epithelzellen in eine 6-Well-Platte Gberfiihrt und nur basolateral mit 3 ml Medium (AECG
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oder PC ALI-Medium) versorgt, wahrend der apikale Bereich trocken gehalten wurde.

Wahrend der Kultivierung wurden mechanische Stérungen vermieden.

3.2.4 Mediumwechsel von 3D-Modellen

Das Medium wurde dreimal in der Woche gewechselt. Das basolateral versorgende Medium
wurde abgesaugt und 3 ml neues Medium hinzugeflgt. Vorsichtiges Abpipettieren des

Mediums im apikalen Bereich stellte den Kontakt des Epithels zur Luft sicher.

3.2.5 Einbettung der 3D-Modelle fiir Kryoschnitte

Nach 14 und 21 Tagen wurde je ein Modell eingebettet. Dazu wurde eine Krone aus der
Wellplatte auf eine Petrischale gestellt: Die duliere Krone wurde vorsichtig von der inneren
abgezogen, die Matrix wieder straffgezogen und mit der Matrixseite nach unten kurz auf ein
Zellstofftuch gelegt, um Ubrig gebliebenes Medium zu entfernen. Die Krone wurde auf eine
Praparierschale gelegt und die Matrix vorsichtig ausgebreitet. In der Regel wurde die Matrix
mit einem Skalpell halbiert, eine Halfte wurde fir die Proteinisolierung genutzt (siehe Kapitel
3.6.1), die andere Halfte wurde eingebettet. Dazu wurde die Matrix in eines zur Halfte mit
TissueTek gefilltes Cryomold-Behaltnis Uberfihrt und mit weiterem TissueTek vollsténdig
bedeckt. Das Behaltnis wurde auf Trockeneis gelegt, bis das Einbettmedium ausgehartet war

und bei —80 °C bis zum Kryoschneiden gelagert.

3.3 TEER-Messung

Mit der TEER-Messung kann eine Aussage Uber die Barriereeigenschaften des Epithels
getroffen werden, in dem der elektrische Widerstand gemessen wird. Da die unbesiedelte
Matrix einen eigenen Widerstand aufwies, musste dieser Leerwert vorher gemessen und vom
zellabhangigen Rrppr-Wert abgezogen werden. Das Messprinzip ist in Abbildung 10

dargestellt.

Abbildung 10: TEER-

_»® Messprinzip.

Messprinzip im Messmodul mit
halb ge6ffnetem Deckel. Die
Zellkronen stehen in den unteren
Elektrodenpots, die oberen
Elektroden werden im Inneren der

Zellkronen positioniert.
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Da die Modelle nach der Messung weiter kultiviert wurden, musste die Messung steril ablaufen.
Dazu wurden die unteren Elektrodenpots bei 180°C sterilisiert. Der Messdeckel mit den oberen
Elektroden wurde aufgrund enthaltener Dichtungsringe in einem Sterilisiercontainer

autoklaviert. Das schwarze Messmodul wurde unsteril verwendet.

3.3.1 TEER-Referenzmessung mit unbesiedelter Matrix

Fir jede Zellkrone wurde eine Referenzmessung durchgefihrt, um den Leer-Widerstand der
Matrix zu bestimmen. Eine Messung von sechs Kronen wurde zu einem Referenzwert
zusammengefasst.

Zu Beginn wurde die Messstation aufgebaut, indem der Computer mit dem Controller durch
ein Kabel verbunden und beide Gerate an das Stromnetz angeschlossen wurden.

Die sterilen unteren Elektrodenpots, sterile Pinzetten und das unsterile Messmodul wurden
unter der Sterilbank platziert. Mit einer Pinzette wurde jeweils ein Pot aus dem Becherglas
genommen und mit der Unterseite auf ein Zellstofftuch gestellt, um eventuelle Flissigkeit zu
entfernen. Mit der Hand wurden die Pots auf das Messmodul geschraubt, ohne die sterile
Innenseite zu berthren. Die Wellplatte mit Kronen wurde aus dem Inkubator genommen, unter
die Sterilbank gestellt und das Medium entfernt. Die Kronen wurden einzeln mit einer Pinzette
in die Elektrodenpots Uberflihrt. Es wurde basolateral 1,5 ml und apikal 1 ml Medium
hinzugegeben. Entstandene Luftblasen wurden entfernt. Der Messdeckel wurde aus dem
Sterilisiercontainer gehoben und mithilfe der Kontaktblocke auf das Messmodul gesteckt. Die
oberen Elektroden mussten vollstandig mit Medium bedeckt sein. Durch die Offnung des
Messdeckels konnte noch Medium hinzugefiigt oder Luftblasen abpipettiert werden. Der
Deckel der Wellplatte wurde auf die Offnung des Messdeckels gesetzt. Das gesamte
Messmodul wurde in den Inkubator gestellt, Gber ein Kabel mit dem Controller verbunden und
die Tur geschlossen. Im cellZscope E-Programm wurde der Controller fir die Messung
ausgewdahlt und alle Wells beschriftet. Vor jeder Messung wurde ein Elektrodentest
durchgefihrt, um zu garantieren, dass alle Elektroden mit Medium bedeckt und keine
Luftblasen vorhanden waren. Nach erfolgreichem Test konnte eine neue Insert-Referenz
hinzugefligt und die Messung Uber Nacht durchgefihrt werden. Nach Beenden der Messung
wurde der Mittelwert der sechs Messungen bestimmt und gespeichert. Der Referenzwert
konnte jetzt fir die Messung mit einem besiedelten Modell genutzt werden.

Die Pots wurden nach der Messung mit geschlossenem TEER-Deckel erst wenige Minuten
mit destilliertem Wasser und anschlieffend mit 70 %igen Ethanol gewaschen und dann
getrocknet.
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3.3.2 TEER-Messung mit besiedeltem Modell

Der Aufbau der Messstation und das Procedere zur Vorbereitung des Messmoduls verliefen
analog zur TEER-Referenzmessung (siehe Kapitel 3.3.1). Im cellZscope E-Programm wurde
neben der Beschriftung der Wells das Insert und der entsprechende Referenzwert ausgewahlt.
Nach erfolgreichem Elektrodentest wurde die Messung gestartet. Es wurde drei Stunden lang
stiindlich gemessen, woraus vier Messpunkte resultieren (Oh, 1h, 2h, 3h). Nach drei Stunden
wurde die Messung beendet und gespeichert. Die Verrechnung mit dem Referenzwert erfolgte
automatisch Uber das Programm. Zur Auswertung wurde ausschlie3lich der Messwert nach

drei Stunden genutzt.

3.4 Bestimmung der Zilienschlagfrequenz

Der Zilienschlag kann mikroskopisch in Echtzeit mithilfe einer Hochgeschwindigkeitskamera
aufgenommen und die Zilienschlagfrequenz bestimmt werden, welche ein Maly fir die
Funktion der Zilien darstellt. Die Mikroskopie wurde als Endpunktmessung an Tag 21
durchgefihrt.

Far die Mikroskopie wurde das Medium der Zellkrone abpipettiert und dreimal apikal mit 1 ml
PBS~ gespult. Auerhalb der Sterilbank wurde die aul3ere Krone vorsichtig abgezogen und die
innere Krone mit Matrix in ein y-Dish gestellt. Die Matrix wurde plan ausgebreitet und die innere
Krone entfernt. Eine sterile Unterlegscheibe wurde so auf die Matrix gelegt, dass der Zellrasen
zentral sichtbar war. In die Mitte der Scheibe wurde bis Zweidrittel der Scheibendicke Medium
hinzugegeben. Die Uberstehende Matrix auRerhalb der Scheibe wurde etwas mit Medium
befeuchtet. Das p-Dish wurde unter das Mikroskop gelegt. Das Objektiv wurde vorsichtig in
das Medium gefuihrt und der Fokus (Oberflache des Epithels) gesucht. Mithilfe des Programms
Motion Traveller wurden zehn Sekunden lange Videos mit einer Bildrate von 100 F/s
aufgenommen. Pro Krone wurden funf Videos aufgenommen. Die Videos wurden als .AVI-
Dateien fir die Auswertung gespeichert. Da die Zilienschlagfrequenz temperaturabhangig ist,
das Mikroskop aber keine Moglichkeit zur Erwarmung besal}, wurden die Videos standardisiert
innerhalb von 10 Minuten nach Entnahme aus dem Inkubator bei Raumtemperatur
aufgenommen.

Far die Auswertung der Videos wurde das MatLab-Programm Ciliary Beat Frequency Analysis
verwendet, welches von Professor Peter Konig aus dem Institut fir Anatomie der Universitat
zu Lubeck entwickelt wurde. Fiir jedes Video wurde zur Ubersicht eine Colour Coding Analysis
durchgefihrt, die jedes Pixel frequenzabhangig in eine Farbe kodierte. Pro Video wurden 4
regions of interest (ROI's) mit einer maximalen Gréfle von 50 mal 50 Pixeln festgelegt, in der

die average dominant frequency, also die durchschnittliche Zilienschlagfrequenz in diesem
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ROI, berechnet wurde. Pro Krone ergaben sich im Maximalfall 20 Messwerte (5 Videos mal 4

Messarealen). Die Daten wurden in Microsoft Excel Ubertragen und ausgewertet.

3.5 Charakterisierung durch Immunfluoreszenz und Histologie

3.5.1 Herstellung von Cryoschnitten

Zur Herstellung von Kryoschnitten wurden die Kryoproben 20 Minuten im Cryomikrotom bei
—18 °C equilibriert. Pro Modell wurden 8 Objekttrager mit je drei 10 um-dicken Schnitten
gefertigt. Die Objekttrager wurden bis zur Farbung bei —80 °C gelagert.

3.5.2 Fixierung und Immunfluoreszenzfarbung

Die Fixierung und Antikorperfarbung der Zellen in der 48-Well-Platte entspricht der Farbung
der Kryoschnitte. Daflir wurde das Uberstehende PBS~ entfernt und pro Well 10.000 humane
primare Fibroblasten bzw. 25.000 humane primare Epithelzellen ausgesat. Nach drei bis vier
Tagen konnten die Zellen bei ausreichender Konfluenz fixiert werden. Zur Farbung der
Kryoschnitte wurden diese in die feuchte Farbekammer gelegt und 30 Minuten bei RT
(Raumtemperatur) gewartet, bis sie aufgetaut waren. Anschlieend wurden die Schnitte bzw.
das 48-Well mit 4 %igen Paraformaldehyd in PBS~ fur zehn Minuten bei RT fixiert und dreimal
mit PBS™ gewaschen.

Nach der Fixierung wurden die Schnitte mindestens 30 Minuten mit 150 ul 3 %igem Esel- oder
Ziegen-Serum mit 0,1 % Triton X-100 und 0,1 % Proclin bei RT geblockt. Der Primarantikérper
wurde in der jeweiligen Verdinnung (siehe Tabelle 8) mit Blockingserum verdinnt und 150 ul
pro Objekttrager auf die Schnitte aufgebracht. Die Schnitte wurden mit Parafilmstreifen
bedeckt und Giber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal mit
PBS~ gewaschen. Der Sekundarantikérper wurde mit Blockingserum verdiinnt (siehe Tabelle
9), 150 ul pro Objekttrager auf die Schnitte aufgebracht und fir eine Stunde bei RT
lichtgeschutzt inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal mit PBS~ gewaschen und anschliel3end
mit DAPI 1:10.000 in PBS~ fir zehn Minuten inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal mit PBS~

gewaschen und mit Mowiol-DABCO und Deckglasern eingedeckt.

3.5.3 Alcianblau-Farbung

Die Objekttrager wurden aus dem —80 °C-Schrank genommen und mindestens 30 Minuten
aufgetaut. Die Objekttrager wurden in Alcianblau-Lésung fir 30 Minuten bei RT inkubiert und
auf Zellstoff abgetropft. Die Schnitte wurden mit destilliertem Wasser gesplilt, bis sie farbfrei
waren. Die Objekttrager wurden 15 Minuten in Kernechtrot-Aluminumsulfatiésung inkubiert,

anschlieRend abgetropft und mit destillietem Wasser gesplilt. Die mit Kernechtrot gefarbten
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Schnitte wurden einmal kurz in 70 %igem und zweimal kurz in 80 %igem Ethanol unter
visueller Kontrolle differenziert. Dann wurden die Schnitte zum Entwassern zweimal zehn
Minuten in 96 %igen Ethanol gestellt und anschliel3end mindestens zehn Minuten vollstandig
luftgetrocknet. Die Objekttrager wurden zweimal zehn Minuten in Xylol gestellt und mit Roti®-

Histokitt und Deckglasern eingedeckt. Die gefarbten Schnitte wurden bei RT gelagert.

3.5.4 Mikroskopie von Immunfarbungen und histologischen
Schnitten

Die Farbungen wurden mit dem Evos Auto FL 2-Mikroskop aufgenommen. Sowohl bei den
histologischen, als auch bei den Immunfluoreszenz-Farbungen wurden pro Modell drei Bilder
mit jeweils 20er und 40er Objektiv aufgenommen (Objektive siehe Tabelle 11). Fir die
Immunfluoreszenzaufnahmen wurden folgende Filter-Bedingungen verwendet: fir DAPI
357/44 nm Exzitation und 447/60 nm Emission, fir Alexa Fluor® 488-gekoppelte Antikdrper
482/25 nm Exzitation und 524/24 nm Emission und fir Cy3-gekoppelte Antikdrper 542/20 nm
Exzitation und 593/40 nm Emission. Es wurden zufallige Bereiche der Schnitte ausgewahlt.

Bei Betrachtung der durch Immunfluoreszenz gefarbten 48-Wells wurden zehn zufallige
Bereiche ausgewahlt und bei gleichen Filter-Bedingungen mit dem 40er Objektiv

aufgenommen.

3.5.5 Auswertung der Epitheldicke

Um weitere Aussagen Uber die Epithelmorphologie treffen zu kénnen, wurde die Epitheldicke
im Vergleich mittels Image J ausgewertet.

In Image J wurde der Mal3stab (200 um) festgelegt und auf alle folgenden Bilder Gbertragen.
Im Bild wurden drei Messpunkte mit gleichmafigem Abstand Uber der Bildbreite festgelegt.
Durch Auswertung von drei Bildern pro Modell ergaben sich insgesamt neun Messpunkte pro
Modell.

3.6 Proteinbiochemie

Acetyliertes o-Tubulin wurde hier mittels Western Blot, welcher der semiquantitativen
Bestimmung von Proteinen durch antikbrperspezifische Chemilumineszenzbestimmung dient,

untersucht.

3.6.1 Proteinisolierung

Die Proteine wurden aus den Zellen von 3D-Modellen mithilfe eines Zelllyse-Puffers isoliert.

Fir den Zelllysepuffer wurden 5 ml 2x Celllysis Puffer mit 5 ml destilliertem Wasser verdiinnt,
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mit je einer Tablette Phosphatase-Hemmer und Protease-Hemmer versetzt und daraus 300 pl
Aliquots hergestellt. Zur Isolierung wurde die Matrix ausgebreitet und halbiert, wie in Kapitel
3.3.4 beschrieben. Der Zellrasen wurde mit einem Zellschaber abgeschoben, wahrend die
Matrix mit zwei Pinzetten fixiert wurde. Der Zellrasen wurde anschlie®end in ein mit 300 pl
Celllyse-Puffer geflilltes Reaktionsgefal’ Gberfihrt, dem vorher 3 ul 1:10 in Ethanol verdiinntes
PMSF zugesetzt wurde. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefihrt. Das
Reaktionsgefald wurde kurz gevortext und weiter schuttelnd fur 45 Minuten inkubiert, wobei die
Probe alle zehn Minuten gevortext wurde. Die Probe wurde anschliellend bei 21.100 g
(maximale Geschwindigkeit) und bei 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand, der die
isolierten Proteine enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefal® Uberfihrt und bei —20 °C

gelagert.

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Durch den Vergleich mit einer Eichreihe, die aus Serumalbumin (BSA) hergestellt wurde,
konnte der Proteingehalt der Proben errechnet werden (Thermo Fisher Scientific 2020). Hierfir
wurde ein BSA-Standard von 125 bis 2000 ug/ml verwendet. Die Proben wurden standig auf
Eis gelagert. FUr die Bestimmung wurde eine 96-Well-Platte mit transparentem Boden genutzt,
in der 200 yl der Arbeitsldsung pro Well vorgelegt wurde. Dazu wurden 25 ul der Probe oder
des Standards luftblasenfrei pipettiert, kurz gemischt und far 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde bei RT im Tecan-Reader die Extinktion bei 562 nm gemessen. Die
Messwerte wurden gegen einen Leer-Wert verrechnet. Mit den Werten des Standards wurde
eine Eichgerade mit Geradengleichung und Bestimmtheitsmal (R?) erstellt. Durch Auflésen

der Formel nach x konnte der Proteingehalt der Proben errechnet werden.

3.6.3 SDS-PAGE
Mit der SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis) kdnnen

Proteine nach ihrer GréRe aufgetrennt werden.

Fur die Elektrophorese wurde ein 1 mm dickes 10 %iges Trenngel (Zusammensetzung fur 2
Gele: 4 ml H20, 2,5 ml 1,5 M Tris-Puffer, 100 pl 10% SDS, 3,4 ml 30% Acrylamid, 100 pl 10%
APS, 10 pyl TEMED zum Start der Polymerisation) mit aufgelagertem Sammelgel
(Zusammensetzung fur 2 Gele: 2,4 ml H20, 1,0 ml 0,5 MTris-Puffer, 40 ul 10% SDS, 520 pl
30% Acrylamid, 50 pl 10 % APS, 5 yl TEMED zum Start der Polymerisation) gegossen. 23,6
Anteile 4-fach Probenpuffer wurden mit einem Anteil B-Mercaptoethanol vermengt. Es wurde
das Volumen flir 15 ug Probe durch die Proteinbestimmung ermittelt und mit dem Probenpuffer
und destilliertem Wasser auf 40 pl aufgeflllt. Die Proteine wurden funf Minuten bei 95 °C
denaturiert, kurz abzentrifugiert und auf Eis gelagert. Die Gelkammer wurde mit 1x Laufpuffer

befiillt. Die Kammern des Gels wurden anschlieRend mit 3 ul Gréflenstandard bzw. 40 pl Probe
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beladen. Es wurde eine Spannung von 80 V angelegt, bis die Proben den unteren Rand des
Sammelgels erreicht hatten. Die Auftrennung der Proteine erfolgte ungefahr 1,5 Stunden bei

120 V, bis die blaue Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

3.6.4 Western Blot

Um die Proteine durch Chemolumineszenz detektieren zu kdnnen, mussen die aufgetrennten
Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran tUbertragen und fixiert werden. Das erfolgt
analog zur Elektrophorese, nur wandern die Proteine aufgrund der jetzt senkrechten
Ausrichtung des elektrischen Feldes horizontal Richtung Anodenseite auf die Tragermembran.
Die PVDF-Membran wurde 2 Minuten mit Methanol aktiviert, um die Adsorption der Proteine
auf die Membran durch hydrophobe Wechselwirkungen zu erhéhen. Das Gel wurde nach der
Elektrophorese zweimal mit 1x Transferpuffer mit Methanol gewaschen. Der Blot wurde in
einer Wanne mit Transferpuffer aufgebaut. Die Schwamme, die Filterpapiere und die Membran
wurden mit Transferpuffer getrénkt, um eine optimale Ubertragung zu gewahrleisten. Von der
Kathode beginnend wurde ein schwarzes Gitter, ein Schwamm, ein Filterpapier, das SDS-Gel,
die PVDF-Membran, zwei Filterpapiere, ein Schwamm und ein weiles Gitter
aufeinandergeschichtet. Mit einem kleinen Roller wurden alle Luftblasen zwischen den
Schichten entfernt. Der Transfer erfolgte auf Eis mit gekihltem Transferpuffer bei 100 V fir 90
Minuten. Anschlielend wurde die PVDF-Membran fur funf Minuten mit TBST-Puffer

gewaschen.

3.6.5 Blockierung und Immundetektion
Die Membran wurde fur 45 Minuten mit 5 %igem Milchpulver in TBST inkubiert, um

unspezifische Bindungen der Antikérper zu verhindern. AnschlieRlend wurde die Membran
dreimal funf Minuten mit TBST-Puffer gewaschen. Die primaren Antikbrper wurden in TBST
verdinnt und mit der Membran Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Membran dreimal finf Minuten bei RT mit TBST gewaschen. Die mit der
Meerrettichperoxidase gekoppelten (HRP-gekoppelten) sekundaren Antikbrper wurden in
1 %igem Milchpulver in TBST verdinnt. Die Membran wurde mit den sekundaren Antikérpern
eine Stunde bei RT inkubiert. Anschlie®end wurde die Membran zweimal fur funf Minuten mit
TBST und einmal fur finf Minuten mit TBS (ohne Tween-20) gewaschen. Die Membran wurde
dann mit dem Western Blotting Substrat ECL entwickelt. Das Chemilumineszenz-Signal wurde
Uber zehn Minuten mit einem ECL-Imager aufgenommen. Die Banden wurden mit der
Software Lablmage 1D quantifiziert. Die Signale von B-Aktin, welches als Ladekontrolle

fungierte, wurde gegen die Signale von ac. a-Tubulin gegengerechnet.
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3.7 WST-1-Assay

Der Assay wurde genutzt, um den Einfluss der individuellen Probanden und Zellkulturmedien
auf die Proliferation humaner primarer Bronchialepithelzellen zu bestimmen. Es wurden die
beiden Probanden 59 und 60 in beiden Medienansatzen (beide in Passage 1) und Kontroll-
NHBEs in PC Ex+-Medium (in Passage 2) untersucht.

Der Assay wurde an drei Zeitpunkten (Tag 3, 5 und 7 nach Aussaat) als Dreifachbestimmung
durchgeflhrt. Die Zellen wurden in einer mit Rattenschwanz-Kollagen beschichteten 24-Well-
Kulturplatte kultiviert. Pro Well wurden 25.000 humane primare Bronchialepithelzellen
ausgesat. In den Wells zur Bestimmung des Leer-Wertes wurde nur PC Ex+-Medium
hinzugefugt. Fir den Assay wurde das Medium entfernt, 300 pl der 12,5 %igen WST-1-Lésung
pro Well hinzugefligt und fir vier Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die WST-
1-Lésung vorsichtig gemischt und je 100 pl auf eine transparente 96-Well-Platte mit flachem
Boden Ubertragen. Die Extinktion wurde mit einem TECAN-Reader bei einer Wellenlange von
440 nm und einer Referenzwellenlange von 600 nm gemessen. Es wurde die Differenz der
Werte von Mess- und Referenzwellenlange gebildet und der Mittelwert der Leer-Werte
abgezogen. Die Wells mit kultivierten Zellen wurden mit PBS- gewaschen, um eine
Akkumulation von WST-1-Stoffwechselprodukten zu vermeiden. Die Zellen wurden mit

Medium versorgt und bis zur nachsten Messung weiterkultiviert.

3.8 5-ALA-Messung mit MTT-Normalisierung
3.8.1 5-ALA-Messung

Da die PplIX-Fluoreszenzwerte abhangig von der Anzahl lebender Zellen sind, wurde im
Anschluss an die Messung ein MTT-Assay (siehe Kapitel 3.8.2) durchgefiihrt und die PplX-
Fluoreszenzwerte so auf die Zellzahl normiert. Es wurden von vier Patienten und von Kontroll-
NHBESs PplX-Fluoreszenzwerte bestimmt.

In einer 96-Well-Platte wurden 25.000 primare, humane Bronchialepithelzellen pro Well

ausgesat und fur drei Tage kultiviert. Am vierten Tag wurde fir die Messung eine 20 mM

Stocklésung 5-ALA in PC Ex+-Medium hergestellt (Ms_ 4, 4,=167,59 ﬁ). Diese Stocklésung

wurde 1:10 in PC Ex+-Medium verdiinnt und das Falcon mit Alufolie umwickelt. Mit Hilfe eines
pH-Meters und 10 M Natriumhydrioxid (NaOH) oder 12 M Salzsaure (HCI) wurde der pH-Wert
der Verdliinnung auf pH 7,4 eingestellt. AnschlieRend wurde die Lésung durch einen 0,22 pm-
Filter sterilfiltriert. Das Zellkulturmedium wurde aus der 96-Well-Platte abgesaugt, reines
Medium als Kontrolle oder die 5-ALA-Verdinnung zugegeben und fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde das Medium mit und ohne 5-ALA
abgesaugt und in jedes Well PC Ex+-Medium hinzugefligt. Ab diesem Zeitpunkt wurde die

Zeitmessung gestartet. Die Zellen jedes Patienten wurden zu vier Zeitpunkten (30 min, 90 min,
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150 min, 210 min) in Dreifachbestimmung gemessen, je nur mit PC Ex+-Medium oder mit 5-
ALA-Verdinnung. Die Messung erfolgte mit Hilfe des Programms i-control 2.0 und dem
TECAN-Reader. Es wurde bei einer Exzitationswellenlange von 405 nm und einer
Emissionswellenlange von 607-652 nm in 1 nm-Schritten gemessen. Die Werte jedes Wells

wurden in eine Excel-Tabelle Ubertragen.

3.8.1.1 Auswertung der 5-ALA-Messung

Die Basislinie der gemessenen Fluoreszenzspekiren wurden mit Hilfe der Software Origin
durch Subtraktion der Basislinie korrigiert. AnschlieRend wurde mit diesen korrigierten Werten
die Emissionswellenlange mit der maximalen Fluoreszenzintensitat im Bereich von 635 nm
bestimmt, da PplX bei 635 nm ein Maximum im Spektrum aufweist. Diese
Emissionswellenlange schwankte etwas und lag zwischen 628 nm und 638 nm. Deshalb
wurde der Mittelwert der Fluoreszenzintensitaten fir 628 nm bis 638 nm berechnet und fir die

Normalisierung mit der Zellzahl verwendet.

3.8.2 MTT-Assay
Der Assay wurde zur Normalisierung der 5-ALA-Werte (siehe Kapitel 3.8) auf die Zellzahl

genutzt und direkt nach der 5-ALA-Messung durchgefuhrt. Zusatzlich musste fir jeden
Probanden, bei dem eine 5-ALA-Messung durchgeflihrt wurde, mittels eines weiteren
Versuches eine MTT-Standardkurve erstellt werden, um die Zellzahl ermitteln zu kbnnen.

Nach der 5-ALA-Messung wurde das Medium in allen Wells abgesaugt und zweimal mit 200
puL PBS™ gewaschen. Anschliefiend wurden pro Well 100 pl einer 1:10 Verdinnung MTT in PC
Ex+-Medium hinzugegeben und fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Farbstoff wurde
abgesaugt und es wurde einmal mit 200 ul PBS™ gewaschen. Es wurden pro Well 100 yl DMSO
zugegeben und kurz auf dem Mikrotiterschittler geschittelt, um die Farbstoffkristalle in
Lésung zu bringen. Im TECAN-Reader wurde die optische Dichte bei 570 nm und einer

Referenzwellenlange von 640 nm gemessen.

3.8.3 MTT-Standardkurve und Normalisierung der ALA-Werte

Um aus den Werten eine Zellzahl zu berechnen, mussten MTT-Standardkurven erstellt
werden. Dazu wurden fur jeden Probanden 10.000, 20.000, 40.000 und 60.000 Zellen pro Well
ausgesat. Pro Zellzahl wurden vier Wells ausgesat, zwei davon wurden jeweils mit und zwei
ohne 5-ALA gemessen, um ungewunschte Effekte von 5-ALA auf die Zellvitalitat
auszuschlief3en. Die Inkubation mit MTT und die folgende Messung lief analog wie oben
beschrieben. Es wurden die Mittelwerte der Werte mit und ohne 5-ALA gebildet und jeweils in

ein Diagramm (bertragen. Es wurde die Kurvengleichung und das Bestimmtheitsmal (R?)
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bestimmt. Mit Hilfe der Gleichung konnte die Zellzahl des MTT-Assays nach den 5-ALA-
Versuchen berechnet werden. Anschlie®end wurden die 5-ALA-Werte durch die Zellzahl

geteilt und so normiert.

3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm InStat. Es wurde der ungepaarte
Mann-Whitney-Sum Rank Test verwendet und als *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 und n.s.
(nicht signifikant)= p>0,05 dargestellt.

Die TEER-Messungen wurden mit dem Kruskal-Wallis Nonparametric Anova Test in
Kombination mit dem Dunn's Multiple Comparison Test ausgewertet und ebenso als *=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001 und n.s. (nicht signifikant)= p>0,05 dargestellt.

Alle Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 2D-Kultivierung

Humane primare Epithelzellen wurden aus Bronchusgewebe isoliert und zunachst in zwei
verschiedenen Medienansatzen (AECG-Medium und PC Ex+-Medium) in 2D kultiviert. Im
Folgenden werden die Zellmorphologie, die Zellausbeute nach Isolation, die Zellvitalitat, das
Proliferationsverhalten und abschlieRend der Differenzierungsstatus nach Kultur in den beiden
Medien beschrieben.

4.1.1 Zellmorphologie und -ausbeute nach Isolierung

Nach 3 bis 7 Tagen konnte ein erstes Auswachsen von Epithelzellen aus dem
Bronchusgewebe beobachtet werden. Die Zellen wuchsen in alle Richtungen aus den
Bronchusstiicken aus und proliferieten kreisformig weiter (Abbildung 11). Die
Wachstumsgeschwindigkeit war stark von den Probanden abhéngig. Die mit AECG-Medium
kultivierten Zellen waren groRer, besalen viel Zytoplasma und bildeten teilweise Fortsatze aus
(Abbildung 11A). Die mit PC Ex+-Medium kultivierten Zellen waren klein, polygonal und der
Zellkern flillte nahezu die ganze Zelle aus, sodass nur wenig Zytoplasma sichtbar war
(Abbildung 11B). Sie wuchsen sehr eng und hatten viel Zell-Zell-Kontakt. Am Rande der
Zellinseln bildete sich ein Wall aus proliferierenden Zellen.

Abbildung 11: Zellmorphologie nach Isolierung. Isolierung von humanen primaren

Epithelzellen aus Bronchusgewebe (dunkles Gewebe), kultiviert mit (A) AECG- oder (B)
PC Ex+-Medium. Mal3stab 2 200 ym.

Die Epithelzellen wurden bei 80 %iger Konfluenz (ca. 15 Tage) passagiert und gezahit
(Abbildung 12). Mit PC Ex+-Medium wurden im Durschnitt 8,8 *10° Zellen isoliert (+/-
4,41*108), wahrend nach der Isolierung mit AECG-Medium 3,1*10° Zellen gezahlt wurden (+/-
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1,45*106). Somit wurde bei der Isolierung mit PC Ex+-Medium eine signifikant hohere
Zellausbeute erzielt (p=0,0012).
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Abbildung 12: Zellausbeute.
Zellausbeute nach Isolierung mit
AECG- oder PC Ex+-Medium
(jeweils n=7; p=0,0012).

4.1.2 Zellvitalitat und -proliferation

Um Aussagen Uber die Zellvitalitdt und das Proliferationsverhalten der isolierten Zellen zu

treffen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen gegen Ki-67 und ein WST-1-Assay durchgefuhrt.
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Abbildung 13: Ki-67-Immunfluoreszenzfarbung in 2D-Kultur. Ki-67-
Immunfluoreszenzfarbung (griin) mit DAPI-Kernfarbung (blau) an mit (A) AECG- oder (B)
PC Ex+-Medium kultivierten Bronchialepithelzellen. (C) Prozentualer Anteil Ki-67-positiver
Bronchialepithelzellen an allen DAPI-gefarbten Zellen, kultiviert mit AECG- oder PC Ex+-
Medium (#38: je n=1, #45: PC Ex+ n=1, AECG n=2, #46: je n=2; p=0,0317). Mal3stab &
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Es wurden gleiche Zellzahlen ausgesat (25.000 Zellen pro Well), die Zellen nach drei Tagen
fixiert und mittels Immunfluoreszenzfarbung gegen Ki-67 charakterisiert (Abbildung 13). Die
mittels DAPI-Farbung bestimmte Zellzahl war mit PC Ex+ deutlich hdher. Bei der Mehrheit der
Zellen waren Ki-67-Signale zu sehen, die sich mit den Nukleoli Uberdecken. In den PC Ex+-
Zellkulturen waren zusatzlich Zellen mit kleineren Ki-67-Granula anzufinden, was auf ein
direktes Verlassen der Mitose hindeutet (siehe Kapitel 1.3, Abbildung 13B). Es wurde der
Anteil Ki-67-positiver Zellen an allen DAPI-gefarbten Zellen gezahlt (Abbildung 13C). Die mit
AECG-Medium kultivierten Zellen hatten durchschnittlich einen Anteil von 71,62 % Ki-67-
positiver Zellen (+/- 18,16 %). Bei der Kultivierung mit PC Ex+-Medium gab es mit 88,17 %
(+/- 2,71 %) einen signifikant héherem Anteil an Ki-67-positiven Zellen (p=0,0317), und somit

eine hohere Proliferationsrate bei der Kultivierung mit PC Ex+-Medium.

Zusatzlich wurde ein WST-1-Assay zur Bestimmung der Zellvermehrung anhand der Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogenasen an zwei Probanden und Kontroll-NHBEs durchgefuhrt
(Abbildung 14). Der Assay wurde an Tag 3, 6 und 9 nach dem Aussden der
Bronchialepithelzellen durchgefiihrt und zeigt eine Extinktion an, die proportional zur Anzahl

lebender Zellen ist.

0,5
£
S 04
&
£ 03
o
S
<
w02
c
o
E 0,1 .\ -
5 \ el
0,0
3 6 9
Tage nach Kulturansatz
=59 - PC- Ex+ #60 - PC-Ex+  =mo==#59 - AECG #60 - AECG NHBE - PC-Ex+
Abbildung 14: WST-1-Assay. WST-1-Assay von Bronchialepithelzellen zweier
Probanden. Die mit PC Ex+-Medium kultivierten Zellen sind hell-/dunkelblau, die mit AECG-
Medium orange/rot und die mit PC Ex+-Medium Kkultivierten Kontroll-NHBEs grau
dargestellt.

Bei Betrachtung des Startpunktes an Tag 3 war auffallig, dass das initiale Wachstum der mit

AECG-Medium kultivierten Epithelzellen (orange/rot) die anderen Kultivierungsansatze
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ubertraf. Das Wachstum nahm aber im Verlauf der Passage ab. Die mit PC Ex+-Medium
kultivierten Zellen starteten von einem einheitlich niedrigeren Niveau (blau und grau). Das
grélte Wachstum lief3 sich bei den Kontroll-NHBESs feststellen, die standardmafig nur mit PC
Ex+-Medium kultiviert wurden. Die Probanden-Zellen, die mit PC Ex+-Medium kultiviert
wurden, proliferierten unterschiedlich stark. Es lie3 sich die Tendenz erkennen, dass die mit
AECG-kultivierten Zellen initial gut proliferierten, die mit PC Ex+-Medium kultivierten Zellen

aber ein groReres Wachstum aufwiesen.

4.1.3 Differenzierungsstatus nach Isolierung

Wahrend der Isolierung und Kultivierung von primaren Zellen dedifferenzieren diese und
verlieren so nach und nach ihre Differenzierungsmerkmale und ihren Phanotyp. Durch
bestimmte Proteine wie Zytokerin-14 (KRT-14; Typ-I-Keratin) oder p63 kann der
Differenzierungsgrad nachgewiesen werden, da diese vor allem in undifferenzierten
Basalzellen, unter anderem in den Atemwegen, vorhanden sind (Li et al. 2015, Moll et al.
2008).

Abbildung 15: p63-Immunfluoreszenzfarbung in 2D-Kultur.
p63-Immunfluoreszenzfarbung (orange) mit DAPI-Kernfarbung (blau) an mit (A) AECG-
oder (B) PC Ex+-Medium kultivierten Bronchialepithelzellen (#38: je n=1, #45: je n=2, #46:
je n=2, #60: je n=1). Malstab 2 100 pm.

Beide Medienansatze zeigten nukleare p63-Signale in nahezu allen Zellen, weswegen auf eine
genauere Auszahlung verzichtet wurde (Abbildung 15).

Die KRT-14-Farbung zeigte bei beiden Medienansatzen ahnliche Signale (Abbildung 16). Die
Auszahlung ergab fir das AECG-Medium einen prozentualen Anteil KRT-14-positiver von
94,99 % mit geringer Standardabweichung (+/- 3,72 %). Im Vergleich dazu war der Anteil KRT-
14-positiver Zellen mit 32,18 % und einer Standardabweichung von +/- 29,93 % deutlich
geringer. Die Kultivierung mit AECG-Medium resultierte dementsprechend in einem signifikant

héheren prozentualen Anteil an KRT-14-positiven Zellen (p=0,0006).
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Abbildung 16: KRT-14-immunfluoreszenzfarbung in 2D-Kultur.
KRT-14-Immunfluoreszenzfarbung (orange) mit DAPI-Kernfarbung (blau) an mit (A)
AECG- oder (B) PC Ex+-Medium kultivierten Bronchialepithelzellen.

(C) Prozentualer Anteil KRT-14-positiver Bronchialepithelzellen an allen DAPI-gefarbten
Zellen, kultiviert mit AECG- oder PC Ex+-Medium (#38: je n=1, #45: je n=2, #46: je n=2,
#60: je n=1, #61: je n=1; p=0,0006). Mafdstab 2 100 um.

4.2 Charakterisierung zum Ausschluss tumoroser Merkmale

Das verwendete Bronchusgewebe wurde im Rahmen von Operationen (Segmentresektion,
Lobektomie, Tracheateilresektion) gewonnen, die vor allem an Patienten durchgefihrt wurden,
die an einem Bronchialkarzinom erkrankt waren. Das Bronchusgewebe wurde mit ausreichend
Sicherheitsabstand zum tumorésen Gewebe aus gesundem Gewebe entnommen. Um
zusatzlich einen tumorosen Charakter auszuschlief3en, wurde untersucht, ob es sich bei den
isolierten Fibroblasten in der 2D-Kultivierung und im 3D-Modell um CAFs handelte. Auf3erdem

wurde der Stoffwechsel der Epithelzellen mit Hilfe der 5-ALA-Messung untersucht.

4.2.1 Nachweis von CAFs

Es wurden 10.000 primare, bronchiale Fibroblasten pro Well in eine 48-Well-Platte ausgesat,
nach drei Tagen fixiert und mittels Immunfluoreszenz gegen a-SMA, MCT4 und Vimentin
gefarbt (Abbildung 17). Normale, nicht aktivierte Fibroblasten sind Vimentin-positiv, jedoch
negativ fir die CAF-Marker a-SMA und MCT4. Durch diesen Nachweis kann die Gegenwart
von CAFs ausgeschlossen werden. Die Fibroblasten des Probanden 31 (Abbildung 17A)
zeigten a-SMA-, MCT4- und Vimentin-positive Signale. a-SMA und Vimentin waren zytosolisch

lokalisiert, wahrend MCT4 eher membranstandig lokalisiert war. Die Fibroblasten der
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Probanden 44 und 46 (Abbildung 17B+C) zeigten deutlich weniger Fluoreszenzsignale fur a-
SMA. Die niedrigen Signale bei a-SMA stammten hier weniger aus dem Zytosol (verglichen
zu den Fibroblasten des Probanden 31), sondern Uberlagerten sich mit dem blauen DAPI-
Signal im Nukleus. Bei Proband 44 zeigte sich MCT4 membranstandig ahnlich zu Proband 31,
bei Proband 46 war das Signal deutlich schwacher und MCT4 schien hier mehr zytosolisch
lokalisiert zu sein.

Zusammenfassend war das Vimentin-Fluoreszenzsignal bei allen Probanden stark positiv.
Von finf Probanden waren nur bei den Fibroblasten des Probanden 31 beide CAF-Marker
eindeutig positiv, wodurch dieser Proband vom Aufbau von 3D-Modellen ausgeschlossen
wurde. Bei Proband 44 konnte ein schwaches a-SMA-Signal und ein starkeres und eher
zytosolisches MCT4-Signal festgestellt werden. Die restlichen drei Probanden zeigten
schwache Signale fir a-SMA und MCT4, zusatzlich anderte sich bei schwachem Signal die

zellulare Lokalisation.

. Vimentin

Vimentin

Vimentin

Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung gegen CAF-Marker in 2D-Kultur.
Immunfluoreszenzfarbung mit a-SMA, MCT4 und Vimentin (alle orange) mit DAPI-
Kernfarbung (blau) an primaren bronchialen Fibroblasten der Probanden (A) 31, (B) 44 und
(C) 46 (#31 n=1, #38 n=2, #39 n=1, #44 n=1, #46 n=2). Malstab 2 100 ym.
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Analog wurden Immunfluoreszenzfarbungen gegen a-SMA und MCT4 an 21 Tagen
kultivierten 3D-Atemwegsmodellen durchgefuihrt (Abbildung 18).

a-SMA C

Abbildung 18: Immunfluoreszenzfarbung gegen CAF-
Marker in 3D-Kultur. Immunfluoreszenzfarbung mit a-
SMA und MCT4 (beide orange) mit DAPI-Kernfarbung
(blau) an 3D-Atemwegsmodellen an Tag 21 der
Probanden (A) 45, (B) 59, (C) 60 und (D) 61 (#45 n=1, #59
n=1, #60 n=1, #61 n=1). Maf3stab & 100 ym.

Mit * gekennzeichnet: Atemwegsepithel

Mit + gekennzeichnet: Matrix mit Fibroblasten

In Abbildung 18C sind die Bereiche des 3D-Atemwegmodells zur Orientierung markiert. Die
Antikérper a-SMA und MCT4 sind hier orange gefarbt. Bei Proband 45 wurde eine deutliche
a-SMA-Farbung im Bereich der Matrix beobachtet, wahrend die Signale von MCT4 in der
Matrix, aber vor allem auch im Epithel zu finden waren (Abbildung 18A). Das Modell des
Probanden 59 zeigte keine a-SMA-Signale und nur eine leichte Anfarbung von MCT4 in Epithel
und Matrix (Abbildung 18B). Bei den Probanden 60 und 61 waren keine CAF-Marker
nachzuweisen (Abbildung 18C+D). So wiesen zwei von vier Modellen CAF-Marker auf, jedoch

in sehr unterschiedlicher Signalstarke.
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4.2.2 5-ALA-Messung

Es wurde an Bronchialepithelzellen der Probanden 45, 59, 60 und 61 und an Kontroll-NHBEs
eine 5-ALA-Messung durchgefuhrt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: 5-ALA-Messung. (A) Auf die Zellzahl normalisierte PplIX-Bestimmungen
von Bronchialepithelzellen der Probanden 45, 59, 60, 61 und Kontroll-NHBEs. (B) Differenz
der 2mMol-PplX-Werte und Referenzwerte aller Probanden (grin) und Kontroll-NHBEs
(gelb) im Uberblick.

Die gemessenen 5-ALA-Werte wurden mittels eines MTT-Assays mit Standardkurve auf die
Zellzahl normalisiert (Abbildung 19A). Die griinen Linien beschreiben die Fluoreszenz der

ohne 5-ALA behandelten Wells, die blauen Linien die Fluoreszenz nach 5-ALA-Behandlung.
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Bei allen Probanden konnte ein nur geringer Anstieg der PpIX-Werte Uber die Zeit beobachtet
werden. Die hochsten PplX-Werte erreichte Proband 45 mit knapp Gber 0,003. Die Kontroll-
NHBEs zeigten den stabile Werte bis ungefahr 0,0035.

Um eine Aussage treffen zu kénnen, ob die Epithelzellen PplX akkumulieren, muss die
Differenz der PplX-Fluoreszenz- und Referenzwerte betrachtet werden (Abbildung 19B). Die
Werte der Probanden 59, 60 und 61 lagen deutlich unter den gesunden Referenzwerten der
NHBEs. Die Werte des Probanden 45 wiesen einen ahnlichen Kurvenverlauf wie die Kontroll-
NHBEs auf.

4.3 3D-Modellmorphologie

In den folgenden Kapiteln werden die 3D-Atemwegsmodelle betrachtet, die mit primaren
humanen Bronchialepithelzellen und Fibroblasten unter Air-Lift-Bedingungen und unter
Verwendungen zweier verschiedener Medienansatze (AECG- und PC ALI-Medium) kultiviert

wurden.

4.3.1 Allgemeine Morphologie

Die Verwendung verschiedener Zellkulturmedien hatte nicht nur, wie bereits in Kapitel 4.1
gezeigt, Auswirkungen auf die 2D-Kultivierung, sondern flhrte auch zu starken
morphologischen Unterschieden im 3D-Atemwegsmodell. Die mit AECG-Medium kultivierten
Modelle waren durch eine hohe morphologische Variation gekennzeichnet (Abbildung 20). Das
mit primaren Zellen von Proband 59 kultivierte Modell zeigte an Tag 14 ein breites
mehrschichtiges Epithel mit wenig Mukusproduktion, einer nicht ganz durchgangigen
Basalzellschicht und eine mit Fibroblasten durchsetzte, zerpflickte Matrix. Nach 21 Tagen
konnte ein ahnliches Epithel als Grundgerist beobachtet werden, jedoch erweitert durch einen
sehr locker wirkenden apikalen Zellverband mit viel Mukus und kleinen intraepithelialen
Mukusblasen. Die Matrix war kompakt mit vereinzelten Fibroblastenzellkernen. Das Modell
von Proband 60 war an Tag 14 durch ein sehr hohes Epithel gekennzeichnet, die Epithelzellen
zeigten hier eine eher polygonale Morphologie. Apikal zeigte sich eine starke Mukusproduktion
und eher locker verbundene Zellen, die teilweise von intraepithelialem Mukus umfasst waren.
Es zeigte sich eine lockere Matrix mit eingewanderten Fibroblasten. Nach 21 Tagen zeigte
sich weiterhin ein hohes Epithel mit einer durchgangigen Basalzellschicht. Dieses Epithel war
durch eine starke ungerichtete Mukusproduktion gekennzeichnet, welche grof3e und fast durch
die gesamte HOhe des Epithels ziehende Mukusblasen zur Folge hatte. In der I6chrig

verbreiterten Matrix waren eingewanderte Fibroblasten zu sehen.
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Abbildung 20: Alcianblau-Farbung an AECG-Modellen. Mit AECG-Medium Uber 14 und
21 Tage kultivierte 3D-Atemwegsmodelle von zwei Probanden im Vergleich. Gefarbt mit
Alcianblau und Kernechtrot (#45 n=2, #59 n=4, #60 n=2, #61 n=2). Orangener Pfeil:
Mukusblasen; Roter Pfeil: Basalzellschicht. MaRstab 2 200 pm.

Alle mit PC ALl-kultivierten Modelle wiesen eine ahnliche Morphologie auf (Abbildung 21).

Das Modell von Proband 59 zeigte nach 14 Tagen ein kompaktes Epithel mit angedeuteter
Basalzellschicht. In der kompakten Matrix waren langliche Fibroblastenzellkerne erkennbar.
Nach 21 Tage entwickelte sich ein hoéheres hochprismatisches Epithel mit vertikal
ausgerichteten Zellen, einer schmalen apikalen Mukusschicht und bereits histologisch
erkennbaren Kinozilien. Das Epithel war klar von der minimal aufgeworfenen Matrix zu
trennen. Das Modell von primaren Zellen des Probanden 60 zeigte an Tag 14 ein schmales
Epithel mit nicht ganz durchgangiger Basalzellschicht und apikaler Mukussekretion. Die Matrix
war kompakt. An Tag 21 zeigte sich ein von der Matrix klar abgrenzbares Epithel mit apikaler
Mukussekretion und durchgehender Basalzellschicht. Die Matrix zeigte sich breit und mit

homogen verteilten Fibroblastenzellkernen durchsetzt.
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Abbildung 21: Alcianblau-Farbung an PC ALI-Modellen. Mit PC ALI-Medium Uber 14
und 21 Tage kultivierte 3D-Atemwegsmodelle von zwei Probanden im Vergleich. Gefarbt
mit Alcianblau und Kernechtrot (#45 n=1, #59 n=2, #60 n=2, #61 n=1). Orangener Pfeil:

Mukus; Roter Pfeil: Basalzellschicht; Griiner Pfeil: Kinozilien. Maf3stab 2 200 um.

Im Vergleich wies der native Bronchus ein hochprismatisches Flimmerepithel mit apikaler
Mukussekretion und histologisch erkennbaren Kinozilien auf (Abbildung 22). Neben
Fibroblasten waren zusatzlich Blutgefalle im Stroma und eine Basalmembran zu erkennen.
Die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle zeigten eine hohe morphologische Ahnlichkeit mit
dem nativen Bronchus auf. Eine Basalmembran ist in keinen Modellen zu sehen. AufRer dem
Fehlen von BlutgefaRen dhnelt die stromale Komponente der Modelle sehr der Lamina propria
des nativen Bronchus.

Abbildung 22: Alcianblau-Farbung am
nativen Bronchus. Alcianblau-Farbung
eines nativen Bronchialepithels mit Stroma
(#14). Orangener Pfeil: Mukus; Roter Pfeil:

‘ Basalzellschicht; Griner Pfeil: Kinozilien;

Gelber Pfeil: Basalmembran. MalRRstab &

L ) - "y S — AT

B ] = . 200 pm.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die mit AECG-Medium kultivierten Modelle eine
hohe morphologische Variation aufwiesen, ein eher mehrschichtiges und hyperplastisches

Epithel ausbildeten und durch ungerichtete Mukussekretion und damit einhergehend durch
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intraepitheliale Mukusblasen gekennzeichnet waren. Die mit PC ALI-Medium kultivierten
Modelle zeigten durchgehend eine ahnliche hochprismatische Morphologie mit gerichteter
Mukussekretion und teils histologisch erkennbarem Ziliensaum. Vor allem nach 21 Tagen Air-
Lift-Kultivierung wiesen die mit PC ALI-Medium Kkultivierten Modelle histologisch ein

Flimmerepithel auf.

4.3.2 Bestimmung der Epitheldicke

Die Verwendung verschiedener Medienanséatze fuhrte zu einer unterschiedlichen Morphologie
des Epithels. So entwickelten sich bei Kultivierung mit AECG-Medium eher mehrschichtige,
hyperplastische Epithelien, wahrend die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle im Verlauf
kompakter und hochprismatischer wurden. Zur weiteren Charakterisierung des
Epithelaufbaus, wurde die Epitheldicke der Modelle nach 14 und 21 Tagen vermessen
(Abbildung 23).

175 Abbildung 23: Messung der
150 Epitheldicke.
g 125 Epitheldicke im Verlauf Gber 14
<2 100 und 21 Tage, kultiviert mit
E 75 o [ o AECG- (orange) oder PC ALI-
5 2(5) F . Medium (blau; #45: PC ALI
n=1, AECG n=2; #59: PC ALl
0 414 41 n=2, AECG n=3; #60: PC ALI
Kultivierungsdauer n=2, AECG n=2;#61: PC ALI

n=1, AECG n=2;

—OAECG —e=PC AL d14: p=0,0028, d21: p=0,0004).

Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle entwickelten nach 14 Tagen ein Epithel mit im
Mittel 90,9 pm Dicke (+/- 19,6 um). Nach 21 Tagen stieg die durchschnittliche Epitheldicke bis
auf 110,0 um an, mit einer Standardabweichung von +/- 43,7 ym. Im Vergleich waren die mit
PC ALI-Medium kultivierten Modelle diinner mit einer nach 14 Tagen gemessenen mittleren
Epitheldicke von 46,0 ym (+/- 17,1 ym), die im Verlauf nach 21 Tagen auf durchschnittlich 30,8
pm abfiel (+/- 4,1 ym). Somit unterschieden sich die Epitheldicken beider Medien an beiden
Tagen siginifikant (d14: p=0,0028 und d21: p=0,0004). Der Anstieg der mit AECG-Medium
kultivierten Modelle von Tag 14 bis Tag 21 war nicht signifikant. Die mit PC ALI-Medium

kultivierten Modelle unterschieden sich im Verlauf signifikant (p=0,0152).
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4.3.3 Fibroblasten-Co-Kultur

Die Modelle wurden als Co-Kultur mit Fibroblasten aufgebaut, um die epitheliale
Differenzierung zu férdern und um eine hdhere in vivolin vitro-Korrelation zu erlangen. Um
eine Aussagen Uber die Qualitat der Co-Kultur treffen zu kénnen, wurde das Vorhandensein
von in die Matrix eingewanderten primaren bronchialen Fibroblasten tberprift.

In Kapitel 4.3.1 wurde bereits die histologische Matrixmorphologie samt Fibroblasten beurteilt.
Weiterfihrend wurde die Co-Kultur mittels Immunfluoreszenzfarbungen gegen Vimentin
charakterisiert (Abbildung 24). Jedes der gezeigten Modelle wies positive Vimentin-Signale in
der Matrix auf. Allein die Signalverteilung unterschied sich minimal zwischen den Probanden
bzw. den Kultivierungsansatzen. Die meisten Modelle wiesen homogen verteilte Vimentin-

Signale in der gesamten Matrix auf.
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Abbildung 24: Vimentin-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.
Immunfluoreszenzfarbungen von 3D-Atemwegsmodellen gegen Vimentin (orange) und
DAPI-Kernfarbung (blau), beispielhaft am Probanden 60. Die Modelle wurden fiir 14 oder
21 Tage mit AECG- oder PC ALI-Medium kultiviert (#45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC
ALI n=2, AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1, AECG n=2).
Mafstab & 200 pm.

Die Immunfluoreszenzfarbungen gegen Vimentin im nativen Bronchusgewebe zeigten eine
homogene Verteilung von Fibroblasten in der Lamina propria unterhalb des Epithels
(Abbildung 25). Im Vergleich zu den 3D-Modellen sind die Vimentin-Signale ahnlich homogen

verteilt, im Bronchusgewebe erscheinen sie lediglich etwas punktueller.
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Abbildung 25: Vimentin-
Immunfluoreszenzfarbung am
nativen Bronchus.
Immunfluoreszenzfarbung gegen
Vimentin (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). Malstab 2 200 um.

Um eine semiquantitative Aussage Uber das Vorhandensein von Fibroblasten in der Matrix
treffen zu kénnen, wurden die Modelle anhand eines Punktesystems bewertet (Abbildung 26).
Null Punkte entsprachen einer Abwesenheit von Fibroblasten, ein Punkt entsprach
vereinzelten Signalen, zwei Punkte entsprachen einer inhomogenen Verteilung, drei Punkte
entsprachen einer homogenen Verteilung.

Die Epithelien, welche mit AECG-Medium kultiviert wurden, erreichten an Tag 14
durchschnittlich 2,8 (+/- 0,3) und an Tag 21 3,0 Punkte (+/- 0,0). Es kam also an beiden
Zeitpunkten zu einer homogenen Verteilung der Fibroblasten. Die mit PC ALI-Medium
kultivierten Modelle erreichten an Tag 14 durchschnittlich 2,3 (+/- 0,9) und an Tag 21 2,3

Punkte (+/- 0,7), was fir eine inhomogene Verteilung der Fibroblasten in der Matrix spricht.
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Abbildung 26: Auswertung der Vimentin-Immunfluoreszenzfarbung. Auswertung der
Vimentin-Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-Medium
Uber 14 und 21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen Punkte
erlautert (#45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC ALI n=2, AECG n=1; #60: PC ALI n=2,
AECG n=2, #61: AECG n=2).
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4.4 3D-Modelldifferenzierung

Das bronchiale Flimmerepithel setzt sich hauptsdchlich aus differenzierungsfahigen
Basalzellen, Kinozilien-tragenden Zilienzellen und Mukus produzierenden Becherzellen
zusammen. Diese Zelltypen weisen bestimmte Differenzierungsmerkmale auf, die durch
verschiedene Methoden nachgewiesen werden kénnen. Im folgenden Kapitel werden diese
Differenzierungsmerkmale an den mit AECG- oder PC ALI-Medium Kkultivierten 3D-
Atemwegsmodellen untersucht, um so eine Aussage Uber den Differenzierungsgrad der
Modelle treffen zu kénnen. Es wird auf allgemeine Differenzierungsmerkmale, auf die
Ziliendifferenzierung im Speziellen und auf die Barriereeigenschaften des Epithels

eingegangen.

4.4.1 Allgemeine Differenzierung

4.4.1.1 Becherzellen und Mukusproduktion
Die Mukusbarriere wird im humanen bronchialen Epithel hauptsachlich durch die beiden
sekretorischen Muzine Muc5B und Muc5AC gebildet, die durch Becherzellen sezerniert

werden. 3D-Atemwegsmodelle wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung gegen Mu5B und
Mu5AC gefarbt (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Muc5B-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.
Immunfluoreszenzfarbungen von 3D-Atemwegsmodellen gegen Muc5B (orange) und
DAPI-Kernfarbung (blau), beispielhaft am Probanden 60. Die Modelle wurden fir 14 oder
21 Tage mit AECG- oder PC ALI-Medium kultiviert (#45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC
ALl n=2, AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1, AECG n=2).
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Nach 14 Tagen Kultivierung mit AECG-Medium konnte nur eine leichte inhomogene
Mukussekretion ausgemacht werden, die apikal erfolgte. Nach 21 Tagen konnte man einen
breiten Epithelaufbau mit vor allem ungerichteter intraepithelialer Mukussekretion erkennen.
Im Vergleich zeigten die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle ein flacheres Epithel mit
ausschlief3lich nach apikal sezerniertem Muc5B. Bereits an Tag 14 produzierte das mit PC
ALI-Medium kultivierte Epithel deutlich mehr Muc5B. Die Sekretion stieg im Verlauf bis Tag 21
weiter an.

Im Vergleich dazu zeigte die Immunfluoreszenzfarbung gegen Muc5B im nativen
Bronchusgewebe ebenfalls eine rein apikale Mukussekretion, die in einer fast durchgehenden
Mukusschicht resultierte (Abbildung 28).

Abbildung 28: Muc5B-
Immunfluoreszenzfarbung am nativen
Bronchus. Immunfluoreszenzfarbung
gegen Muc5B (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). Maf3stab 2 200 ym.

Um eine semiquantitative Aussage Uber die Muc5B-Sekretion treffen zu kénnen, wurden die
Modelle mittels eines Punktesystems bewertet (Abbildung 29). Null Punkte entsprachen
keinerlei Sekretion, ein Punkt entsprach vereinzelter Sekretion, zwei Punkte entsprachen einer
Sekretion, die unter 50 % der epithelialen Oberflache ausmachte und drei Punkte entsprachen
einer Sekretion, die Uber 50 % der epithelialen Oberflache ausmachte. Bei beiden Medien
konnte man im Verlauf einen Anstieg der Muc5B-Sekretion erkennen. Die Epithelien, welche
mit AECG-Medium kultiviert wurden, erreichten an Tag 14 durchschnittlich 1,8 (+/- 0,4) und an
Tag 21 2,4 Punkte (+/- 0,6). Es waren also an beiden Zeitpunkten unter 50% der epithelialen
Oberflache mit Muc5B bedeckt. Die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle erreichten an Tag
14 durchschnittlich 2,6 (+/- 0,5) und an Tag 21 3 Punkte (+/- 0). An Tag 14 und 21 waren tUber
50 % der Oberflache mit Muc5B bedeckt. Wie in Abbildung 20 gezeigt, kam es bei manchen
Modellen zu ungerichteter intraepithelialer Mukusproduktion. Die Prozentzahlen im Diagramm
beschreiben den Anteil von untersuchten Bereichen, bei denen eine ungerichtete Sekretion
festgestellt wurde. Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle wiesen einen Anteil von 22,2 %
an Tag 14 und 44,4 % an Tag 21 auf. Im Vergleich konnte bei den mit PC ALI-Medium
kultivierten Modellen an Tag 14 keine ungerichtete Sekretion festgestellt werden, wahrend die

Modelle an Tag 21 einen Anteil von 5,6 % aufwiesen.
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Abbildung 29: Auswertung der Muc5B-Immunfluoreszenzfarbung. Auswertung der
Muc5B-Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-Medium Uber
14 und 21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen Punkte erlautert.
Die Prozentzahlen im entsprechenden Datensatz stehen flir den Anteil der untersuchten
Bereiche, die eine ungerichtete, intraepitheliale Mukussekretion aufwiesen (#45: PC ALI
n=1, AECG n=1; #59: PC ALI n=2, AECG n=1; #60: PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI
n=1, AECG n=2).

Analog zu Muc5B wurden die gleichen Analysen zum Muzin Muc5AC durchgefihrt (Abbildung
30).
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Abbildung 30: Muc5AC-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.
Immunfluoreszenzfarbungen von 3D-Atemwegsmodellen gegen Muc5AC (orange) und
DAPI-Kernfarbung (blau), beispielhaft am Probanden 60. Die Modelle wurden fur 14 oder
21 Tage mit AECG- oder PC ALI-Medium kultiviert (#45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC
ALl n=2, AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1, AECG n=2). Mal3stab
2 200 ym.
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Nach 14 Tagen Kultivierung mit AECG-Medium konnte man nur einzelne positive Muc5AC-
Signale erkennen. Die Sekretion ist tendenziell bis Tag 21 angestiegen, teilweise auch
ungerichtet intraepithelial. Die Kultivierung mit PC ALI-Medium zeigte nach 14 Tagen mehr
Muc5AC-Sekretion als die Kultivierung mit AECG-Medium, jedoch erfolgte die Sekretion hier
auch eher aus mehreren vereinzelten Becherzellen. Die Sekretion stieg hier nach 21 Tagen
nur leicht an. Eine durchgehende Mukusschicht ahnlich zur Muc5B-Sekretion wurde hier nicht
gebildet.

Die Immunfluoreszenzfarbung gegen Muc5AC im nativen Bronchus zeigte vereinzelte apikale
Muc5AC-Signale, also eine deutlich geringe Muc5AC als Muc5B-Sekretion (Abbildung 31). Die
Muc5AC-Sekretion der PC ALI-Modelle ahnelt der Sekretion des nativen Bronchus.

Abbildung 31: Muc5AC-
Immunfluoreszenzfarbung am nativen
Bronchus. Immunfluoreszenzfarbung
gegen Muc5AC (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). Malstab 2 200 pm.

Analog zur Auswertung von Muc5B wurden die Modelle mit dem gleichen Punktesystem
ausgewertet (Abbildung 32). Es konnte verglichen mit Muc5B eine im Allgemeinen niedrigere
Muc5AC-Sekretion festgestellt werden. Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle erreichten
an Tag 14 durchschnittlich 0,8 Punkte (+/- 0,5). An Tag 21 stieg die Sekretion auf 1,3 Punkte
(+/-0,9). Es fand an beiden Tagen eine eher vereinzelte Muc5AC-Sekretion statt. Im Vergleich
erreichten die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle 1,8 Punkte an Tag 14 (+/- 0,2) und 1,9
Punkte an Tag 21 (+/- 0,3). Bei diesen Modellen fand also eher eine Sekretion statt, die unter
50 % der epithelialen Oberflache ausmachte. Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle
wiesen einen Anteil an ungerichteter Muc5AC-Sekretion von 11,1 % an Tag 14 und 50,0 % an
Tag 21 auf. Die mit PC ALI-Medium kultivierten Epithelien zeigten an Tag 14 einen minimal

héheren Anteil von 13,3 %, der nach 21 Tagen auf 6,7 % sank.
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Abbildung 32: Auswertung der Muc5AC-Immunfluoreszenzfarbung. Auswertung der
Muc5AC-Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-Medium
Uber 14 und 21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen Punkte
erlautert. Die Prozentzahlen im entsprechenden Datensatz stehen fir den Anteil der
untersuchten Bereiche, die eine ungerichtete, intraepitheliale Mukussekretion aufwiesen
(#45: PC ALl n=1, AECG n=1; #59: PC ALI n=2, AECG n=1; #60: PC ALI n=2, AECG n=2;
#61: AECG n=2).

Zusammenfassend liel} sich bei beiden Medien ein Anstieg der Muc5B/AC-Sekretion von Tag
14 auf Tag 21 feststellen. Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle zeigten eine geringere
und auch ungerichtetere Muzin-Sekretion als die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle. Es
wurde weniger Muc5AC als Muc5B sezerniert. Die Muzinsekretion der mit PC ALI-Medium

kultivierten Modelle wies eine hohe Ahnlichkeit mit der des nativen Bronchus auf.

4.4.1.2 Zell-Zell-Kontakte

Zell-Zell-Kontakte sind unerlasslich fir die Funktion eines Epithels. Dazu gehéren Tight
Junctions und die vor allem fir die mechanische Stabilitat verantwortlichen Adherens
Junctions bzw. Desmosomen. Die Ausbildung von Tight Junctions wird in Kapitel 4.4.3
(Barriereeigenschaften) genauer betrachtet. Im Folgenden wurden die 3D-Atemwegsmodelle
mittels Immunfluoreszenzfarbungen auf das Vorhandensein von E-Cadherin untersucht,
welches eines der wichtigsten Bestandteile von epithelialen Adherens Junctions und

Desmosomen ist (Abbildung 33).
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Abbildung 33: E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.
Immunfluoreszenzfarbungen von 3D-Atemwegsmodellen gegen E-Cadherin (griin) und
DAPI-Kernfarbung (blau), beispielhaft am Probanden 60. Die Modelle wurden fur 14 oder
21 Tage mit AECG- oder PC ALI-Medium kultiviert (#45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC
ALI n=2, AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1, AECG n=2).
Malstab 2 200 um.

Bei den hier gezeigten Modellen lief3 sich eine homogene und membranstandige E-Cadherin-
Verteilung erkennen. Es konnten wenig Unterschiede sowohl zwischen den beiden
Zeitpunkten, als auch zwischen den mit AECG- oder PC ALI-Medium kultivierten Modellen
ausgemacht werden. Aufgrund des eher hyperplastisch mehrschichtigen Epithels bei
Kultivierung mit AECG-Medium konnte man hier eher flache bis polygonale Zellen erkennen,
wahrend die Zellen in der Kultivierung mit PC ALI-Medium hochprismatisch aufgerichtet waren.
Ungeachtet der Zellmorphologie unterschied sich die qualitative Verteilung von E-Cadherin
nicht.

Die Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin im nativen Bronchus zeigte ebenfalls

membranstandige Signale an hochprismatisch aufgerichteten Zellen (Abbildung 34).

Abbildung 34: E-Cadherin-
Immunfluoreszenzfarbung am nativen
Bronchus. Immunfluoreszenzfarbung
gegen E-Cadherin (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). Malstab 2 200 ym.
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Auch fur E-Cadherin wurden die Modelle mittels eines Punkteverfahrens bewertet (Abbildung
35). Null Punkte entsprachen einem negativen Signal, ein Punkt entsprach einem rein diffusen
Signal, zwei Punkte entsprachen einem diffusen und interzelluldren Signal und drei Punkte

entsprachen einem rein interzellularen Signal.
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Abbildung 35: Auswertung der E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung. Auswertung
der E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-
Medium Uber 14 und 21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen
Punkte erlautert. Die Prozentzahlen im entsprechenden Datensatz stehen fiir den Anteil
der untersuchten Bereiche, die eine inhomogene Verteilung von E-Cadherin aufwiesen
(#45: PC ALl n=1, AECG n=2; #59: PC ALI n=2, AECG n=1; #60: PC ALI n=2, AECG n=1;
#61: AECG n=2).

Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle erreichten an Tag 14 eine Punktzahl von 2,7 (+/-
0,4) und nach 21 Tagen von 2,5 (+/- 0,6). In diesen Modellen war E-Cadherin rein interzellular
lokalisiert. Die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle erreichten nach 14 Tagen 2,3 Punkte
(+/- 0,6) und nach 21 Tagen 2,7 Punkte (+/- 0,5). Wahrend in diesen Modellen E-Cadherin
nach 14 Tagen noch diffus und interzellular E-Cadherin lokalisiert war, war E-Cadherin nach
21 Tagen Kultivierung mit PC ALI-Medium rein interzellular vorhanden. Bei einigen Modellen
wurde E-Cadherin nicht homogen Uber das ganze Epithel ausgebildet. Die Anteile dieser
inhomogenen Bereiche an allen untersuchten Bereichen sind in Abbildung 35 als Prozentzahl
dargestellt. Die Kultivierung mit AECG-Medium nach 14 Tagen ergab einen Anteil von
durchschnittlich 14,3 %, nach 21 Tagen nur noch von 9,5 %. Bei den Modellen, die mit PC ALI-
Medium kultiviert wurden, war der Anteil von inhomogen verteiltem E-Cadherin nach 14 Tagen
bei 13,3 %. Nach 21 Tagen war E-Cadherin bei allen Modellen homogen Uber das gesamte
Epithel lokalisiert.
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4.4.1.3 Basalzellen
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Abbildung 36: p63-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.

Immunfluoreszenzfarbungen von 3D-Atemwegsmodellen gegen p63 (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau), beispielhaft am Probanden 60. Die Modelle wurden fiir 14 oder 21 Tage
mit AECG- oder PC ALI-Medium kultiviert (#45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC ALI n=2,
AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1, AECG n=2). Mal3stab 2 200

um.

Basalzellen sind die Grundlage fur ein vitales und differenzierungsfahiges Epithel. Die
Atemwegmodelle wurden mittels Immunfluoreszenz gegen das Protein p63 untersucht
(Abbildung 36). In der untersten basal gelegenen Zellschicht des Epithels wurde eine
durchgehende Basalzellschicht mittels p63 identifiziert. Das p63-Signal war in der basalen
Schicht am starksten und wurde nach apikal schwacher. Die weiter apikal gelegenen Zellkerne
waren p63-negativ. Immunfluoreszenzfarbungen gegen p63 im nativen Bronchus zeigten

ebenfalls eine durchgehende Basalzellschicht (Abbildung 37).

Abbildung 37: p63-
Immunfluoreszenzfarbung am nativen
Bronchus. Immunfluoreszenzfarbung
gegen p63 (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). Mal3stab 2 100 pm.
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Far die p63-Farbungen wurden die Modelle mittels eines Punktesystems bewertet (Abbildung
38). Null Punkte entsprach einem negativen Signal, ein Punkt entsprach einer rein diffusen
oder zytosolischen Lokalisation, zwei Punkte entsprachen einer diffus-zytosolischen und einer

basal-nuklearen Lokalisation und drei Punkte entsprachen einer reinen basalen und nukledren

Lokalisation.
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Abbildung 38: Auswertung der p63-Immunfluoreszenzfarbung. Auswertung der p63-
Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-Medium (ber 14 und
21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen Punkte erlautert (#45: PC
ALl n=1, AECG n=2; #59: PC ALI n=2, AECG n=3; #60: PC ALI n=2, AECG n=2; #61:
AECG n=2).

In beiden Kultivierungsansatzen konnte ein ahnliches Lokalisationsmuster erkannt werden.

Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle erreichten nach 14 Tagen eine Punktzahl von 2,0
(+/- 0,9) und nach 21 Tagen von 2,1 (+/- 0,9). Die Kultivierung mit PC ALI-Medium erreichte
nach 14 Tagen eine Punktzahl von 2,4 (+/- 0,8) und nach 21 Tagen eine Punktzahl von 2,0
(+/- 1,0). Die 3D-Modelle wiesen also unabhangig vom Mediumansatz ein basal-nukleares

p63-Signal mit meist zusatzlichem diffus-zytosolischem Signal auf.

4.4.2 Ziliendifferenzierung

Schlagende Kinozilien sind ein wichtiges Differenzierungsmerkmal des bronchialen
Flimmerepithels. Im folgenden Kapitel wurde das gebildete Flimmerepithel mittels
Immunfluoreszenzfarbungen und semiquantitativ. durch Western Blots untersucht..
Anschlielend wurde mittels Analyse der Zilienschlagfrequenz die Zilienfunktion untersucht.
Um die Entwicklung der bronchialen Kinozilien sichtbar zu machen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen gegen ac. a-Tubulin durchgefihrt (Abbildung 39). Durch
Kultivierung mit AECG-Medium kam es nach 14 Tagen zu keiner Zilienentwicklung. Nach 21

Tagen hatten sich apikal auf dem hyperplastischen Epithel vereinzelt Zilien gebildet.
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Die Kultivierung mit PC ALI-Medium fUhrte bereits nach 14 Tagen zu einem ausgepragten
apikalen Ziliensaum, der nahezu 50 % der Oberflache ausmachte. Nach 21 Tagen hatte sich

ein fast durchgehender Ziliensaum entwickelt.
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Abbildung 39: Ac.-a-Tubulin-Immunfluoreszenzfarbung in 3D-Kultur.
Immunfluoreszenzfarbungen von 3D-Atemwegsmodellen gegen ac. alpha-Tubulin (orange)
mit DAPI-Kernfarbung (blau), beispielhaft am Probanden 59. Die Modelle wurden fir 14
oder 21 Tage mit AECG- oder PC ALI-Medium kultiviert (#45: PC ALl n=1, AECG n=2; #59:
PC ALl n=2, AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALl n=1, AECG n=2).
Malstab 2 200 ym.

Die Immunfluoreszenzfarbung gegen ac. a-Tubulin im nativen Bronchus zeigte einen nahezu
durchgehenden apikalen Ziliensaum (Abbildung 40).

Abbildung 40: Ac.-a-Tubulin-
Immunfluoreszenzfarbung am nativen
Bronchus. Immunfluoreszenzfarbung
gegen ac. a-Tubulin (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). MalRstab 2 200 pm.

Auch hier wurden die Modelle anhand eines Punktesystems bewertet (Abbildung 41). Null
Punkte entsprach keinerlei Expression, ein Punkt entsprach einer vereinzelten

Zilienentwicklung, zwei Punkte entsprachen einem Ziliensaum, der unter 50 % der Oberflache
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einnahm und drei Punkte entsprachen einem Ziliensaum, der Uber 50 % der Oberflache

einnahm.
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Abbildung 41: Auswertung der ac.-a-Tubulin-immunfluoreszenzfarbung. Auswertung
der ac.- a-Tubulin Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-
Medium Uber 14 und 21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen
Punkte erlautert. Die Prozentzahlen im entsprechenden Datensatz stehen fiir den Anteil
der untersuchten Bereiche, die intraepitheliale Kinozilien aufwiesen (#45: PC ALI n=1,
AECG n=1; #59: PC ALI n=2, AECG n=3; #60: PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1,
AECG n=2).

Bei beiden Medienansatzen konnte im Verlauf ein Anstieg von ac. a-Tubulin detektiert werden.
Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle erreichten nach 14 Tagen durchschnittlich 0,3
Punkte (+/- 0,5). Es hatten sich also keine Zilien entwickelt. Nach 21 Tagen erreichten die
Modelle 2,0 Punkte mit einer groften Standardabweichung von +/- 0,9. Es entwickelte sich also
ein Ziliensaum, der unter 50 % der Oberflache ausmachte, aber mit grof3er Variation zwischen
den Modellen. Nach 14 Tagen gab es keine Entwicklung von intraepithelialen Kinozilien. Nach
21 Tagen konnte ein Anteil von 16,7 % von allen untersuchten Bereichen festgestellt werden.
Kultivierung mit PC ALI-Medium flhrte nach 14 Tagen durchschnittlich zu einer Punktzahl von
1,6 (+/- 1,2). Dies entsprach mit groRer Variation der Entwicklung eines Ziliensaums, der unter
50 % der Oberflache ausmachte. Nach 21 Tagen wurden im Mittel 2,8 Punkte erreicht (+/-
0,2). Es wurde also ein Ziliensaum gebildet, der Gber 50 % der Oberflache ausmachte.

Durch die Kultivierung mit PC ALI-Medium kam es nach 14 Tagen zu keiner Entwicklung
intraepithelialer Kinozilien, nach 21 Tagen wurden in 11,1 % der untersuchten Bereiche solche

festgestellt.
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Um diese Ergebnisse genauer semiquantitativ zu validieren, wurde die Menge an ac. a-Tubulin
in den 3D-Atemwegsmodellen mittels Western Blot bestimmt (Abbildung 42). Als

Housekeeping-Protein wurde B-Aktin verwendet, womit die Tubulin-Werte normiert wurden.
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Abbildung 42: Western Blot gegen ac.-a-Tubulin. Western Blot-Analyse fur ac. a-Tubulin
mit dem Housekeeping-Protein 3-Aktin. (A) Western Blot-Banden fur ac. a-Tubulin (55 kD)
und B-Aktin (42 kD). (B) Auswertung der Chemilumineszenz-Signale. Die ac. a-Tubulin-

Probanden

Werte wurden durch B-Aktin-Werte dividiet und die Werte aller
zusammengefasst (#45 n=1, #59 n=2, #60 n=1, #61 n=1, jeweils in Doppelbestimmung;

d14: p=0,0355, d21: p=0,0288, PC ALI d14-d21: p=0,0185).

Ein Versuch bestehend aus zwei mit AECG bzw. PC ALI-Medium kultivierten Modellen fur 14
und 21 Tage wurde zweimal in unabhangigen technischen Wiederholungen durchgefihrt. Alle

Versuche wiesen eine gleichmaflige p-Aktin-Bande auf. Darliber sind die Banden flir ac. a-

Tubulin dargestellt.

Bei Proband 59 konnte man im Verlauf bei beiden Mediumansatzen eine starkere Bildung von
ac.-a-Tubulin erkennen (Abbildung 42A). An beiden Zeitpunkten bildete das mit PC ALI-
Medium kultivierte Modell aber deutlich mehr Zilien aus. Bei Proband 60 konnte man nach 14
Tagen eine starkere Zilienentwicklung mit der Kultivierung mit PC ALI-Medium ausmachen.
Bei beiden Kultivierungsansatzen wurden im Verlauf nach 21 Tagen mehr Zilien gebildet. Hier
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bildete das mit AECG-Medium kultivierte Modell mehr ac.-a-Tubulin. Die 3D-Modelle des
Probanden 61 zeigten ein ahnliches Muster wie Proband 60, aber mit geringerer Signalstarke.
Bei Proband 45 zeigte sich durch die Kultivierung mit PC ALI-Medium nach 14 Tagen eine
leicht héhere und nach 21 Tagen eine deutlich starkere Bildung von ac.-a-Tubulin. Das mit
AECG-Medium kultivierte Modell zeigte nur einen sehr geringen Anstieg nach 21 Tagen. Der
zweite Versuch mit Proband 59 zeigte an beiden Zeitpunkten mehr ac.-a-Tubulin mit PC ALI-
Medium als mit AECG-Medium. Im Verlauf stieg die Bildung von ac.-a-Tubulin deutlich an.
Kultivierung mit AECG-Medium flhrte an beiden Zeitpunkten zu einer ahnlich schwachen ac.-
a-Tubulin-Bildung. Es liel3 sich zusammenfassend bei 8 von 10 Modellen eine héhere ac.-a-
Tubulin-Bildung mit PC ALI-Medium feststellen.

Anschlielfend wurden die Chemilumineszenz-Signale ausgewertet und die Werte von ac.-a-
Tubulin durch die Werte von B-Aktin dividiert und so normiert (Abbildung 42B). Beide
Medienansatze fihrten im Verlauf zu einer ansteigenden Bildung von ac.-a-Tubulin. Sowohl
nach 14, als auch nach 21 Tagen zeigten die Modelle, die mit PC ALI-Medium kultiviert
wurden, signifikant mehr Kinozilien (d14: p=0,0355 und d21: p=0,0288). Die mit PC ALI-
Medium kultivierten Modelle zeigten an beiden Zeitpunkten eine ungefahr doppelt so hohe ac.-
a-Tubulin-Expression. Der Anstieg der mit AECG-Medium kultivierten Modelle von Tag 14 auf
Tag 21 war nicht signifikant. Dagegen kam es bei den mit PC ALI-Medium kultivierten Modellen

im Verlauf zu einem signifikanten Anstieg der ac.-a-Tubulin-Bildung (p=0,0185).

Neben der quantitativen Untersuchung der Zilienentwicklung wurden Messungen der
Zilienschlagfrequenz mittels eines Mikroskops mit Hochgeschwindigkeitskamera durchgefiihrt.
Dazu wurden pro Modell finf Videos an zufallig ausgewahlten Stellen aufgenommen. Zu
jedem Video wurde zur Ubersicht eine frequenzabhéngige Farbkodierung durchgefiihrt. Je vier
Messareale wurden festgelegt und die Zilienschlagfrequenz bestimmt. Die Messung fand nach
21 Tagen Kultivierung mit AECG- oder PC ALI-Medium statt. In Abbildung 43 sind beispielhaft
an zwei Modellen des Probanden 60 die entsprechenden frequenzabhangigen
Farbkodierungen und darunter die festgelegten Messareale dargestellt.

Die Bereiche der aktiv schlagenden Kinozilien sind blau gefarbt, was einer Frequenz zwischen
ungefahr 5 und 15 Hz entspricht. Bereiche ohne Zilienaktivitat sind durch Hintergrundrauschen
mit gelb-rétlich gefarbten héheren Frequenzen gekennzeichnet (siehe obere Abbildungen).
Passend zu dieser Frequenziibersicht wurden vier Regions of Interest (ROI's), also
Messareale, festgelegt, in denen die Bestimmung der Zilienschlagfrequenz vorgenommen

wurde (siehe untere Abbildungen).
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Abbildung 43: Prinzip der Zilienschlagfrequenzmessung. Frequenzabhangige
Farbkodierung (oben) und festgelegte Messareale fir die Zilienschlagmessung (unten),
beispielhaft an zwei Modellen des Probanden 60. Die Modelle wurden fir 21 Tage mit (A)
AECG- oder (B) PC ALI-Medium kultiviert.

Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle erreichten nach 21 Tagen Kultivierungszeit eine
durchschnittliche Zilienschlagfrequenz von 9,36 Hz (+/- 1,06 Hz; Abbildung 44).
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Im Vergleich dazu schlugen die Kinozilien der Modelle, die mit PC ALI-Medium kultiviert
wurden, mit 10,10 Hz (+/- 1,16 Hz). Der Unterschied zwischen den Medienansatzen war nicht

signifikant.

4.4.3 Barriereeigenschaften

Das Bronchialepithel ist eine Schnittstelle zwischen Aufdenwelt und Kérper und baut in dieser
Funktion eine Barriere auf. Diese Barriere wird hauptsachlich durch Zell-Zell-Konakte, im
Genaueren durch apikale Tight Junctions aufgebaut. 3D-Atemwegsmodelle wurden mittels
Immunfluoreszenzfarbungen gegen ZO-1 und mittels TEER-Messung auf eine physiologische
Barriere untersucht. Zur Etablierung dieser Methode wurden verschiedene Inserts und
Zellkronen verglichen. Da die standardmaRig genutzten Zellkronen mit dem Messgerat nicht
kompatibel waren und die SIS-Matrix mit kauflich erwerbbaren Inserts Gberdurchschnittlich oft
gerissen war, wurden im FablLab der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg passende
Zellkronen mit dem 3D-Drucker hergestellt. Zusatzlich wurde an zwolf unbesiedelten Kronen
eine Leerwert-Messung durchgefiihrt, um den Endzeitpunkt zu bestimmen, an dem sich das
Medium erwarmt hat und somit stabile Messwerte resultierten. So wurde die TEER-Messdauer
auf drei Stunden festgelegt.

Es wurden an vier verschiedenen Probanden und an Kontroll-NHBEs TEER-Messungen
durchgeflhrt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Ubersicht (iber erzielte Versuchszahlen der TEER-Messung

Tag/Proband d7 d14 d21
#45 5x PC ALI 3x PC ALI 2x PC ALI
6x AECG 6x AECG 4x AECG
#59 5x PC ALI 5x PC ALI 3x PC ALI
12x AECG 12x AECG 8x AECG
#60 8x PC ALI 8x PC ALI 3x PC ALI
9x AECG 9x AECG 4x AECG
#61 5x PC ALI 1x PC ALI 1x PC ALI
6x AECG 6x AECG 4x AECG
Gesamt 23x PC ALI 17x PC ALI 9x PC ALI
33x AECG 33x AECG 20x AECG
Kontroll-NHBE | 6x PC ALI 6x PC ALI 4x PC ALI
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Da die Barrierefunktion und damit die TEER-Messung vor allem von der Ausbildung von Tight
Junctions abhangig ist (Srinivasan et al. 2015), wurden beide Parameter zusammen betrachtet
und zusatzlich mit der histologischen Morphologie abgeglichen. In Abbildung 45 sind die
TEER-Messungen und ausgewahlte Modelle des Probanden 59 und 60 dargestellt, die mittels
Alcianblau-Farbung und Immunfluoreszenz gegen Z0-1 gefarbt wurden.

Die TEER-Messungen zeigten fir Proband 59 mit AECG-Medium nach 7 Tagen Werte von
19,24 Q*cm? (+/- 12,51 Q*cm?), die nach 21 Tagen bis auf 190,16 Q*cm? (+/- 61,62 Q*cm?)
anstiegen (Abbildung 45A). Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle des Probanden 60
wiederum erreichten nach 7 Tagen Werte um 97,92 Q*cm? (+/- 70,40 Q*cm?), welche nach 14
Tagen stark auf 643,19 Q*cm? anstiegen und nach 21 Tagen wieder auf 252,36 Q*cm? abfielen
(Abbildung 45D). Die Alcianblau-Farbung zeigte fir Proband 59 nach 14 Tagen ein breites
mehrschichtiges Epithel, welches nach 21 Tagen mit lockeren Zellschichten weiter aufbaute
(Abbildung 45B oben). Das Epithel des Probanden 60 wurde im Verlauf etwas kompakter, war
aber durch starke intraepitheliale Mukusblasen gekennzeichnet (Abbildung 45E oben). Die
Immunfluoreszenzfarbungen zeigten flir Proband 59 nur vereinzelt positive Signale nach 14
Tagen. Nach 21 Tagen konnte man ein vor allem diffuses ZO-1-Signal erkennen (Abbildung
45B unten). Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle des Probanden 60 waren ZO-1-negativ
(Abbildung 45E unten).

Die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle des Probanden 59 erreichten relativ konstante
TEER-Werte bis maximal 222,50 Q*cm? (+/- 51,09 Q*cm?) an Tag 14 (Abbildung 45A). Die
TEER-Werte der mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle des Probanden 60 stiegen von Tag
7 mit 232,59 Q*cm? (+/- 116,96 Q*cm?) auf 346,05 Q*cm? (+/- 77,66 Q*cm?) nach 14 Tagen
an, und fielen nach 21 Tagen wieder leicht auf 259,99 Q*cm? (+/- 68,62 Q*cm?) ab (Abbildung
45D). Histologisch zeigten die Modelle beider Probanden an beiden Zeitpunkten ein
hochprismatisches Epithel (Abbildung 46C und F oben). Die Modelle bildeten nach 14 Tagen
leichte apikale Tight Junctions aus, die nach 21 Tagen deutlich interzellular und apikal
lokalisiert waren (Abbildung 45C und F unten).
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Abbildung 45: Barriereeigenschaften in 3D-Kultur.

Ubersicht tiber die Barriereeigenschaften von Modellen der Probanden (A-C) 59 und (D-F)
60. Dafir wurden TEER-Messungen an den Tag 7,14 und 21 (A,D), und Alcianblau-
Farbungen und Immunfluoreszenzfarbungen gegen ZO-1 an den Tagen 14 und 21 an mit
(B,E) AECG und (C,F) PC ALI kultivierten Modellen durchgefiihrt (Versuchszahlen TEER:
siehe Tabelle 13; Alcianblau: siehe Kapitel 4.3.1; ZO-1: #45: PC ALI n=1, AECG n=2; #59:
PC ALI n=2, AECG n=3; #60 PC ALI n=2, AECG n=2; #61: PC ALI n=1, AECG n=2).
Mafstab Alcianblau 2 200 pm; Maf3stab ZO-1 2 100 um.

Die Immunfluoreszenzfarbung gegen ZO-1 im nativen Bronchus zeigte interzellulare apikale
Signale (Abbildung 46), ahnlich zu den mit PC ALI-Medium kultivierten Modellen.
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Abbildung 46: ZO-1-
Immunfluoreszenzfarbung am nativen
Bronchus. Immunfluoreszenzfarbung
gegen ZO-1 (orange) und DAPI-
Kernfarbung (blau) eines nativen
Bronchus (#14). Malstab 2 100 um.

Es wurden zusatzlich Modelle mit kauflich erworbenen NHBE-Zellen aufgebaut, die als
Kontrollmodelle dienten und ausschlief3lich mit PC ALI-Medium kultiviert wurden (Abbildung
47). Die TEER-Messungen zeigten nach 7 Tagen Werte von durchschnittlich 383,30 Q*cm?
(+/- 276,44 Q*cm?), die nach 14 Tagen auf 518,67 Q*cm? (+/- 205,16 Q*cm?) anstiegen und
nach 21 Tagen Kultivierung bei 513,94 Q*cm? (+/- 186,87 Q*cm?) stabil blieben. Die
Alcianblau-Farbungen zeigten ein sehr flaches Epithel, welches meist nicht Uber eine
Zellschicht hinausging oder es konnten keine Epithelzellen ausgemacht werden. Man konnte
lediglich eine leichte Mukussekretion erkennen. Aufgrund des fehlenden Epithelaufbaus

wurden keine Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt.
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Abbildung 47: Barriereeigenschaften der Kontrollmodelle. Ubersicht Uber die
Barriereeigenschaften von Kontroll-Modellen mit NHBEs. Dafur wurden (A) TEER-
Messungen an den Tagen 7,14 und 21 und (B) Alcianblau-Farbungen an den Tagen 14
und 21 durchgefiuhrt (Versuchszahlen TEER: siehe Tabelle 13; Alcianblau: n=2). Mal3stab
Alcianblau 2 200 pum.

Die ZO-1 -Verteilung wurde mithilfe eines Punktesystems bewertet (Abbildung 48). Null Punkte
entsprachen einem negativen Signal, ein Punkt entsprach einer rein diffusen Verteilung, zwei
Punkte entsprachen einem interzellularen und apikalen Signal, welches unter 50 % des
Epithels ausmachte, drei Punkte entsprachen einem interzellularen Signal, welches Uber

50 % des Epithels ausmachte.
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Abbildung 48: Auswertung der ZO-1-Immunfluoreszenzfarbung. Auswertung der ZO-
1-Immunfluoreszenzfarbung von Modellen, die mit AECG- oder PC ALI-Medium Uber 14
und 21 Tage kultiviert wurden. An der Ordinate sind die vergebenen Punkte erlautert (#45:
PC ALI n=1, AECG n=2; #59: PC ALI n=2, AECG n=2; #60: PC ALI n=2, AECG n=2; #61
AECG n=2).

Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle erreichten nach 14 Tagen durchschnittlich 1,4
Punkte (+/- 0,8 Punkte) und nach 21 Tagen 2,0 Punkte (+/- 0,9). Nach 14 Tagen war ZO-1
also eher diffus vorhanden, wahrend nach 21 Tagen unter 50 % des Epithels ein apikales und
interzellulares ZO-Signal aufwies. Durch Kultivierung mit PC ALI-Medium erreichten die
Modelle nach 14 Tagen eine durchschnittliche Punktzahl von 2,5 Punkten (+/- 0,7 Punkte) und
nach 21 Tagen von 2,6 Punkten (+/- 0,6). An beiden Zeitpunkten waren tber 50 % des Epithels
apikal und interzellular ZO-1-positiv.

Um eine Gesamtaussage Uber die TEER-Messung zu treffen, wurden alle Werte der mit
AECG-Medium und PC ALI-Medium kultivierten Modelle zusammengefasst (Abbildung 49).
Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle starteten nach 7 Tagen mit 76,12 Q*cm? (+/- 73,08
Q*cm?), stiegen nach 14 Tagen signifikant auf 310,28 Q*cm? (+/- 307,97 Q*cm?) an und
blieben im Mittel nach 21 Tagen bei 328,25 Q*cm? (+/- 286,09 Q*cm?). Im Vergleich dazu
erreichten die Modelle, die mit PC ALI-Medium kultiviert wurden, im Verlauf relativ konstante
Werte, die nach 14 Tagen auf 271,09 Q*cm? (+/- 101,31 Q*cm?) anstiegen und nach 21 Tagen
leicht auf 196,03 Q*cm? (+/- 88,00 Q*cm?) abfielen. Diese Werte zeigten keine signifikanten
Unterschiede im Verlauf, blieben also tber 21 Tage relativ konstant. Im Vergleich der TEER-
Werte zwischen AECG- und PC ALI-Medium unterschieden sich lediglich die Messungen an
Tag 7 signifikant (p<0,0001).
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Abbildung 49: Zusammenfassung der TEER-Werte. Zusammenfassung der TEER-
Messungen aller Probanden von Modellen, die mit (A) AECG- oder (B) PC ALI-Medium
kultiviert wurden (Versuchszahlen siehe Tabelle 12; AECG d7-14 und d7-d21: p<0,001).
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Zusammenfassend fuhrte die Kultivierung mit AECG-Medium zu einer weniger starken bzw.

diffuseren ZO-1-Verteilung. Die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle zeigten interzellulare
und apikale ZO-1-Signale. Die TEER-Werte zeigten bei Kultivierung mit AECG-Medium

niedrige Werte nach 7 Tagen, die im Verlauf mit grof3er Variabilitdt anstiegen, wahrend die mit

PC ALI-Medium kultivierten Modelle im Verlauf relativ konstant blieben.
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5 Diskussion

5.1 2D-Kultivierung

Es wurden primdre Bronchialepithelzellen aus Bronchusgewebe in zwei verschiedenen
Medienansatzen isoliert und expandiert. Mit AECG-Medium wuchsen im Vergleich zum PC
Ex+-Medium groRere Zellen in einem lockeren Zellverband. Die Unterschiede in der
Zellmorphologie deckten sich mit den Veroffentlichungen der Medienhersteller (PromoCell
2021a, Stemcell Technologies 2022). Das AECG-Medium wurde haufig als
Expansionsmedium in der 2D-Kultur von humanen oder auch anderen tierischen
Bronchialepithelzellen genutzt (Ishikawa et al. 2017, Scheffler et al. 2015).

Sowohl die Zellausbeute nach Isolierung, als auch die Ki-67-Charakterisierung und der WST-
1-Assay spiegelten eine héhere Proliferation der primaren Zellen bei Kultivierung mit PC Ex+-
Medium wieder. In der Ki-67-Immunfluoreszenzfarbung gab es vermehrt Zellen, die kleinere
Ki-67-Granula aufwiesen, welches auf ein direktes Verlassen der Mitose hindeutet. Ki-67-
Signale dagegen, die die Nucleoli Uberdecken, sprechen dafur, dass die Zelle sich in der
spaten G1-Phase bzw. Interphase des Zellzyklus befindet (Sun and Kaufman 2018, Matheson
and Kaufman 2017). Es waren somit nicht nur mehr Zellen Ki-67-positiv, die hdhere
Proliferation spiegelte sich auch an der Zellzyklusphase der Zellen wieder.

Der enger wachsende Zellrasen durch die Kultivierung mit PC Ex+-Medium kdénnte einen
Proliferationsvorteil ausmachen, verglichen zu den wenigen Zell-Zell-Kontakten mit AECG-
Medium. Zell-Zell-Kontakt kann durch die physikalische Verbindung durch Gap Junctions,
Cadherine und weitere Zelladhasionsmolekule (CAMs) die Proliferation steigern. Hier spielen
unter anderem Phosphoinositid-3-Kinasen eine Rolle, die durch weitere Signalkaskaden Uber
Proteinkinase C und MAP-Kinase die Proliferation steigern. Erst in konfluentem Zustand fuhrt
die verminderte Zellausbreitung durch Zusammendrangen der Zellen zu einer Inhibition der
proliferationsfordernden Signale durch Zell-Zell-Kontakte (Nelson and Chen 2002).

Die héhere Proliferation resultierte in einer signifikant hdheren Zellausbeute nach Kultivierung
mit PC Ex+-Medium. Die hohere Zellteilungsrate fuhrte aufgrund der individuelle Unterschiede
der Probanden zu einer sehr gro3en Standardabweichung. Ein ahnliches Ergebnis zeigte auch
der WST-1-Assay, bei dem die mit PC Ex+-Medium kultivierten Zellen tendenziell ein sehr
variables Zellwachstum Uber die Passage aufwiesen. Flr genauere Aussagen missten diese
Versuche noch durch héhere Versuchszahlen validiert werden. Die Spendervariabilitat ist eine
der Limitationen von primaren Bronchialepithelzellen. Exogene spenderabhangige Einflisse
wie Rauchen oder Medikamenteneinnahme sind schwer zu Uberschauen und bilden so einige
unbekannte Variablen (Bukowy-Bierylto 2021). Es wurde beobachtet, dass beispielsweise eine
regelmalige Entzindung und Rauchen zu einer verminderten Proliferationsfahigkeit von
Basalzellen der Atemwege fiuhrt (Staudt et al. 2014). Die héhere Proliferation mit PC Ex+-
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Medium ist moglicherweise auf die unterschiedliche Medienzusammensetzung
zurlckzufuhren. Die genauen Inhaltsstoffe sind aber nicht verdffentlicht.

Weiterfuhrend haben primare Zellen — besonders primare Bronchialepithelzellen —
Limitationen in der Proliferations- und Differenzierungsfahigkeit Gber mehrere Passagen
hinweg (Bukowy-Bieryto 2021). Im Rahmen dieser Arbeit wurden primare
Bronchialepithelzellen in Passage 0 direkt nach Isolierung oder Passage 1 verwendet, was die
Anzahl der Versuche sehr von der Zellausbeute nach Isolierung abhangig machte.
Langfristiges Ziel ist der Erhalt der Proliferation der Bronchialepithelzellen Uber mehrere
Passagen hinweg, sowie der Differenzierungsfahigkeit in den héheren Passagen. Dazu gibt
es bereits einige Studien, die zeigen konnten, dass beispielsweise mit Hilfe von Futterzellen
wie embryonalen Mausfibroblasten oder mit Mediumzusatzen wie dem ROCK-Inhibitor Y-
27632 eine stabilere Kultur iber mehrere Passagen erreicht werden kann (Horani et al. 2013,
Liu et al. 2012). Eine Studie in unserer Arbeitsgruppe verglich diese zwei Kultivierungsansatze
mit weiteren Medienzusatzen wie dem TGF-Inhibitor A 83-01 und BMP-Inhibitor DMH-1. Hier
fuhrte die Kultivierung mit embryonalen Mausfibroblasten-konditioniertem Medium in
Kombination mit dem ROCK-Inhibitor zu einer stabileren primaren Epithelzellkultur Gber
mehrere Passagen hinweg (Heyer 2021).

Die Charakterisierung der Basalzellen mittels Immunfluoreszenzfarbungen gegen p63 und
KRT-14 zeigte unterschiedliche Basalzellpopulationen abhangig vom verwendeten
Expansionsmedium. In beiden Medienansatzen wurde in nahezu allen Zellen ein positives
p63-Signal beobachtet. Jedoch zeigten nur ca. 32 % der mit PC Ex+-Medium kultivierten
Zellen ein positives KRT-14-Signal. Im Vergleich dazu waren ca. 95 % der mit AECG-Medium
kultivierten Zellen positiv fur KRT-14. So ahnelte die KRT-14-Verteilung der mit PC Ex+-
Medium kultivierten Zellen der Verteilung in vivo mit ungefahr 40 % (Smirnova et al. 2016).
Dieselben Autoren zeigten, dass KRT-14-positive Zellen auch in metaplastischen Arealen
distaler Bronchialabschnitte vorkommen, welche durch eine hohere Proliferation und
Mehrschichtigkeit gekennzeichnet sind. Diese Beobachtung liel3 sich ebenso auf die mit
AECG-Medium kultivierten Atemwegsmodelle Gbertragen.

5.2 Charakterisierung zum Ausschluss tumordser Merkmale

Es wurden CAF-Marker mittels Immunfluoreszenzfarbung und die 5-ALA-Messung genutzt,
um tumordse Merkmale der genutzten Bronchialepithelzellen auszuschlieRen. Ein Nachteil
des Nachweises der CAF-Marker ist der nur indirekte Tumornachweis, wahrend bei der 5-ALA-
Messung die Bronchialepithelzellen direkt untersucht werden. Der immunhistochemische
Nachweis von CAF-Markern wie a-SMA und MCT-4 ist fur die Diagnose von Tumorzellen

schwierig umzusetzen, da es keine quantitative Methode und die Grenze zwischen gesunden
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Fibroblasten und CAFs nicht eindeutig ist. Ein Abgleich der Untersuchung der CAFs mit der 5-
ALA-Messung oder anderen Methoden ist unerlasslich.

Von funf in der 2D-Kultur untersuchten Probanden war ein Proband in beiden CAF-Markern
deutlich positiv, was auf eine bereits in-vivo erfolgte Aktivierung von Fibroblasten hinweist. Bei
einem Probanden waren lediglich MCT-4-Signale zu sehen. Da MCT-4 nicht nur zwingend in
CAFs exprimiert wird, sondern auch als Folge von oxidativem Stress oder einem zu niedrigem
Medium-pH-Wert hochreguliert wird, ist eine CAF-Aktivierung ohne Expression weiterer CAF-
Marker unwahrscheinlich (Whitaker-Menezes et al. 2011). Bei allen weiteren Probanden
konnte eine Aktivierung aufgrund vollstandig negativer CAF-Marker ausgeschlossen werden.
Im 3D-Modell zeigte sich ein Proband in beiden CAF-Markern positiv. Ein weiterer zeigte nur
bei MCT-4 vereinzelt schwache Signale, bei zwei weiteren Probanden konnten keine CAF-
Signale beobachtet werden. Analog zur 2D-Kultivierung weisen beide positiven Signale auf
eine Aktivierung hin. Diese kann bereits in vivo oder erst in vitro im 3D-Modell erfolgt sein.
Aufgrund der Inkonsistenz der CAF-Marker und der verschiedenen CAF-Subtypen, gekoppelt
mit der hier rein qualitativen Analyse lassen sich nur schwer Aussagen treffen. Um CAFs
besser zu identifizieren, sind semiquantitative Analysen wie Western Blot mit Positiv- und
Negativkontrollen besser geeignet. Des Weiteren sollten Bronchialepithelzellen sowohl in 2D,
in der 3D-Kultur, als auch mit Hilfe der 5-ALA-Messung untersucht werden, um aus
erganzenden Informationen aller Methoden Schliisse zu ziehen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden aus Ressourcengrunden fur die 2D- und 3D-Untersuchung von CAFs unterschiedliche
Probanden untersucht.

Die 5-ALA-Messung hat den Vorteil, dass es eine semiquantitative Methode ist, mit der ein
direkter Tumornachweis méglich ist. Zur in vitro-Diagnostik von Lungentumorzellen mittels 5-
ALA-Messung wurde nur wenig publiziert. Untersuchungen in beispielsweise Haut- oder
Nierentumoren zeigten einen nahezu linearen Anstieg der Fluoreszenz und damit der
Protoporphyrinkonzentration Gber mehrere Stunden, welche nach finf bis sechs Stunden
wieder abfallt (Curnow et al. 2019, Datta et al. 1998, Tunstall et al. 2002). Des Weiteren gibt
es an Bronchusgewebe durchgeflhrte in vivo-Bestimmungen an Klinikprobanden (Hautmann
et al. 2007), als auch in vitro-Messungen an 3D-Organkulturen (Gamarra et al. 2002).

In den vorgenannten Publikationen hat die Kinetik in-vivo und in-vitro bei tumordsem Gewebe
einen ahnlichen Verlauf mit einem starken Anstieg der Fluoreszenz mit einem Maximum nach
ungefahr 150 Minuten und im Verlauf wieder abfallende Werte. Die im Rahmen dieser Arbeit
erhobenen Ergebnisse von Probandenzellen und Kontroll-NHBEs zeigten Gber 210 Minuten
durchgehend relativ stabile Werte ohne den tumorspezifischen Anstieg der Fluoreszenzwerte,
wie es in den beiden Veroffentlichungen beschrieben ist. Man kann davon ausgehen, dass die
gemessenen Probandenzellen aufgrund ihres stabilen Verlaufs und dem mit den Kontroll-

NHBESs verglichenem niedrigeren oder vergleichbaren Fluoreszenzniveau nicht tumords sind.
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Neben den im Rahmen diese Arbeit genutzten Methoden, gibt es weitere Moglichkeiten, einen
Tumorcharakter auszuschliefRen. Beispielsweise kénnen histologische oder
molekulargenetische Untersuchungen genutzt werden, die aber eine weitere Nutzung des
Gewebes im Sinne einer Zellkultur ausschlielen. Eine geeignete nicht-invasive Methode ist
die Raman-Spektroskopie, die sich die zelltypspezifischen Molekile von gesunden und
tumorésen Zellen zunutze macht, um sie mittels eines zellspezifischen Spektrums zu
charakterisieren (Steinke et al. 2014). Diese Methode wurde zum Zeitpunkt der

Veroffentlichung noch etabliert und stand deswegen dieser Arbeit noch nicht zur Verfugung.

5.3 3D-Modellimorphologie

Die Alcianblau-Farbungen der 3D-Atemwegsmodelle zeigten deutliche Unterschiede in der
Morphologie des Epithels. Die mit AECG-Medium kultivierten Modelle waren durch ein
hyperplastisches mehrschichtiges Epithel gekennzeichnet. Da nicht jede Epithelzelle Kontakt
zur Basalmembran hatte, kann nicht von einem mehrreihigen Epithel gesprochen werden (Cao
et al. 2020). Auffallig war vor allem die gehauft auftretende ungerichtete Mukussekretion, die
in mukushaltigen Zysten resultierte. Ahnliche Zysten beschreibt auch Bovard et al. bei der
Langzeitkultivierung von Atemwegsmodellen Uber funf bis neun Wochen, lediglich kultiviert mit
PC ALI-Medium (Bovard et al. 2020). Die Autoren beobachten eine vor allem
probandenabhangige Zystenentwicklung. Zu vermuten ist, dass die Individualitat der
Probanden und das verwendete Nahrmedium gleichermalien eine Rolle spielen. Der
Mechanismus dieser Zystenentwicklung ist bisher nicht bekannt. Es scheint aber vor allem der
intra- und extrazellulare Calcium- und Bikarbonathaushalt in der Exozytose von Muzinen eine
Rolle zu spielen. Ein vor allem niedriger Spiegel beider Elektrolyte kdnnte in einer gestdrten
Exozytose und ungerichteten Sekretion resultieren (Bou-Hanna et al. 1994, Liu et al. 2015).
Aber auch fur das AECG-Medium ist die genaue Elektrolyt-Zusammensetzung nicht
zuganglich. Die Beschreibung einer &hnlichen hyperplastischen Epithelentwicklung mit AECG-
Medium konnte in der Literatur nicht gefunden werden, in einigen Studien konnte mit AECG-
Medium jedoch ein differenziertes Atemwegsepithel aufgebaut werden (Schweinlin et al. 2017,
Steinke et al. 2014).

Im Vergleich entwickelte sich bei Kultivierung mit PC ALI-Medium ein flacheres und eher
mehrreihiges Epithel, bei dem ein Ziliensaum histologisch erkennbar war und die
Mukussekretion gerichtet nach apikal erfolgte. Nach 21 Tagen Kultivierungszeit entsprach das
Modell histologisch am ehesten einem differenzierten Bronchialepithel. Der Aufbau von
bronchialen Atemwegsmodellen mit PC ALI-Medium ist bereits in der Literatur beschrieben
(Bovard et al. 2020, Leung et al. 2020, Rayner et al. 2019). Diese Studien verwendeten jedoch

synthetische Matrices ohne Co-Kultur, wodurch sich diese Arbeit durch die Erganzung einer
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biologischen Matrix mit Probanden-eigenen eingewanderten Fibroblasten von ebendiesen
abhebt.

Des Weiteren wurden die Epitheldicken der 3D-Modelle verglichen. Nach 21 Tagen
Kultivierung maf3en die mit AECG-Medium kultivierten Modelle durchschnittlich 110,0 ym
Dicke (+/- 43,7 ym), die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle 30,9 pm (+/- 4,1 uym). Es
wurden in  verschiedenen Studien in vivo-Messungen von physiologischen
Atemwegsepithelien durchgefihrt. Die Werte proximaler Bronchien reichen von
durchschnittlich 28,0 um (+/- 9,7 um) (Cohen et al. 2007) bis zu einer Spanne von ungefahr
22 um bis 56 um (Tsartsali et al. 2011). In letzterer der beiden Studien wurde festgestellt, dass
die Epitheldicke abnimmt, je alter die Probanden sind. Eine solche Korrelation konnte in den
3D-Modellen der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Neben der Abhangigkeit vom
Alter der Probanden ist die Epitheldicke auch vom Bronchusabschnitt abhangig, von dem das
Gewebe entnommen wurde. Im proximalen Abschnitt wie der Trachea und den
Hauptbronchien ist das Epithel hochprismatisch aufgerichtet, wahrend es im Verlauf Richtung
Bronchioli flacher und kuboidaler wird (Hastedt et al. 2016). Auch die in dieser Arbeit
verwendeten Bronchusgewebe stammen von verschiedenen bronchialen Abschnitten. Ein
Abgleich der Epitheldicke zwischen in vitro-Modell und zugehérigem nativem in vivo-
Bronchusgewebe war methodisch leider nicht moglich. Es |asst sich aber sagen, dass sich die
mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle im physiologischen Bereich der Epitheldicke
bewegten, wahrend die mit AECG-Medium kultivierten hyperplastischen Modelle deutlich Gber
den physiologischen Werten lagen.

Die Vimentin-Immunfluoreszenzfarbungen zeigten eine erfolgreiche Co-Kultur von
Bronchialepithelzellen mit in die Matrix eingewanderten bronchialen, Probanden-eigenen
Fibroblasten. Es zeigten sich keine Unterschiede in den beiden Medienansatzen. Auffallig war
die unterschiedliche Dicke und Kompaktheit der Matrix in verschiedenen 3D-Modellen. Dies
kann zum einen an einer unterschiedlich starken Straffung der Matrix bei der Vorbereitung der
Kronen liegen, zum anderen am unterschiedlichen Remodelling durch die bronchialen
Fibroblasten. Es ist bekannt, dass Fibroblasten in dreidimensionalen Matrices sowohl durch
Kontraktion, als auch durch Auflésen und Synthese von Kollagen die Matrix umbauen kénnen.
Tatséchlich geht eine starke Straffung der Matrix (=hohe Spannung) mit einer
Umorganisierung des Zytoskellets einher, was unter anderem dazu fiihrt, dass Fibroblasten
Kollagen synthetisieren (Rhee 2009). So flihrt eine unterschiedlich starke Straffung der Matrix
zu einem spannungsabhdngigen Remodelling der Matrix durch die eingewanderten
Fibroblasten. Durch die Verwendung der biologischen Matrix SIS und einer erfolgreichen Co-
Kultur von Bronchialepithelzellen mit in die Matrix eingewanderten Fibroblasten wurde eine
hohe in vivolin vitro-Korrelation erreicht, die bisher publizierte Modelle um die stromale

Umgebung erganzt.
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5.4 3D-Modelldifferenzierung

Weiterfuhrend wurden spezifische Merkmale untersucht, die charakteristisch fir ein
differenziertes Bronchialepithel sind. In der Ausbildung von E-Cadherin-abhangigen Zell-Zell-
Kontakten zeigten sich nach 21 Tagen Kultivierung keine Unterschiede im Vergleich beider
Medienansatze. Ebenso kam es zu einer ahnlichen physiologischen Verteilung von p63-
positiven Basalzellen.

Unterschiede zugunsten der mit PC ALI-Medium Kkultivierten Modelle wurden bei den
sezernierten Muzinen Muc5B und Muc5AC, der Ausbildung zilientragender Zellen und der
Barriereeigenschaften des Epithels festgestellt. Die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle
sezernierten mehr Muc5B und Muc5AC, wahrend die mit AECG-Medium kultivierten Modelle
vor allem durch intraepitheliale Zysten gekennzeichnet waren. Auffallig war, dass bei beiden
Medienansatzen mehr Muc5B als Muc5AC sezerniert wurde. Dies spiegelt die in vivo-Situation
wieder, in der Muc5B in gesunden Atemwegen das vorherrschende Muzin ist, wahrend
Muc5AC vor allem bei inflammatorischen Vorgangen hochreguliert wird (Bonser and Erle
2017).

Auch zeigten die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle signifikant mehr ac. a-Tubulin,
welches Bestandteil der Zilien ist. Diese Modelle zeigten einen Ziliensaum, der mindestens
50% der epithelialen Oberflache ausmachte. Dies ahnelt der Zusammensetzung des
Atemwegsepithels in vivo mit 60-80% Zilienzellen (Feriani et al. 2017). Letztlich zeigte sich in
der Zilienschlagfrequenz kein Unterschied im Vergleich beider Medienansatze. Eventuell
kénnte bei erfolgreicher Ziliendifferenzierung die finale Schlagfrequenz konstant sein. Ahnliche
Ergebnisse zeigten auch Leung et al., die Atemwegsmodelle mit PC ALI- und BEDM-Medium
aufbauten, welches als Expansionsmedium dem AECG-Medium ahnlich ist. Auch hier zeigten
beide Medienansatze eine nahezu identische Zilienschlagfrequenz von ungefahr 10,4 Hz
(Leung et al. 2020).

Die TEER-Messung ist eine etablierte Methode zur Charakterisierung der epithelialen Barriere.
Hohe TEER-Werte wurden lange mit einer hohen Dichte von Tight Junctions und somit mit
einer guten Differenzierung des Epithels gleichgesetzt. Die im Rahmen dieser Arbeit mit
AECG-Medium aufgebauten Modelle zeigten - auf den ersten Blick paradoxerweise - hohere
und variablere TEER-Werte als die mit PC ALI-Medium kultivierten Atemwegsmodelle.
Zugleich ging die Kultivierung mit PC ALI-Medium aber mit einer starkeren Ausbildung von
Tight Junctions einher, ebenso zeigten die Modelle morphologisch ein differenzierteres
Flimmerepithel. Das zeigt, dass die hohen TEER-Werte der mit AECG-Medium kultivierten
Modelle nicht aus einer besseren Differenzierung resultieren, sondern eher der Ausbildung
eines hyperplastischen Epithels mit einer groRen Oberflache zuzuschreiben sind, welche

ebenfalls einen Einfluss auf den TEER-Wert hat. Da der angelegte Strom nicht nur
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parazellular, sondern auch transzellular flieRen kann, konnten die niedrigeren Werte der mit
PC ALI-Medium kultivierten Modelle auch durch eine héhere Aktivitdt von lonenkanalen zu
erklaren sein (Leung et al. 2020). Der TEER-Wert allein kann somit ohne zusatzliche
Betrachtung der Histologie und Tight Junction-spezifischen Proteinen wie ZO-1 kaum
interpretiert werden.

Es gibt bereits Studien, die analog hierzu héhere TEER-Werte bei mehrschichtig und eher
undifferenzierten Epithelien von primaren Bronchialepithelzellen gemessen haben (Leung et
al. 2020, Schamberger et al. 2015, Oshima et al. 2011, Yamaya et al. 1992). Generell ist der
Vergleich von absoluten TEER-Werten zwischen verschiedenen Studiengruppen jedoch
schwierig, da die TEER-Messung von vielerlei Faktoren abhangig ist. So haben die
Messtemperatur, die Zellpassage, das Zellkulturmedium, die Kultivierungsdauer,
Scherbelastungen durch mechanische Stérungen und individuelles Handling Einfluss auf die
Messung (Srinivasan et al. 2015).

Die Kultivierung mit PC ALI-Medium fuhrte zu einer besseren Epitheldifferenzierung. Die
genaue Zusammensetzung des Mediums ist nicht bekannt, so dass Rickschlisse auf einzelne
Faktoren, die fur die bessere Differenzierung verantwortlich waren, schwierig sind. Es ist aber
bekannt, dass AECG-Medium mit 0,1 ng/ml und PC ALI-Medium mit unbekannter
Konzentration Retinsaure enthalten (PromoCell 2021b, Lee et al. 2020). Retinsdure fordert
konzentrationsabhangig durch Bindung an den Retinsaure-Rezeptor a vor allem die muzinare
Differenzierung von Bronchialepithelzellen. Eine niedrige Konzentration geht mit einem
mehrschichtigen Epithelaufbau einher, wahrend héhere Konzentrationen eine mehrreihige
Differenzierung begunstigen (Nettesheim et al. 2000). Sehr hohe Konzentrationen tber 100
nM kdénnen aber wiederum mit einer niedrigen Differenzierungskapazitat einhergehen
(Luengen et al. 2020). Der mehrschichtige Aufbau der mit AECG-Medium kultivierten Modelle
konnte also auf eine eher niedrige Retinsaure-Konzentration zurlickzufiihren sein. Ein weiteres
kauflich erhaltliches Differenzierungsmedium beinhaltet mit 30 ng/ml die 300-fache
Konzentration der Retinsdure im AECG-Medium (Lifeline Cell Technology 2016). Das PC ALI-
Medium konnte eventuell ebenso eine hdhere Konzentrationen an Retinsdure aufweisen, oder
aber die bessere Differenzierung ist auf andere, unbekannte (Wachstums-)Faktoren
zurtuckzufuhren. In der Arbeit von Ng-Blichfeldt et. al fuhrte die Inhibition des Retinsaure-
Signalwegs zu einer erhdhten Proliferation von distalen Lungenorganoiden, aber gleichzeitig
zu schlechter Differenzierung (Ng-Blichfeldt et al. 2018). Die Verwendung von Retinsdure ware
zusammenfassend bei der Kultivierung von Bronchialepithelzellen in der 2D-Kultur nachteilig,
was ungeachtet der hier gezeigten Ergebnisse fur die geringere Konzentration im AECG-
Medium sprechen wirde, und im 3D-Modell differenzierungsférdernd (héhere Konzentration
im PC ALI-Medium vorteilhaft).
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5.5 Fazit

Die Kultivierung mit PC ALI-Medium fiihrte nicht nur zu einem physiologischerem
Atemwegsmodell, sondern zusatzlich zu einer hdheren Reproduzierbarkeit. Mit der Integration
einer biologischen Matrix SIS und der Co-Kultur mit bronchialen, Probanden-eigenen
Fibroblasten konnte das Modell um den stromalen Anteil des Bronchus, der in vivo durch die
Lamina propria gebildet wird, erweitert werden. So bilden diese Modelle die Grundlage fir
weiterflhrende Studien, die die Wechselwirkungen zwischen Bronchialepithelzellen und
Fibroblasten untersuchen, welche beispielsweise bei COPD (chronic obstructive pulmonary
disease) eine Rolle spielen. Die Modelle kdnnen durch weitere Zelltypen wie Makrophagen
oder Endothelzellen erganzt werden, um die in vivo Situation noch besser abzubilden.
Aulerdem kann durch Infektion mit zum Beispiel Influenza-Viren oder SARS-CoV-2 die
Ausbreitung von Erregern in den Atemwegen untersucht werden. Des Weiteren kdnnen

pharmakologische oder toxikologische Studien durchgefihrt werden.
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6 Zusammenfassung

Der Aufbau von in vitro-Atemwegsmodellen wird flr pathomechanistische Analysen von
Atemwegserkrankungen immer wichtiger. Bestehende Modelle sind durch ihre unvollstandige
zellulare Komplexitat begrenzt und bilden meist nur den epithelialen Anteil der Atemwege ab.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein 3D-humanes Atemwegsmodell aus primaren
Bronchialepithelzellen in Co-Kultur mit Probanden-eigenen bronchialen Fibroblasten auf einer
biologischen Matrix aufgebaut.

Primare, humane Bronchialepithelzellen und Fibroblasten wurden aus Bronchusgewebe
isoliert und die Epithelzellen in zwei verschiedenen Medien (AECG oder PC Ex+) kultiviert. In
Passage 1 erfolgte eine Charakterisierung mittels Immunfluoreszenz. Zum Aufbau der 3D-
Modelle wurden die Epithelzellen auf einer biologischen Kollagenmatrix mit den Fibroblasten
unter Air-Lift-Bedingungen und in zwei verschiedenen Kulturmedien (AECG oder PC ALI) Gber
21 Tage kultiviert. Die 3D-Modelle wurden mittels Histologie und Immunfluoreszenzfarbung
charakterisiert. Die epithelialen Barriereeigenschaften wurden durch Messungen des
transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) charakterisiert. Das Vorhandensein und
die Funktion von Kinozilien wurden durch Western Blots und durch Mikroskopie mit einer
Hochgeschwindigkeitskamera bestimmt.

In 2D-Kulturen mit PC ALI-Medium wurde anhand der Anzahl von Ki-67-positiven Epithelzellen
eine hdéhere Proliferationsrate im Vergleich zur Kultur mit AECG-Medium festgestellt. Mit
AECG-Medium war andererseits die Anzahl von KRT-14-positiven Epithelzellen mit AECG-
Medium erhéht. In 3D-Modellen fiihrte die Kultivierung mit AECG-Medium zu einer starken
Zellproliferation, die in einem hypertrophen Epithelgewebe und intraepithelialen Mukusblasen
resultierte. Im Gegensatz dazu entwickelten die mit PC ALI-Medium kultivierten Modelle ein
differenziertes Bronchialepithel. PC ALI-Medium fiihrte zu einer hdheren Muc5B/AC-
Sekretion, die gerichtet nach apikal erfolgte. TEER-Messungen bestatigten eine stabile
Epithelbarriere, wahrend die Modelle mit AECG-Medium sehr schwankende Werte aufwiesen.
Western Blots zeigten mehr ac. a-Tubulin (Zilienkomponente) mit PC ALI-Medium. Funktionell
gab es keinen Unterschied in der Zilienschlagfrequenz. Beide Medienansatze erreichten
physiologische Frequenzen um die 10 Hz.

Die in dieser Arbeit vorgestellten, mit PC ALI-Medium Kkultivierten 3D-humanen
Atemwegsmodelle zeigten eine hohe in vivolin vitro-Korrelation. Diese Modelle schlieen eine
translationale Licke zwischen 2D-Kulturen bzw. Modellen mit geringer Komplexitat und
Tierversuchen. Durch die Erweiterung des Epithels durch eine stromale Komponente bildet
das Modell die Grundlage fiir weiterfuhrende komplexere Studien. Generell kann an diesem
Modell pharmakologische, infektiologische und inflammatorische Forschung betrieben

werden.
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