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Zusammenfassung  
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung und Mukoviszidose sind durch eine übermäßige 

Schleimproduktion, eine eingeschränkte mukoziliäre Clearance sowie eine verminderte 

Regenerationsfähigkeit des respiratorischen Epithels gekennzeichnet. Diese Veränderungen führen im 

Verlauf zu einem fortschreitenden Verlust der Lungenstruktur und -funktion bei den betroffenen 

Patienten. Da derzeitige Therapieansätze vor allem symptomorientiert sind und die 

Krankheitsprogression lediglich verlangsamen, besteht ein hoher Bedarf an innovativen 

Behandlungsstrategien. Das respiratorische Epithel stellt hierfür ein besonders attraktives Ziel dar. 

Im Jahr 2021 wurden in Deutschland 1,86 Millionen Versuchstiere, überwiegend Nager, in 

Tierversuchen eingesetzt. Zusätzlich wurden 644.207 Tiere zur Organ- oder Gewebeentnahme getötet 

(Bf3R, 2023). Für die Erforschung von Atemwegserkrankungen wurden insgesamt 16.824 Tiere 

verwendet. Tierversuche sind für die regulatorische Sicherheitsbewertung gesetzlich vorgeschrieben. 

Laut Tierschutzgesetz (§7 Abs. 1) sind sie jedoch auf ein notwendiges und ethisch vertretbares Maß zu 

beschränken. Daher ist die Entwicklung menschlicher Zellmodelle unerlässlich, um die Zahl der Tiere 

zu reduzieren, die Aussagekraft zu erhöhen und den 3R-Prinzipien gerecht zu werden. 

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von 3D-Lungenorganoid-Plattformen zur Prüfung 

pharmazeutischer Wirkstoffe im Hinblick auf zelluläre Seneszenz, Entzündungsprozesse und Toxizität. 

Zur umfassenden Charakterisierung der Modelle kamen moderne Methoden wie die 

Einzelzellsequenzierung zum Einsatz. 

In Matrigel differenzierte Organoide wurden mit Doxorubicin, den Senolytika Quercetin und Dasatinib 

und der Kombination von Doxorubicin mit den Senolytika behandelt. Quercetin und Dasatinib wirkten 

der Doxorubicin-induzierten β-Galactosidase-Aktivität und der Freisetzung von Zytokinen und 

Stressfaktoren entgegen, ohne die Integrität der Organoide zu beeinflussen. Die Einzelzellsequenzierung 

zeigte, dass die Organoide aus (Übergangs-) Basal-, Sekretions-, Becher-, deuterosomalen und 

Flimmerzellen bestanden. Es wurden seneszenzartige Zellen identifiziert, die durch eine starke 

Expression der Seneszenzmarker CDKN1A (p21), CDKN2A (p16), TIMP2 und GDF15 und eine erhöhte 

Aktivität der BATF- und PRDM1-Regulone gekennzeichnet waren. Die Quercetin-Behandlung führte 

zu einem verringerten Anteil seneszenter Zellen, wohingegen die Doxorubicin-Behandlung zu einem 

erhöhten Anteil an Becherzellen mit erhöhter Expression von Genen führte, die mit Entgiftung assoziiert 

sind (z. B. CYP1A1, ALDH1A3). 

Matrigel wird aus Tumor-belasteten Mäusen gewonnen. Es ist daher wichtig, Matrigel-freie Organoid-

Modelle zu entwickeln. Matrigel-freie Apikal-Out-Organoide wurden mit Interleukin-13 während der 

Differenzierungsphase stimuliert. Dies führte zum Verlust der Organoidmotilität. Histologie, 

Immunhistochemie, Einzelzellsequenzierung und semiquantitative RT-PCR zeigten, dass Interleukin-
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13 einen sekretorischen Phänotyp induziert. Dies wurde mittels Proteomanalyse bestätigt. 

Einzelzellanalysen an Tag 2 und 4 zeigten auf, wie Basalzellen sich über deuterosomale Zellen zu Zilien-

Organoiden differenzieren und das Lungenpathogen non-typable Haemophilus influenzae die 

Expression von Entzündungsmediatoren in Übergangsbasalzellen induziert.  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass 3D-Lungenorganoid-Plattformen erfolgreich für 

präklinische Wirkstofftests etabliert wurden. Im 24- bzw. 96-Well-Format können verschiedene 

Endpunkte innerhalb eines einzigen Versuchszyklus erfasst werden. Darüber hinaus ermöglichen 

vielfältige Methoden, wie biochemische Assays und Einzelzellsequenzierungen, weiterführende 

mechanistische Analysen. Der Einsatz Matrigel-freier Organoide stellt einen bedeutenden Fortschritt im 

Sinne der 3R-Prinzipien dar und bietet Potenzial für die Anwendung sowohl in der regulatorischen 

Bewertung als auch in der Grundlagenforschung. 
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Summary  
3D lung organoids as a translational model for the development and disease modeling of chronic 

lung diseases 

Chronic obstructive pulmonary disease and cystic fibrosis are characterized by excessive mucus 

production, impaired mucociliary clearance, and reduced regenerative capacity of the respiratory 

epithelium. These changes lead to a progressive loss of lung structure and function in affected patients. 

Since current therapeutic approaches are primarily symptom-oriented and only slow disease 

progression, there is a high demand for innovative treatment strategies. The respiratory epithelium 

represents a particularly attractive target in this regard. 

In 2021, 1.86 million laboratory animals, predominantly rodents, were used in animal experiments in 

Germany. An additional 644,207 animals were killed for organ or tissue harvesting (Bf3R, 2023). A 

total of 16,824 animals were used for research into respiratory diseases. Animal testing is legally 

required for regulatory safety assessments. However, according to the Animal Welfare Act (§7 para. 1), 

it must be limited to what is necessary and ethically justifiable. Therefore, the development of human 

cell models is essential to reduce the number of animals used, increase the statistical power, and adhere 

to the 3R principles. 

The aim of this work was to develop 3D lung organoid platforms for testing pharmaceutical agents with 

regard to cellular senescence, inflammatory processes, and toxicity. Modern methods such as single-cell 

sequencing were used for comprehensive characterization of the models. 

Organoids differentiated in Matrigel were treated with Doxorubicin, the senolytics Quercetin and 

Dasatinib, and a combination of Doxorubicin and the senolytics. Quercetin and Dasatinib counteracted 

Doxorubicin-induced β-galactosidase activity and the release of cytokines and stress factors without 

affecting the integrity of the organoids. Single-cell sequencing revealed that the organoids consisted of 

(transitional) basal, secretory, goblet, deuterosomal, and ciliated cells. Senescence-like cells were 

identified, characterized by strong expression of the senescence markers CDKN1A (p21), CDKN2A 

(p16), TIMP2, and GDF15, and increased activity of the BATF and PRDM1 regulons. Quercetin 

treatment resulted in a decreased proportion of senescent cells, whereas Doxorubicin treatment led to an 

increased proportion of goblet cells with enhanced expression of genes associated with detoxification 

(e.g., CYP1A1, ALDH1A3). 

Matrigel is derived from tumor-affected mice. Therefore, it is important to develop Matrigel-free 

organoid models. Matrigel-free apical-out-organoids were stimulated with interleukin-13 during the 

differentiation phase. This led to a loss of organoid motility. Histology, immunohistochemistry, single-

cell sequencing, and semi-quantitative RT-PCR showed that interleukin-13 induces a secretory 

phenotype. This was confirmed by proteomic analysis. Single-cell analyses on days 2 and 4 revealed 



 
4 

 

how basal cells differentiate into ciliated organoids via deuterosomal cells and how the lung pathogen 

non-typable Haemophilus influenzae induces the expression of inflammatory mediators in transitional 

basal cells. 

In summary, 3D lung organoid platforms have been successfully established for preclinical drug testing. 

In 24- or 96-well formats, various endpoints can be assessed within a single experimental cycle. 

Furthermore, diverse methods, such as biochemical assays and single-cell sequencing, enable further 

mechanistic analyses. The use of Matrigel-free organoids represents a significant advance in line with 

the 3R principles and offers potential for application in both regulatory assessment and basic research. 
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1. Einleitung 

1.1 Der Respirationstrakt  

Der Respirationstrakt lässt sich in zwei Hauptabschnitte gliedern: die oberen Atemwege, bestehend aus 

Nasenhöhle, Rachen und Kehlkopf, sowie die unteren Atemwege, zu denen die leitenden Luftwege 

(Luftröhre, Bronchien, Bronchiolen) und das Lungenparenchym gehören [111]. Die Lunge ist ein 

komplexes und hochspezialisiertes Organ, das aus über 40 verschiedenen Zelltypen besteht, von denen 

jeder spezifische Aufgaben in verschiedenen Regionen der Lunge erfüllt [256]. Die Hauptaufgabe des 

Lungensystems ist der Austausch von O2 und CO2 [251]. Das Atemwegsepithel, das sich von der 

Nasenhöhle bis zu den terminalen Bronchiolen erstreckt, ist mit Flimmerzellen und sekretorischen 

Zellen ausgekleidet. Diese sind hauptsächlich dafür verantwortlich, Feinstaub und infektiöse 

Krankheitserreger aus der Atemluft durch die mukoziliäre Clearance zu entfernen. Die mukoziliäre 

Clearance stellt die erste Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger dar, die sich an die Schleimschicht 

anheften. Dieser Mechanismus ist für die vollständige Funktion der Lunge unerlässlich [203]. Aufgrund 

der ständigen Exposition der Lunge gegenüber luftübertragenen Reizstoffen wie Schadstoffen, 

Bakterien und Viren haben sich diverse Mechanismen zur Reparatur entwickelt [114]. Die zelluläre 

Zusammensetzung variiert abhängig von ihrer anatomischen Position entlang der proximal-distalen 

Achse und nimmt in seiner Dicke zunehmend ab. Die Anzahl an Becherzellen nimmt beispielsweise 

entlang der proximal-distalen Achse zu [111].  

Einzelzellanalysen haben ein neues Licht auf die das Atemwegsepithel aufbauenden Zelltypen und deren 

Differenzierung geworfen [73]. Es zeigte sich, dass das Atemwegsepithel aus Club- (oder auch 

Keulenzellen), Becher-, Zilien-, und Basalzellen sowie seltenen Zellen wie neuroendokrine Zellen und 

Ionozyten besteht [251]. Basalzellen sind die Vorläuferzellen, aus denen sich sekretorische 

(Keulenzellen, Becherzellen) und über deuterosomale Zellen Zilienzellen differenzieren [214], wobei 

Zilienzellen sich über Keulenzellen differenzieren, aber auch direkt aus Basalzellen hervorgehen  

können [206,234]. Basale Stammzellen kleiden die Basalmembran aus, Becherzellen produzieren 

Schleim, an den eingeatmete Partikel und Krankheitserreger haften, während Flimmerzellen bewegliche 

Kraft erzeugen, um diese aus der Lunge zu entfernen [114]. Clubzellen sind für die Entgiftung 

schädlicher Substanzen verantwortlich, die in die Lunge eingeatmet werden, einschließlich des 

Absorbierens von Giftstoffen aus der Luft und deren Abbau über ihre Cytochrom-P450-Enzyme [87]. 

Neben Basalzellen sind auch Clubzellen mitotisch aktiv, was vermutlich bei der epithelialen 

Regeneration und Reparatur von Bedeutung ist [206]. Clubzellen können als Vorläufer sowohl von 

Zilien- als auch von Becherzellen dienen [219]. Für die verschiedenen Zelltypen wurden allgemein 

anerkannte Zellmarker festgelegt, die spezifisch in den entsprechenden Zellen exprimiert werden (Abb. 

1).  So exprimieren Basalzellen unter anderem zum Beispiel Keratin 5 (KRT5) und den 

Transkriptionsfaktor Tumorprotein p63 (TP63), Clubzellen Secretoglobin Family 1A Member 1 
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(SCGB1A1) und Zilienzellen Forkhead Box J1 (FOXJ1) [267]. Jüngste Studien haben neue Unterklassen 

innerhalb der einzelnen Zelltypen und einen neuen seltenen Zelltyp beschrieben: die Ionozyten. 

Ionozyten machen nur 1–2 % der menschlichen Atemwegsepithelzellen aus, sind jedoch stärker mit 

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)-mRNS angereichert als jeder andere 

Atemwegszelltyp [199]. Die Alveolen sind von zwei Zelltypen ausgekleidet: spezialisierten alveolären 

Typ-II-Zellen (AEC2), die Tenside und andere Proteine absondern, und sehr dünne, empfindliche Typ-

I-Zellen (AEC1), die eine große Oberfläche für den Gasaustausch mit den umgebenden Kapillaren 

bieten. Die Typ-II-Zelle ist die Vorläuferzelle für Typ-I-Zellen [243].  

 

Abb. 1 Schematische Darstellung der verschiedenen Bereiche im Lungensystem. (A) Das obere Feld zeigt die 

Zellzusammensetzung der Luftröhre und der oberen Atemwege. Das mittlere Feld ist eine schematische 

Darstellung der oberen Bronchiolen. Das Untere zeigt den distalen Bereich der Lunge, die Alveolen. Hellgrau 

zeigt Luft, die durch das Lungensystem und dadurch apikale Seite der Zellen fließt. (B) Überblick über den 

Differenzierungsweg der Zelltypen im Atemwegsepithel: Das Atemwegsepithel besteht hauptsächlich aus Zilien-

, Becher- und Basalzellen sowie selteneren Zelltypen wie Ionozyten, neuroendokrinen Zellen (PNEC), 

Bürstenzellen und deuterosomale Zellen [220,251]. Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt.  

1.2 Chronisch Obstruktive Lungenerkrankungen  

1.2.1 Epidemiologie von COPD und Asthma bronchiale  

Atemwegserkrankungen sind eine Hauptursache für Morbidität und Mortalität [97]. Die 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) schätzt, dass chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (COPD) 

jedes Jahr weltweit für den Tod von 3 Millionen Menschen verantwortlich sind [74]. COPD 

beeinträchtigt die Lebensqualität der Patienten aufgrund von Kurzatmigkeit und chronisch produktivem 

Husten, der sich im Laufe der Jahre zu einer chronischen Ateminsuffizienz entwickeln kann [249]. 

COPD wurde von der Initiative Global Obstructive Lung Disease (GOLD) der WHO beschrieben [197]. 

Dieser Überbegriff umfasst mehrere Erkrankungen, die durch Atemwegs- und Parenchymentzündungen 

sowie Gewebezerstörung (d.h. Emphysem, chronische Bronchitis, chronische Bronchiolitis) 
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gekennzeichnet sind, die alle zu einer Einschränkung des Luftstroms (Obstruktion) führen [209]. 

Rauchen ist eine Hauptursache für COPD. Bei Dauerrauchern liegt das Risiko, an COPD zu erkranken, 

bei mindestens 25 % [162]. Sowohl beim Menschen [167] als auch bei Nagetieren [281] verursacht 

Tabakrauch innerhalb von Minuten oder Stunden nach der Exposition Entzündungsreaktionen der 

Atemwege und chronische Exposition führt zu einem Verlust an Lungenfunktion bis hin zum 

Lungenemphysem. COPD schreitet mit dem Altern voran, und chronisches Rauchen ist der 

hauptsächliche Grund für pathologische Veränderungen der Lunge, was gleichzeitig mit biologischer 

Alterung einhergeht [132]. Zigarettenrauch verursacht DNS-Schäden, was zu vorzeitiger und 

beschleunigter Lungenalterung und zu Lungenkrebs führen kann. COPD ist ein unabhängiger 

Risikofaktor für Lungenkrebs [241,250].  

Nach WHO-Angaben ist Asthma bronchiale eine der häufigsten chronischen Krankheiten von der 

weltweit rund 260 Millionen Menschen (2019) betroffen sind [259]. Asthma bronchiale ist eine 

chronisch entzündliche Atemwegserkrankung, die durch eine bronchiale Hyperreagibilität und eine in 

der Regel reversible Atemwegsobstruktion gekennzeichnet ist. Die Krankheit kann sowohl in 

allergischer (externer) Form aufgrund von Umweltallergenen oder als intrinsische Form, durch Infekte, 

ausgelöst werden [7]. Infektionen, Exposition gegenüber Mikroben, Schadstoffen und Allergenen, aber 

auch Ernährung und psychosoziale Faktoren können zur Entstehung von Asthma beitragen [212]. Es 

treten Symptome wie Kurzatmigkeit, Keuchen und Husten auf, die die Lebensqualität der Patienten 

beeinträchtigen. Es kann ebenfalls zur vermehrten Schleimproduktion in den Atemwegen führen, was 

die Atembeschwerden verschlimmern kann [204].  

1.2.2 Pathologische Veränderungen der Lunge bei COPD 

Pathologische Veränderungen der COPD treten vor allem in den Atemwegen, im Lungenparenchym 

und im Lungengefäßsystem auf [241]. Zu den pathologischen Veränderungen in den zentralen 

Atemwegen gehören Epithelzellläsionen, Entzündungszellinfiltration, vermehrte Becherzellen und 

erhöhte Schleimdrüsensekretion. Zu den pathologischen Veränderungen in den kleinen peripheren 

Atemwegen gehören die Schrumpfung der kleinen peripheren Atemwege und der Verlust der kurzen 

und terminalen feinen Bronchiolen [143,284]. Neue Daten zeigen, dass die kleinsten leitenden 

Atemwege, die terminalen Bronchiolen, der frühe Ort der Gewebezerstörung bei COPD sind und bis zur 

Diagnose einer leichten COPD (Stadium 1) um bis zu 41 % reduziert sind [31]. Das Fortschreiten der 

COPD ist mit der Ansammlung von entzündlichen Schleimexsudaten im Lumen und der Infiltration der 

Wand durch angeborene und adaptive entzündliche Immunzellen verbunden, die lymphatische Follikel 

bilden können [115]. Basalzellen sind entscheidend für die Regeneration des menschlichen 

Lungenatemwegepithels und es wird angenommen, dass pathologische Veränderungen in Basalzellen 

zur Entstehung und Progression der COPD und anderen Lungenerkrankungen beitragen [270]. 

Dysfunktionale Basalzellen mit erschöpften Stammzellfunktionen tragen vermutlich zu der 

Umgestaltung der Atemwege bei chronischen Lungenerkrankungen entscheidend bei. So kann es zu 
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einer gesteigerten Basalzellproliferation einhergehend mit einem Verlust der Differenzierungskapazität, 

aber auch Becherzellhypoplasie kommen, was die zelluläre Zusammensetzung des Epithels drastisch 

verändert [65].  

1.2.3 Seneszenz bei der COPD  

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass COPD eine Krankheit der beschleunigten Lungenalterung 

ist, bei der sich seneszente Zellen ansammeln. Diese Zellen verlieren ihre Fähigkeit zur Reparatur und 

sezernieren Entzündungsproteine und Stressfaktoren, die als Seneszenz-assoziierter sekretorischer 

Phänotyp (SASP) bekannt sind. Diese Proteine ahmen das Profil von Entzündungsmediatoren nach, die 

bei COPD sezerniert werden [11]. Die Seneszenz ist in Lungengewebe und Strukturzellen von Patienten 

mit COPD erhöht [36,125,171,274]. Es wurde gezeigt, dass Seneszenzmarker, einschließlich p16 und 

p21, sowohl im Atemwegsepithel als auch im Endothel von Lungenproben von Patienten mit COPD 

hochreguliert sind, was darauf hindeutet, dass die zelluläre Seneszenz eine wichtige Rolle in der 

Pathophysiologie der COPD spielt [4,241]. Patienten mit COPD haben im Vergleich zu 

Kontrollpersonen kürzere Telomere [86]. Die Telomer-Dysfunktion ist stark an der Induktion und 

Aufrechterhaltung der Seneszenz beteiligt [24].  

Eine Hauptursache für COPD ist chronisch oxidativer Stress als Folge von langfristigem Rauchen, der 

Verwendung von Biomassebrennstoffen und der Belastung durch Luftverschmutzung [257]. Seneszente 

Zellen setzen auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei und können daher einen wichtigen Beitrag zu 

oxidativem Stress bei COPD leisten. Oxidativer Stress ist ein wichtiger treibender Mechanismus der 

COPD durch die Induktion chronischer Entzündungen, die Induktion von zellulärer Seneszenz und 

beeinträchtigter Autophagie, eine reduzierte DNS-Reparatur, eine erhöhte Autoimmunität, eine erhöhte 

Schleimsekretion und eine beeinträchtigte entzündungshemmende Reaktion auf Kortikosteroide [14]. 

Oxidativer Stress stimuliert die Schleimsekretion und die Expression von Muzin MUC5AC, was zur 

Verengung der Atemwege bei COPD beiträgt [205]. Oxidativer Stress treibt daher die Pathologie der 

COPD voran und kann das Fortschreiten der Krankheit verstärken, Exazerbationen verstärken und 

Komorbiditäten durch systemischen oxidativen Stress erhöhen [81]. Oxidativer Stress aktiviert die 

DNS-Schadensantwort, insbesondere in den Telomeren, und kann bei COPD eine zelluläre Seneszenz 

induzieren. Die antioxidative Therapie ist daher ein logischer Ansatz zur Behandlung von COPD und 

könnte das Fortschreiten der Krankheit und Exazerbationen wirksam verhindern [14]. 

1.2.4 Rolle von IL-13 bei Asthma bronchiale  

Der häufigste Asthma-Endotyp ist durch eine Entzündung der Atemwege gekennzeichnet, die durch 

Typ-2-Zytokine wie Interleukin-13 (IL-13) ausgelöst wird [127]. Typ-2-Asthma ist gekennzeichnet 

durch Einschränkungen des Luftstroms und erhöhte Spiegel von Blut- und Sputum-Eosinophilen, 

fraktioniertem ausgeatmetem Stickstoffmonoxid, IgE und Periostin [228]. IL-13 ist ein Schlüsselzytokin 

in der Pathogenese von Asthma [85]. Es ist bekannt, dass die nativen menschlichen Atemwege nach 
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Stimulation mit Zytokinen wie IL-13 einer Becherzellhyperplasie und Schleimhypersekretion 

unterliegen [269]. 

Mehrere Zelltypen wurden als Quelle für IL-13 beschrieben. Insbesondere T-Zellen, Mastzellen und 

Eosinophile sind die vorherrschende Quelle von IL-13 bei Asthma, wobei Makrophagen bei COPD 

einen Beitrag leisten [37]. Eine akute IL-13-Stimulation reicht aus, um die zelluläre Zusammensetzung 

des reifen Atemwegsepithels zu verändern. Es wird vermutet, dass Flimmerzellen durch IL-13 

umprogrammiert werden, um die Ziliogenese und die angeborenen Immunitätsfunktionen 

herunterzuregulieren, während sie eine mit Entzündung verbundene sekretorische Funktion erhalten. 

Durch die chronische Stimulation mit IL-13 wird der Schleim der Atemwege modifiziert, was die 

Frequenz des Zilienschlags verlangsamt und den mukoziliären Transport stoppt. IL-13-aktivierte 

Expressions- und Sekretionsreaktionen des Atemwegsepithels spiegeln sich in Veränderungen des 

Atemwegsepithels von Typ-2-Asthma wider. Zum Beispiel zeigte sich eine Herunterregulierung der 

SCGB1A1-Expression und eine Hochregulierung der MUC5AC-Expression sowohl in sekretorischen als 

auch in Zilienzellen bei chronischer Stimulation stärker als bei akuter Stimulation. Darüber hinaus 

wurde gezeigt, dass IL-13 nicht nur die Abwehrexpression reduziert, sondern auch die Häufigkeit von 

abwehrfokussierten sekretorischen Zellen im Epithel der Atemwege, wenn es chronisch angewendet 

wird [127].  

Es wurde gezeigt, dass IL-13 eine zentrale Rolle in der Pathogenese allergischer 

Atemwegserkrankungen spielt. Die Neutralisierung von IL-13 mittels Anti-IL-13-Antikörper hebt die 

Hyperreagibilität der Atemwege, die Entzündung der Atemwege sowie die verminderte 

Schleimhypersekretion in Mäusen mit allergischer Atemwegserkrankung auf. Die 

Becherzellhyperplasie, Schleimhypersekretion, erhöhte Anzahl an Eosinophilen und erhöhte 

Entzündungswerte im Lungengewebe wurden durch eine Anti-IL-13-Antikörper-Behandlung 

signifikant reduziert [265]. 

1.2.5 Das Altern der Lungenzellen  

Das Altern ist ein natürlicher Prozess, der sich aus physiologischen und molekularen Veränderungen 

zusammensetzt, die zu einer fortschreitenden Beeinträchtigung der Organfunktion führen [55,171,182]. 

Altern ist der natürliche Rückgang der Zellfunktion in Geweben und Organen, der durch eine 

verminderte Fähigkeit, auf Stresssignale zu reagieren, sowie eine eingeschränkte Reparatur- und 

Regenerationsfähigkeit des Gewebes gekennzeichnet ist. Dies kann das Risiko für die Entwicklung von 

Krebs sowie neurologischen, kardiovaskulären Erkrankungen sowie Lungenerkrankungen erhöhen 

[163]. Das Alter ist ein wesentlicher Risikofaktor für fast alle Lungenerkrankungen [33]. In der Lunge 

verringern Alterungsprozesse vermutlich die Regenerationsfähigkeit der Lunge. Altersassoziierte 

Kennzeichen sind Telomerverkürzung, mitochondriale Dysfunktion, zelluläre Seneszenz und 

Stammzellerschöpfung [55,171]. Unter physiologischen Bedingungen werden akkumulierende alternde 
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Zellen entfernt, insbesondere durch natürliche Killerzellen, Makrophagen und CD4⁺-T-Zellen, um die 

Geweberegeneration zu fördern [129,145]. Es wird angenommen, dass bei chronischer Schädigung oder 

Alterung seneszente Zellen jedoch im Gewebe verbleiben und zu einer gestörten Regeneration beitragen 

[55,156,223]. Altersbedingte Veränderungen werden auch im bronchiolären Epithel beobachtet, was zu 

einer beeinträchtigten Clearance-Kapazität in den proximalen Atemwegen führt, die durch erhöhte 

Apoptose, abnorme Zilien und veränderten Schleim gekennzeichnet ist [5,55]. Um den biologischen 

Alterungsprozess systematisch zu analysieren, charakterisierten Lopez-Otin et al. [163] neun 

Hauptmerkmale des Alterns, die weithin akzeptiert werden, nämlich (1) genomische Instabilität, (2) 

epigenetische Veränderungen, (3) Verlust der intrazellulären Proteostase, (4) deregulierte 

Nährstoffwahrnehmung, (5) mitochondriale Dysfunktion, (6) zelluläre Seneszenz, (7) 

Stammzellerschöpfung, (8) veränderte interzelluläre Kommunikation und (9) Telomerverkürzung.  

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Erschöpfung der pulmonalen Stammzellen und die 

Seneszenz der Epithelzellen mit dem fortschreitenden Alter assoziiert sind [54]. Es wurde festgestellt, 

dass die mukoziliäre Clearance und die Häufigkeit des Zilienschlags mit zunehmendem Alter abnehmen 

und dadurch die Prädisposition für Lungenentzündung bei älteren Menschen erhöhen [8]. 

Endothelzellen, Fibroblasten und Myofibroblasten nehmen mit zunehmendem Alter zu, was darauf 

hindeutet, dass sich die zelluläre Zusammensetzung der Lunge mit zunehmendem Alter verändert [71]. 

Die gealterte Lunge kann auch anfälliger für Schäden durch Umweltbelastungen wie Zigarettenrauch 

sein, was auf einen erhöhten oxidativen Stress in der alternden Lunge infolge eines reduzierten 

Antioxidantienspiegel zurückzuführen sein kann [107]. 

1.3 Seneszenz  

Die zelluläre Seneszenz, eine bahnbrechende Entdeckung von Hayflick und Moorhead, ist ein Prozess, 

der das Schicksal der Zellen global reguliert und als Kennzeichen des Alterns angesehen werden kann 

[103,163]. Hayflick zeigte, dass normale humane Fibroblastenzellstämme nach einer festen Anzahl von 

Populationsverdopplungen (40-60), der Hayflick-Grenze, in vitro aufhören, sich zu teilen [103]. Der 

klassische Auslöser, der von Hayflick und Moorehead beschrieben wird, ist eine fortschreitende 

Telomerverkürzung, die zu DNS-Schäden und Aktivierung von Tumorsuppressoren durch 

Phosphorylierung von p53 und erhöhter Produktion von p21 führt [103,108]. Die Seneszenz wird durch 

replikative Telomerverkürzung, aber auch durch Stress wie DNS-Schäden, Hypoxie, Nährstoffmangel, 

mitochondriale Beeinträchtigung und Onkogenaktivierung ausgelöst [42,178]. Seneszenz wird durch 

wiederholte oder chronische Stressexposition im Laufe der Zeit induziert [90,190]. Replikative 

Seneszenz ist ein zellulärer Prozess, bei dem sich Zellen nach einer bestimmten Anzahl von Teilungen 

dauerhaft nicht mehr weiter teilen können. Replikative Seneszenz tritt hauptsächlich aufgrund der 

fortschreitenden Verkürzung der Telomere auf. Wenn die Telomere eine kritische Länge erreichen, 

erkennen zelluläre Kontrollmechanismen dies als DNS-Schaden und leiten eine Seneszenzreaktion ein. 
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Merkmale der replikativen Seneszenz sind beispielsweise dauerhafter Zellzyklusarrest und Aktivierung 

von Tumorsuppressorwegen (v. a. p53/p21 und p16) [218].  

Seneszente Zellen (Sncs) sind metabolisch aktiv, produzieren Seneszenz-assoziierte β-Galactosidase 

(SA-β-Gal) und erwerben einen seneszenten Phänotyp mit Sekretion von proinflammatorischen 

Zytokinen, Proteasen und Wachstumsfaktoren [59,95]. Sncs sezernieren mehrere Mediatoren im SASP, 

von denen gezeigt wurde, dass sie ihre umgebende Mikroumgebung direkt beeinflussen [223]. Faktoren 

des SASP können die umgebenden Zellen beeinflussen, indem sie verschiedene 

Zelloberflächenrezeptoren und entsprechende Signaltransduktionswege aktivieren, die zu mehreren 

Pathologien, einschließlich Krebs, führen können [60]. Es wird angenommen, dass das SASP einen 

großen Einfluss auf verschiedene biologische Prozesse haben kann, einschließlich Zellproliferation, 

Angiogenese und Entzündung [150], Gewebereparatur [145] und Wundheilung [72]. Sncs zeichnen sich 

durch eine erhöhte Resistenz gegenüber Apoptose aus und können dadurch zellinternen 

Eliminierungsmechanismen entgehen [178]. Ein charakteristisches Merkmal seneszenter Zellen ist eine 

erhöhte lysosomale Aktivität [149,153]. Sncs haben verkürzte Telomere [23] und können 

morphologische und strukturelle Veränderungen entwickeln, einschließlich einer vergrößerten, 

abgeflachten, mehrkernigen Morphologie mit vergrößerten Vakuolen, veränderter Zusammensetzung 

der Plasmamembran und einer bemerkenswerten Kernvergrößerung [169]. Eine erhöhte Zellgröße 

beeinträchtigt das Fortschreiten des Zellzyklus [184]. Im Vergleich zu ihren nicht-seneszenten 

Gegenstücken können alternde Zellen mehrere Veränderungen des Stoffwechselwegs aufweisen, 

einschließlich erhöhter Glykolyse und mTOR (mammalian target of rapamycin)-Aktivität [271]. 

Weitere Unterscheidungsmerkmale seneszenter Zellen sind eine hohe p16INK4a- und H3K9me3-

Expression, eine ausgeprägte DDR (DNS-Schadensantwort) -Signatur, das Vorhandensein von PML-

Körpern, eine erhöhte NF-κB- und C/EBPβ-Aktivität sowie eine gesteigerte Expression des Urokinase-

Plasminogen-Aktivator-Rezeptors [4,16,33,57,69,73,137,210]. 

Seneszente Zellen überleben, obwohl sie aktive DNS-Schadensreaktionen, einen erhöhten 

Stoffwechselfluss und erhöhte lokale Spiegel von inflammatorischen SASP-Zytokinen und anderen 

Faktoren aufweisen, die Apoptose induzieren können [263]. In den späten Lebensstadien reichern sich 

seneszente Zellen vermehrt im menschlichen Gewebe an und tragen vermutlich zur Etablierung einer 

chronischen Entzündung bei, die durch die kontinuierliche Sekretion von proinflammatorischen 

Zytokinen entsteht [41,75]. Seneszente Zellen, einschließlich alveolärer Epithel- und Endothelzellen, 

reichern sich in der Lunge von Patienten mit COPD an [4,248]. Daher könnte die Eliminierung 

seneszenter Zellen ein vielversprechender Ansatz für die Behandlung und Prävention vieler 

altersbedingter Krankheiten sein, der zu gesunden Langlebigkeit führt [189,244]. Da Sncs sehr 

heterogen sind, werden mehrere Seneszenzmarker benötigt, um zu bestätigen, ob eine Zelle seneszent 

ist, insbesondere in vivo. Zu diesen Markern gehören die Quantifizierung der SA-β-Gal, erhöhte 

Expression von p16INK4A, p21CIP1 und SASP-Faktoren, eine Zunahme der γH2AX-Herde, der Telomer-
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assoziierten Herde und der Seneszenz-assoziierten Heterochromatin-Herde, Verlust von HMGB1 (High-

Mobility Group Box 1) und Lamin B und eine Veränderung der Zellmorphologie. Allerdings verfügen 

nicht alle Sncs über all diese Marker. SA-β-Gal ist ein lysosomales Enzym, das die Hydrolyse von β-

Galactosiden zu Monosacchariden katalysiert, die bei einem hohen pH-Wert nur in Sncs nachgewiesen 

werden [213].  

Während angenommen wird, dass die schädlichen Auswirkungen der Seneszenz auf die Erschöpfung 

der Stamm- oder Vorläuferzellen oder auf die SASP-Komponenten zurückzuführen sind, wurde auch 

beschrieben, dass die Seneszenz bei der Tumorsuppression und Wundheilung von Vorteil ist 

[72,145,178]. Es ist bekannt, dass SASP bei der Wundheilung hilft, indem es Entzündungszellen 

rekrutiert [43]. Seneszenz spielt eine wichtige physiologische Rolle bei der normalen Entwicklung 

[177], Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase, Gewebeumbau und -reparatur [283], Wundheilung 

[72], und begrenzt die Tumorprogression, indem sichergestellt wird, dass potenziell dysfunktionale, 

beschädigte oder transformierte Zellen ihre Genome nicht auf die nächste Generation übertragen 

[53,57,262]. Die zelluläre Seneszenz kann die Vermehrung geschädigter Zellen blockieren, um die 

Gewebehomöostase aufrechtzuerhalten [72]. 
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Abb. 2 Zelluläre Seneszenz kann durch mehrere Ursachen entstehen. Mehrere Arten von Reizen können 

zelluläre Seneszenz und einen SASP hervorrufen. Wenn der irreversible Zellzyklusstillstand durch schwere DNS-

Schäden (d. h. Dysfunktionale Telomere oder onkogener Stress) ausgelöst wird, tritt der SASP in seneszenten 

Zellen auf. Wenn jedoch ein seneszenter Phänotyp in Zellen ausgelöst wird, die Zellzyklusinhibitoren wie p16 

oder p21 überexprimieren, durchlaufen Zellen einen Wachstumsstopp mit vielen Eigenschaften seneszenter 

Zellen, aber keinen SASP [60]. Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt.  

1.3.1 Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phänotyp  

Die Sekrete, die zusammen als SASP bekannt sind, sind ein dynamisches, zelltypabhängiges Phänomen, 

bei dem seneszente Zellen hohe Mengen an Zytokinen, Chemokinen, Proteasen, Wachstumsfaktoren 

und extrazellulären Vesikeln sezernieren, die typischerweise entzündungsfördernd sind. In 

Zellkulturexperimenten kann diese Reaktion durch persistierende zelluläre Stressoren induziert werden, 

die zum Beispiel eine DNS-Schadensantwort auslösen [59]. Im Allgemeinen gilt der SASP als stark 

zelltypabhängig und vielfältig in sezernierten Faktoren [215]. SASP-Faktoren können zu einem 

"Zytokinsturm", einer gewebezerstörenden Immunzellinfiltration, Fibrose und Mikrothrombose 

beitragen [226]. Die Zusammensetzung von SASP wird stark durch den eigentümlichen Stoffwechsel 

der alternden Zelle beeinflusst [271]. Die Zusammensetzung und Stärke des SASP variiert erheblich, 

abhängig vom Induktor der Seneszenz, der Dauer der Seneszenz, der Umgebung und dem Zelltyp 

[59,166]. Einerseits tragen SASP-Faktoren zur Wundheilung [67,72,283] und zur normalen 

Entwicklung [177,236] bei und können tumorsuppressiv durch die Rekrutierung verschiedener 
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Immunzellen zur Beseitigung prämaligner Zellen wirken [83,120,129]. Auf der anderen Seite können 

SASP-Faktoren pro-tumorigen sein, indem sie Proliferation, Invasion, Metastasierung und 

Chemoresistenz aufrechterhalten [44,58].  

Das Ausschalten verschiedener SASP-Gene mittels genetischer Inaktivierung mit RNS-Interferenz 

(shRNA) verhindert die Seneszenz und unterstreicht damit die Schlüsselrolle, die autokrine 

Signalmechanismen bei der Regulierung von SASP und des Seneszenzzustands spielen [1,146,260]. Der 

akute Stress-assoziierte Phänotyp (ASAP), gekennzeichnet durch die Expression von Interleukin-6 (IL-

6) und Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1 (TIMP-1), stellt eine frühe Phase der zellulären Reaktion 

dar, die unmittelbar nach der Exposition gegenüber zytotoxischen Substanzen beobachtet wird. Im 

Gegensatz dazu entwickelt sich SASP in den meisten Zellen allmählich über einen Zeitraum von 5-10 

Tagen nach dem Nachweis von Seneszenzmarkern [93,240]. In jungen gesunden Geweben ist die SASP 

typischerweise vorübergehend und trägt tendenziell zur Erhaltung oder Wiederherstellung der 

Gewebehomöostase bei [185]. Seneszente Zellen nehmen jedoch mit zunehmendem Alter zu, und es ist 

bekannt, dass ein chronisches SASP ein wichtiger Treiber für viele pathologische Kennzeichen des 

Alterns ist, einschließlich chronischer Entzündungen, Tumorgenese und beeinträchtigter 

Stammzellerneuerung [185,246].  

Der SASP, wie er identifiziert wurde, umfasst etwa 50 Zytokine, CXCLs (C-X-C motif chemokine 

ligand), Wachstumsfaktoren und Proteasen, die durch verschiedene Methoden (z. B. Antikörper-Arrays) 

und/oder Transkriptionsanalysen nachgewiesen wurden [1,59,61,109,146]. Die IL-6-Proteinsekretion 

ist der Hauptbestandteil des SASP [156]. Die meisten seneszenten Zellen überexprimieren IL-8 

(Interleukin-8, CXCL-8), zusammen mit CXCL-1 und -2 [28,45,222]. Neben der Sekretion löslicher 

Signalzytokine und Wachstumsfaktoren sezernieren alternde Zellen auch Proteasen wie Matrix-

Metalloproteinasen (MMPs) [161]. Keine entzündungshemmenden Faktoren (z. B. Interferon-α, 

Interferon-γ, Interleukin-3 und Interleukin-5) werden signifikant von seneszenten Fibroblasten 

sezerniert, und einige dieser Faktoren werden sogar bei Seneszenz herunterreguliert (z. B. Interleukin-2 

und Interleukin-12) [183,225]. Wachstums-/Differenzierungsfaktor 15 (GDF-15) ist ein Zytokin der 

Stressreaktion, das zur Superfamilie der transformierenden Wachstumsfaktoren (TGF)-β gehört 

[30,118,152]. Die Expression von GDF-15 steigt unter zellulärem Stress und pathologischen 

Bedingungen. Es wurde auch berichtet, dass GDF-15 ein Faktor des SASP ist, was auf eine Rolle als 

autonomer Regulator der zellulären Seneszenz hinweist. Immer mehr Hinweise deuten darauf hin, dass 

GDF-15, Seneszenz und die Pathogenese chronischer Lungenerkrankungen miteinander verbunden sein 

könnten [261]. Die Exposition gegenüber Zigarettenrauch erhöht die GDF-15-Expression in 

Atemwegsepithelzellen und induziert zelluläre Seneszenz durch Aktivierung des ALK1/Smad1-

Signalwegs, mit signifikanten Anstiegen des frühen Seneszenzmarkers p21, des späten 

Seneszenzmarkers p16 und des HMGB1-Spiegels [277]. 
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1.3.2 Senolytische Wirkstoffe  

Senotherapeutika sind eine neue Klasse von Medikamenten, die selektiv Sncs abtöten (Senolytika) oder 

ihre krankheitsverursachenden Phänotypen unterdrücken (Senomorphika/Senostatika) [213]. Unter 

Senotherapie versteht man pharmazeutische Interventionen, die darauf abzielen, die schädliche Wirkung 

seneszenter Zellen zu stören, indem sie den Zelltod induzieren [140,191]. Therapeutika, die spezifisch 

auf die Morphologie und Funktionen seneszenter Zellen abzielen, wie SASP, werden als Senomorphika 

bezeichnet [134]. Die Entfernung von seneszenten Zellen in Mausmodellen durch genetische 

Manipulation oder die Behandlung mit Wirkstoffen, die selektiv alternde Zellen abtöten, erhöht die 

Lebensdauer und Gesundheitsspanne [9,10,278].  

Metformin (Met) ist ein Antidiabetikum mit pleiotroper Wirkung, das auch auf seneszenten Zellen wirkt 

[2]. Met reguliert SASP herunter und senkt die seneszente Zelllast. Es führt zur Abschwächung von 

Kennzeichen des Alterns [147]. Bei Mäusen und Caenorhabditis elegans verlängert Met die 

Lebensdauer und verbessert mehrere Indikatoren der Gesundheitsspanne [6,170]. Studien mit humanen 

Zellen haben gezeigt, dass Met genomschützende Wirkungen durch Reduktion von oxidativem Stress, 

DNS-Schäden und DNS-Schadensreaktionen, Regulation der Ataxie-Teleangiektasien-mutierten 

Proteinkinase und epigenetische Effekte zeigt [180]. Es reduziert die Zellviabilität und fördert die 

Apoptose sowie die Hemmung der Zellproliferation dosisabhängig [279]. Dasatinib (Das), ein Pan-

Tyrosinkinase-Inhibitor, der als Krebsmedikament verwendet wird, und Quercetin (Quer), ein 

natürliches Flavonoid, wurden als senolytische Mittel in Forschungsmodellen und klinischen Studien 

am Menschen eingesetzt, die eine reduzierte Seneszenzsignatur berichteten [112,128,285]. Quer ist ein 

natürliches pflanzliches Flavonoid in vielen Obst-, Gemüse- und Getreidesorten, das zahlreiche 

nützliche biologische Aktivitäten aufweist, darunter entzündungshemmende, antioxidative, 

immunregulierende und andere Wirkungen [89]. Quer zielt auf eine Vielzahl von Signalwegen ab, 

einschließlich BCL-2/XL, PI3K/AKT und p53/p21/PAI1, während Das Tyrosinkinasen hemmt [136]. 

Das und Quer sind beide für die Anwendung beim Menschen zugelassen und scheinen relativ sicher zu 

sein [285]. Die Behandlung von primären Maus-AT-II-Zellen mit senolytischen Verbindungen 

(Kombination aus Das und Quer, DQ) reduzierte die Gesamtzahl der Zellen, der Prozentsatz der 

seneszenten Zellen und das p16-Expressionsniveau sank signifikant [156]. Die Kombination von DQ 

zielt selektiv auf ein breiteres Spektrum seneszenter Zelltypen ab im Vergleich zum Wirkstoff allein 

[285]. In humanen Zellkulturexperimenten reicht eine kurzfristige Verabreichung der Kombination aus, 

um seneszente Zellen zu eliminieren und einen Nutzen zu erzielen [191]. Insbesondere führte die 

Behandlung von primären Maus-AT-II-Zellen mit DQ zu einer Reduktion von SASP-Faktoren wie 

MMP12, SERPINE1 und Secreted Phosphoprotein 1 (SPP1) [156]. p16-, p21- und p53-Expressionen 

sind nach der Behandlung von Mäusen, welche an Silikose erkrankt sind, mit Quercetin verringert [92]. 

DQ verlängert die Gesundheits- und Lebensspanne bei älteren Mäusen. DQ reduzierte auch p16-positive 

Zellen in der Leber alter Mäuse [285]. In humanen Zellkulturexperimenten eliminierte eine Einzeldosis 
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von Das + Quer über 33 % der seneszenten Zellen innerhalb von 3 Tagen  [224]. Der senolytische 

Cocktail aus Das und Quer reduzierte senolytische Zellen und die SASP-Antwort bei alternden Mäusen, 

und die intermittierende Therapie verlängerte die Lebensspanne um 36 % und reduzierte das 

Mortalitätsrisiko um 65 % [124,278]. Eine klinische Studien mit Fibrose-Patienten zeigte, dass DQ p21- 

sowie p16-positive Zellen sowohl im weißen Fettgewebe als auch in der Epidermis signifikant reduzierte 

und somit körperliche Dysfunktionen der Patienten lindert [112].  

1.3.3 Signalwege der Seneszenz – p16/p21/p53 

Der unterbrochene Zellzyklus ist eines der wichtigsten Kennzeichen zellulärer Seneszenz und wird 

durch die Proteinmarker p16, p21 und p53 charakterisiert [22]. Der Tumorsuppressor p53 begrenzt die 

Tumorgenese, indem er Apoptose, Zellzyklusarrest und Seneszenz induziert. Studien mit Clubzell-p53-

Knockout-Mäusen zeigen, dass p53 an der Induktion von Clubzell-Seneszenz beteiligt ist und die 

Epithelzell-Seneszenz von chronischer Atemwegsentzündung und Lungenzerstörung korreliert [221]. 

Der p53-Signalweg spielt auch eine Rolle bei der Unterdrückung des SASP und hält zusammen mit 

anderen Tumorsuppressoren die Entzündung in verschiedenen Modellen aufrecht [59,142,165]. 

Aktiviertes p53 löst Zellschicksalsentscheidungen wie Seneszenz oder Apoptose aus. Je nach 

Zellkontext kann p53 Krebs durch vorübergehenden Zellzyklus-Arrest und Aktivierung der DNS-

Reparaturmaschinerie unterdrücken [60]. Eine subchronische Zigarettenrauch-Exposition trägt zur 

Erhöhung der p53-Proteinexpression und SA-β-Gal-Aktivität in der Lunge von Mäusen bei [132]. Die 

Inaktivierung von p53 mittels lentiviralen Vektoren ermöglicht es blockierten Zellen mit geringer 

Expression von p16 wieder in den Zellzyklus einzutreten, was darauf hindeutet, dass die zelluläre 

Seneszenz zumindest in einigen Kontexten reversibel ist und von p53 aufrechterhalten wird 

[19,154,173].  

Zu den wichtigen Komponenten dieser Signalwege gehören Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitoren 

(CDKIs) [232]. Eine solche CDKI, p21CIP1/WAF1 (CDKN1A), ist ein direktes Ziel der p53-

Transaktivierung, im Allgemeinen als Reaktion auf genomische Schäden, und ist entscheidend für die 

Etablierung und Aufrechterhaltung des p53-vermittelten Seneszenz-Wachstumsstopps [38,39]. 

Lungenepithelzellen weisen eine erhöhte p16 (CDKN2A)- und p21-Expression sowie eine SA-β-Gal-

Aktivität in experimentellem und menschlichem Lungenfibrosegewebe und Primärzellen auf [156]. Der 

p16INK4a/RB-Signalweg wird normalerweise in der replikativen Seneszenz und ROS-induzierten 

Seneszenz aktiviert, jedoch nicht während der DDR-induzierten Seneszenz, und es wird angenommen, 

dass er eine größere Rolle bei der Aufrechterhaltung des seneszenten Zustands spielt [19,80]. Es wird 

erst spät nach der Seneszenzinduktion exprimiert. Die Expression von p21WAF1/Cip1, ein CDK4/6- und 

CDK2-Inhibitor, findet früher statt. p21WAF1/Cip1 ist an der Signalübertragung von DNS-Schäden beteiligt 

[272]. Während p21 direkter mit dem SASP verwandt zu sein scheint, ist p16 mit der DNS-

Schadensantwort und der Onkogen-Induktion verbunden [141] und scheint bei der Entwicklung der 

SASP keine große Rolle zu spielen [60]. In Studien mit Mäusen wurde gezeigt, dass die Entfernung 
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p16-positiver Zellen das Fortschreiten neoplastischer Erkrankungen verzögert und somit die 

Gesundheitsspanne verlängert wird [10,168]. 

p21 stoppt die Zellzyklusprogression nach transkriptioneller Aktivierung durch p53, eine DNS-

Schadensantwort, die durch viele Seneszenz-induzierende Wirkstoffe ausgelöst wird [68,84]. Es ist 

indirekt an der DNS-Reparatur beteiligt, indem es das Fortschreiten des Zellzyklus stoppt, um Zeit für 

die DNS-Reparatur zu haben, und direkt, indem es die Wechselwirkungen zwischen Komponenten 

reguliert, die an Reparaturwegen beteiligt sind [46]. Doxorubicin (Dox), ein Anthracyclin, das zur 

Therapie von diversen malignen Tumoren eingesetzt wird, ist für Zellen in S/G2-Phasen am 

schädlichsten, und p21 wird transkriptionell als Reaktion auf DNS-Schäden aktiviert [104,280]. Dox ist 

ein Molekül, das mit der DNS interagieren kann. Es erhöht die Mutationsrate und die Dysfunktion der 

Mitochondrien. Es induziert DNS-Schäden und kann auch die Epigenetik und die Telomerlänge 

beeinflussen. DNS-Schäden aktivieren anschließend Seneszenz-bezogene Signalwege. In den 

Mitochondrien kann Dox eine erhöhte ROS-Produktion verursachen [158]. 

1.4 Organoide  

Seit dem frühen 20. Jahrhundert ist es bekannt, dass das Entfernen von Zellen aus ihrer nativen 

Umgebung zum Verlust der Gewebe-spezifischen Funktion der Zellen führt [251]. Daher scheint die 

Nachahmung der 3D-Architektur für repräsentative in vitro-Modellsysteme unerlässlich [25,123]. Der 

Begriff Organoid bezieht sich auf eine 3D-Struktur aus pluripotenten Stammzellen (PSCs) oder adulten 

Gewebestammzellen (ASCs) und besteht aus organspezifischen Zelltypen, die sich durch Zellsortierung 

und räumlich eingeschränkte Abstammungsanpassung selbst organisieren. In Matrigel kultivierte 

Bronchosphären, die sich aus Basalzellen differenzieren, bestehen zum Beispiel aus einer äußeren 

Schicht von Basalzellen, während die innere Schicht Anzeichen einer mukoziliären Differenzierung mit 

Zilien- und sekretorischen Zellen aufweist [251]. Organoide rekapitulieren Zell-Zell- und Zell-Nischen-

Wechselwirkungen bei der Gewebeentwicklung, Homöostase, Regeneration und Krankheit und stellen 

ein in vitro-Modell für das Wirkstoff-Screening bereit [164]. Je nach Ort der Stammzellisolierung 

können menschliche Basalzellen Organoide bilden, die aus Basal-, Keulen-, Flimmer- und Becherzellen 

bestehen [40,70,113]. Organoide werden häufig verwendet, um die Pathogenese verschiedener 

menschlicher Krankheiten, die Organogenese und andere grundlegende Fragen zu untersuchen [82]. 

Organoide Kulturen aus humanen PSCs oder adulten Stammzellen können bestimmte Aspekte 

menschlicher Lungenerkrankungen modellieren, darunter COPD, Asthma, Mukoviszidose, 

Lungenfibrose oder Virusinfektionen [52,70,139,238]. Zudem können auch zugrundeliegende 

Erkrankungen der Spender die Ausprägung der Organoide beeinflussen. Im Gegensatz zu gesunden 

Lungenorganoiden zeigten COPD-Organoide zum Beispiel deutlich mehr Becherzellen und eine höhere 

MUC5AC-Expression [48].  
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Organoide ähneln dem nativen Organ in Bezug auf Gen- und Proteinexpression, Stoffwechselfunktion 

und mikroskalige Gewebearchitektur besser als konventionelle 2D-Zellkulturen, was ein 

vielversprechendes Instrument darstellt, um die personalisierte Medizin und das Arzneimittelscreening 

voranzutreiben und den Bedarf an Tierversuchen zu begrenzen. Ein Vorteil der Organoid-Technologie 

ist die Fähigkeit, Organoide aus normalem/gesundem Gewebe zu erzeugen, um beispielsweise 

Zytotoxizität in normalen Zellen zu untersuchen [210]. Die Differenzierung von Bronchosphären geht 

mit der Bildung von Lumen und dem Auftreten von Zilien innerhalb von 30 Tagen nach der Aussaat 

einher [235].  

Obwohl Organoide als in vitro-System eine auffallende Ähnlichkeit mit endogenem menschlichem 

Gewebe aufweisen und beispielsweise die Mikroarchitektur von Geweben rekapitulieren, bilden sie 

nicht die gesamte Struktur eines menschlichen Organs ab [135,227]. Da es sich bei Organoiden um 

geschlossene Strukturen handelt, denen Gewebe-Gewebe-Schnittstellen, Gefäßfluss, zirkulierende 

Immunzellen und physiologisch relevante mechanische Signale fehlen, können sie die Reaktionen auf 

Organebene nicht vollständig rekapitulieren oder zur Untersuchung von Arzneimittelwirkungen unter 

pharmakologisch relevanten Bedingungen verwendet werden. Da in Matrigel oder anderen Matrices 

differenzierte Organoide von einer dicken, dichten extrazellulären Matrix (EZM) umgeben sind, ist es 

auch schwierig, den Transport und die Absorption von Nährstoffen, Chemikalien oder Medikamenten 

durch das Epithelgewebe zu messen, experimentell den Inhalt des inneren Lumens zu beproben und 

Kokulturen mit lebenden Mikrobiomen aufrechtzuerhalten [122].  

Der anscheinend geringe Zellumsatz in Atemwegsorganoiden ahmt die Homöostase der Lunge und der 

Atemwege bei Erwachsenen nach, deutet aber auch darauf hin, dass proliferative Vorläuferpopulationen 

oder stimulierende Kulturbedingungen erforderlich sein könnten, um das Wachstum von Organoiden zu 

fördern [242]. Die Forschung hat festgestellt, dass sich zunächst entweder Vorläuferzellen vermehren 

oder Zellen aggregieren, um kleine 3D-Cluster zufällig orientierter Zellen zu bilden, die aus zwei 

Zellpopulationen bestehen: äußeren Zellen, die Kontakt mit der EZM haben, und innere Zellen, die nur 

von anderen Zellen umgeben sind. Dann folgt auf die Differenzierung der äußeren Zellen der 

apoptotische Tod der inneren Zellen, was zur Bildung des hohlen Lumens führt [76]. 

Die am weitesten verbreitete Basalmembran, Matrigel, wird vom Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-

Sarkom gereinigt, das eine hohe Menge an EZM-Komponenten enthält, hauptsächlich Laminin, 

Kollagen IV und Entactin sowie die Wachstumsfaktoren insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1), 

Thrombozyten-abgeleiteter Wachstumsfaktor (PDGF), Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) und TGF-

β [144]. Es ist die am weitesten verbreitete Matrix für die 3D-Organoid-Ableitung [188]. Jedoch gibt es 

ethische Bedenken, da die Herstellung von Matrigel das Wachstum von Tumoren bei Mäusen beinhaltet 

[144]. Der Hauptvorteil dieser natürlichen Matrices ist das Vorhandensein einer komplexen Mischung 

aus EZM-Komponenten und Wachstumsfaktoren, die das Zellwachstum und die Differenzierung sehr 
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effizient macht [217]. Es ist bekannt, dass die EZM in vivo und in vitro eine wichtige Rolle bei 

zahlreichen Entscheidungen spielt, die das Zellschicksal und -verhalten steuern [137,138].  

Organoide ermöglichen die Untersuchung von Entwicklung, Physiologie und Krankheit und 

überbrücken damit die Lücke zwischen Tiermodellen und klinischen Studien [251]. Ein wesentliches 

Merkmal von Organoiden ist ihre größere experimentelle Zugänglichkeit als Säugetiermodelle, was zu 

einem tieferen Verständnis der Organogenese und der Organbiologie adulter Tiere beigetragen hat 

[217]. Der Vergleich von Organoiden und sich in vivo entwickelndem humanem Lungenepithel mittels 

Einzelzellsequenzierung zeigt einen hohen Grad an transkriptomischer Ähnlichkeit [174]. Humane 

Organoid-Kulturen haben gegenüber Tiermodellen eine Reihe potenzieller Vorteile: Organoide liefern 

schnellere und robustere Ergebnisse, sind leichter zugänglich und bieten sowohl eine genauere 

Darstellung des menschlichen Gewebes als auch eine größere Menge an Material, mit dem gearbeitet 

werden kann als Tiermodelle. Auch der Zeitaufwand für die Etablierung der Forschungsplattform ist für 

das Organoid-Modell kürzer als für Tiermodelle. Eine humane Organoid-Kultur kann innerhalb weniger 

Wochen oder Monate mit einer hohen Erfolgsquote etabliert werden und unterstützt so den Einsatz von 

patienteneigenen Organoiden in der personalisierten Medizin, um robuste personalisierte Daten zu 

liefern, einschließlich individueller Mutationsprofile und Arzneimittelreaktionen [135]. 

1.5 Ersatz von Tierversuchen 

1.5.1 Einsatz von Tierversuchen  

Die Entdeckung und Entwicklung von Arzneimitteln ist ein langwieriger, komplexer und kostspieliger 

Prozess, der die Identifizierung eines neuen Therapeutikums, die vorklinische Validierung und klinische 

Studien umfasst [192,266]. Es beginnt mit der Identifizierung und Validierung des mutmaßlichen 

molekularen/zellulären Wirkstoffziels, gefolgt von in der Regel langwierigen präklinischen und 

klinischen Studien, die in einer Reihe von behördlichen Zulassungen enden. Es steht außer Frage, dass 

die Verwendung von experimentellen Tiermodellen dazu dient, die Ursprünge, die Pathologie und die 

Gesamtnatur vergleichbarer Erkrankungen des Menschen besser zu verstehen [233]. In der 

akademischen und industriellen Forschung sowie in der regulatorischen Sicherheitsbewertung und 

Arzneimittelentwicklung werden nach wie vor umfangreiche in vivo-Studien mit erheblichem 

Tierverbrauch durchgeführt [253]. Der größte Teil unseres heutigen Wissens über Mechanismen des 

Alterns wurde mit klassischen Modellsystemen wie Maus und Ratte gewonnen. Die nächsten lebenden 

Verwandten des Menschen, Schimpansen und Bonobos, sind aufgrund ihrer ähnlichen 

Alterungsphysiologie von größtem Interesse für die Forschung, die darauf abzielt, lebensverlängernde 

Behandlungen für den Menschen zu entwickeln [117]. Dieser Vorteil wird jedoch durch erhebliche 

finanzielle, ethische, rechtliche und artenschutzrechtliche Erwägungen sowie durch die 

Undurchführbarkeit einer Lebensdauer von bis zu 60 Jahren relativiert [91]. Tiermodelle können die 

physiologische Komplexität auf der Ebene des gesamten Organismus nachahmen, aber tierischen 
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Surrogaten menschlicher Krankheiten mangelt es an wissenschaftlicher Gültigkeit und Übertragbarkeit 

auf den Menschen [202].   

Toxikologische Tests an Tieren und präklinische Tierstudien in der Arzneimittelentwicklung wurden 

zunehmend in Frage gestellt, da sie nicht mit den Ergebnissen am Menschen korrelieren. 

Tiertoxizitätstests können die Toxizität bei fast 50 % der Medikamente, die sich zwischen Phase-I-

Studien und frühen Rückzügen nach dem Inverkehrbringen in der Pipeline befinden, nicht vorhersagen 

[253]. Schätzungen der Misserfolgsraten liegen bei bis zu 90 %, und dies bezieht sich sowohl auf 

mangelnde Wirksamkeit als auch auf Sicherheitsprobleme, wenn die Medikamente in klinischen Studien 

am Menschen bewertet werden [122]. Tiermodelle für bestimmte Krankheiten spiegeln in der Regel 

nicht exakt vergleichbare Krankheitszustände des Menschen wider [126]. Menschliche Probanden 

wurden bei der klinischen Erprobung von Medikamenten geschädigt, die in Tierversuchen als sicher 

eingestuft wurden [253]. Eine Überprüfung von 76 Tierstudien im Jahr 2006 ergab beispielsweise, dass 

etwa 20 % beim Menschen widerlegt wurden und nur 37 % jemals beim Menschen repliziert wurden 

[101]. Eine Überprüfung von 221 Tierversuchen ergab in Humanstudien nur in 50 % der Fälle eine 

Übereinstimmung [198]. Etwa 12 % der Arzneimittel bestehen die präklinischen Tests, um in klinische 

Studien aufgenommen zu werden [287]. Davon schließen nur 60 % Phase-I-Studien erfolgreich ab 

[252]. Insgesamt scheitern etwa 89 % der neuartigen Arzneimittel bei klinischen Studien am Menschen, 

wobei etwa die Hälfte dieser Misserfolge auf eine unerwartete Toxizität beim Menschen zurückzuführen 

ist [254]. Medikamente, die klinische Studien überstehen und die Marktzulassung erhalten, können 

später noch zurückgerufen werden, da die Toxizität erst nach Monaten oder Jahren der Anwendung am 

Menschen festgestellt wurde. Zeit- und Kosteneinsparungen für neue Therapeutika könnten erheblich 

sein, wenn die Sicherheit von präklinischen Tests ohne Tierversuch nachgewiesen wird [253]. 

1.5.2 Die Unterschiede zwischen Mensch und Versuchstier 

In Tierversuchen zur Untersuchung der Atemwege werden Mäuse häufig Schadstoffen ausgesetzt und 

Lungenschäden durch Wirkstoffe oder Infektion mit Krankheitserregern induziert. Diese Modelle 

weisen unter anderem folgende schwerwiegende Nachteile auf: (1) erheblicher Tierverbrauch und 

Tierleid, (2) Unterschiede in der Physiologie der Lunge zwischen Mensch und Nagetier und (3) häufig 

unzureichende Übertragbarkeit auf den Menschen aufgrund von Unterschieden in den zellulären 

Prozessen zwischen Tier und Mensch [35,253,273]. Ein großes Hindernis für weitere Fortschritte ist das 

Fehlen von Tiermodellen, die dem menschlichen Zustand genau ähneln, was die Aufklärung relevanter 

Wirkmechanismen, die Enthüllung von Biomarkern für den Krankheitsverlauf und die Identifizierung 

neuer Ziele für Interventionen bei Patienten verzögert. Ein großes Hindernis betrifft die genetischen, 

anatomischen und funktionellen Unterschiede zwischen den Arten, die die größte Herausforderung bei 

der Suche nach geeigneten Modellen für Atemwegserkrankungen darstellen [273]. 
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Obwohl viele physiologische und zelluläre Prozesse und Mechanismen zwischen Mäusen, die am 

häufigsten verwendete Tierart, und Menschen sich stark ähneln, sind Erkrankungen der Lunge im 

Tiermodell nur schwer abbildbar und die dabei erzielten Ergebnisse kritisch zu betrachten [63]. Mäuse 

sind aufgrund ihrer vergleichbaren Physiologie, der großen Anzahl verfügbarer genetischer Werkzeuge, 

ihrer geringen Größe und ihres schnellen Fortpflanzungszyklus am relevantesten für die Untersuchung 

krankheitsbezogener biologischer Prozesse, beispielweise physiologische, molekulare und zelluläre 

Abläufe, die bei menschlichen Krankheiten gestört oder verändert sind [63]. Die menschliche 

Entwicklung ist im Allgemeinen im Vergleich zu Nagetieren langwierig [207]. Das Gesamtmuster des 

Tracheobronchialbaums ist bei Säugetierarten sehr ähnlich und zeichnet sich durch sein dichotomes 

Verzweigungsmuster aus, wobei die Tochterzweige zunehmend kleiner werden, was schließlich zu den 

Gasaustauscheinheiten führt. Die Länge des Tracheobronchialbaums, der Winkel der Zweigpunkte und 

die Oberfläche variieren jedoch stark zwischen den Arten. Es gibt wichtige Artenunterschiede in den 

Epithelzellen, die den Tracheobronchialbaum bevölkern (z. B. die Anzahl der sekretorischen Zellen) 

sowie in der Architektur der Verbindung zwischen den distalen leitenden Atemwegen und dem 

Alveolarparenchym [193]. Bei Mäusen sind die Basalzellen weitgehend auf die Luftröhre und die 

proximalen Bronchien beschränkt, während sich die Basalzellen beim Menschen über die leitenden 

Atemwege erstrecken [29,172,214]. Beim Menschen sind schleimproduzierende Becherzellen der am 

häufigsten vorkommende sekretorische Zelltyp in den proximalen Atemwegen, bei erwachsenen 

Mäusen sind diese jedoch vergleichsweise selten und stattdessen überwiegen Keulenzellen [172]. 

Mäusen scheinen 17 der 58 menschlichen molekularen Lungenzelltypen zu fehlen [247]. Dies deutet 

auf eine beträchtliche Erweiterung der Zelltypen in der menschlichen Abstammungslinie hin, vielleicht 

für neue Funktionen oder Regenerationsfähigkeit unserer 3.000-fach größeren Lungen und eine 30-mal 

längere Lebensdauer [157,229]. Auch der Übergang vom Atemwegsepithel in die Alveolen ist sehr 

unterschiedlich. Bei Mäusen endet das Atemwegsepithel abrupt mit zahlreichen Clubzellen, denen auch 

Stammzelleigenschaften für Typ-II-Pneumozyten zugeschrieben werden. Beim Menschen geht das 

Atemwegsepithel über einen bronchioalveolären Übergang in das Alveolarepithel über. Neuste Studien 

weisen darauf hin, dass in diesem Bereich sich Vorläuferzellen befinden, die bei der Regeneration der 

Lunge von Bedeutung sind [16]. Diese Strukturen sind bei der Pathogenese chronischer 

Lungenerkrankungen von Bedeutung, was die Sinnhaftigkeit von murinen Krankheitsmodellen in Frage 

stellt. Auch wenn die Maus aufgrund ihrer relativ niedrigen Kosten, Verfügbarkeit und einer ständig 

wachsenden Bibliothek von Reagenzien das am häufigsten verwendete Tier zur Modellierung von 

COPD ist [15], verwundert es kaum, dass COPD-Modelle, bei denen Mäuse beispielsweise Rauch 

ausgesetzt werden, bislang nur unzureichend zu sicheren und wirksamen Therapien beim Menschen 

beigetragen haben. 

Da submuköse Drüsen antibakterielle Proteine (Lysozym) exprimieren, wurde vorgeschlagen, dass sie 

zur Lungenabwehr durch Ausscheidung von Schleim, Flüssigkeit und bakteriziden Proteine beitragen. 
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Mäuse haben jedoch keine dem Menschen vergleichbaren submukösen Drüsen. Bei Mäusen haben Typ-

II-Alveolarzellen die Fähigkeit Lysozym zu produzieren [69]. Die Unfähigkeit, Mukoviszidose bei 

Mäusen zu induzieren, ist ein wichtiges Beispiel für dieses Prinzip, bei dem das Fehlen submuköser 

Drüsen in der Maus eine Rolle bei der Verhinderung der Induktion von Lungenerkrankungen spielen 

kann [99]. Auch funktionale Unterschiede sind offensichtlich, zum Beispiel haben Mäuse keinen 

Hustenreflex [273]. Artspezifische Unterschiede bestehen auch in der Anfälligkeit für 

Infektionskrankheiten. Infektionserreger sind aufgrund artspezifischer Wirt-Pathogen-Interaktionen oft 

humanspezifisch [63]. Beispielsweise verursacht das schwere akute respiratorische Syndrom 

Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), der Ursprung der COVID-19-Pandemie, keine Krankheit bei 

Wildtypmäusen [12]. Die meisten bakteriellen Pathogene wie Streptococcus pneumoniae besiedeln 

Nager nicht und lösen bei Nagern keine Erkrankung aus [102]. Insgesamt zeigt sich mehr und mehr, 

dass murine Krankheitsmodelle, wie auch das Bleomycin-induzierte Fibrosemodell, die Situation im 

Menschen ungenügend abbilden, was zu erheblichen ethischen Bedenken in Hinblick auf das Tierwohl 

führt.  

1.5.3 Zellkulturmodelle als Ersatz von Tierversuchen   

Es ist von Bedeutung, dass 3D-Zellkultur-Modelle als in vitro-Plattform Hochdurchsatz-Assays 

ermöglichen, die mit Bildgebung [56], Automatisierung [32] und Computerwerkzeugen [21] integriert 

werden können, um ein effektives Arzneimittelscreening und präzise Arzneimittelentdeckung und -

entwicklung in der pharmazeutischen Wissenschaft zu erreichen. Darüber hinaus müssen Tierversuche 

gemäß dem europäischen Tierschutzgesetz und zusätzlichen Vorschriften in vielen Ländern auf ein 

notwendiges und ethisch vertretbares Maß reduziert werden. Es ist daher zwingend erforderlich, 

geeignete Modelle auf Basis menschlicher Zellen zu entwickeln, um die Anzahl der erforderlichen Tiere 

im Sinne der 3R (Replace, Reduce, Refine) zu reduzieren und im besten Fall vollständig zu ersetzen. 

Immortalisierte Zelllinien, die von menschlichen Krebserkrankungen stammen, sind seit Jahrzehnten 

verfügbar und werden häufig für die molekularbiologische Grundlagenforschung und translationale 

Forschung wie Arzneimittelforschung und Arzneimitteltests verwendet. Die Krebszelllinienkultur ist 

einfach und kostengünstig und bietet eine fast unbegrenzte Quelle für biologisches Material. Noch 

wichtiger ist, dass Krebszelllinien im Gegensatz zu Zellen in lebendem Gewebe keinen dynamischen 

Signalen von anderen Zellen und der extrazellulären Matrix ausgesetzt sind, was zu einer veränderten 

Genexpression, Stoffwechsel und Arzneimittelresistenz führt [175]. Kulturen menschlicher 

Gewebeexplantate, die aus Primärmaterial gewonnen wurden, behalten Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Interaktionen sowie die ursprüngliche Gewebearchitektur bei. Damit sind sie zu einem wertvollen 

Modellsystem geworden, um dynamische normale und abnormale zelluläre Prozesse sowie Wirt-

Pathogen-Interaktionen zu untersuchen. Die eingeschränkte Verfügbarkeit und kurzfristige 

Lebensfähigkeit menschlicher Gewebeexplantate sowie ethische Bedenken können jedoch ihren Nutzen 

in der Grundlagenforschung und translationalen Forschung einschränken [51]. Im Vergleich zu 



 
23 

 

Tierversuchen senken 3D-Zellkultursysteme die Kosten für das Arzneimittel-Screening und sie können 

die Zeit des Screening-Prozesses erheblich verkürzen und gleichzeitig Input von mehr Zelltypen und 

mehr physiologische Komplexität liefern [34]. Die Verwendung primärer Zellen aus Patienten erlaubt 

die Adressierung zellulärer patienten-spezifischer Funktionsstörungen mittels Pharmakotherapeutika im 

Rahmen der personalisierten Medizin. Zellkultursysteme können auch auf andere Erkrankungsgebiete 

und den Bereich der Umwelttoxikologie übertragen werden. 

1.6 Fragestellung der Arbeit  

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von 3D-Lungenorganoid-Plattformen zur Prüfung 

pharmazeutischer Wirkstoffe im Hinblick auf zelluläre Seneszenz, Entzündungsprozesse und Toxizität 

als Ersatz für Tierversuche. Im 96-Well-Format mit in Matrigel kultivierten Organoiden sollte die 

Erhebung verschiedener Endpunkte wie Seneszenz, Toxizität, metabolische Aktivität, Bildung und 

Abgabe von Entzündungsmediatoren und Stressfaktoren, Morphologie, Integrität der Organoide und 

Proteinexpression innerhalb eines einzigen Versuchszyklus erfasst werden. Zusätzlich sollten 

Einzelzellsequenzierungen weiterführende mechanistische Analysen ermöglichen. Ein Matrigel-freies 

Organoid-Modell sollte zur Testung von Wirkstoffen charakterisiert werden. Es sollten zahlreiche 

innovative Wirkstoffe getestet werden. 
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2. Material und Methoden  

2.1 Material  

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1 stellt die in dieser Arbeit verwendeten Geräte mit Herstellerangabe dar.  

Tabelle 1: Verwendete Geräte mit Herstellerangabe  

Gerätebezeichnung  Herstellerangabe  

BD Rhapsody BD Bioscience, USA 

BD Rhapsody Express Instrument  BD Bioscience, USA 

BD Rhapsody P1200M Pipette  BD Bioscience, USA 

BD Rhapsody P5000M Pipette BD Bioscience, USA 

Bioanalyzer Agilent 2100  Agilent Technologies, USA 

CFX96 Real-Time System BioRad, USA 

ChemiDoc MP Imaging System  BioRad, USA 

Duomax 1030 Heidolph Instruments, Deutschland  

FACS Cell Sorter SH800S Sony Biotechnology, USA 

Inkubator Hera Cell Heraeus, Deutschland 

Inkubator Inforns HT Minitron Inforns HT, Deutschland  

Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Deutschland 

Luminex (MagPix)  Luminex, USA 

LUNA-FL Automated Cell Counter Logos Biosystems, South Korea  

Mikroplattenleser FLUOstar Omega MBG Labtech, Deutschland 

Mikrotom Leica SM 2000 R Leica, Deutschland  

Minilys (Arbeitsplatz-Homogenisator)   Bertin Technologies, Frankreich  

NanoDrop 8000  Thermo Scientific, Deutschland  

PowerPac Basis  BioRad, USA  

Qubit Flex Fluorometer  Invitrogen by Thermo Scientific, Deutschland  

Röhrchen-Revolver/-Rotator Thermo Scientific, Deutschland  

Sterilbank Hera Safe  Heraeus, Deutschland  

Thermoblock (PocketBloc Heizblock) Biozym Scientific GmbH, Deutschland  

Thermomixer (Shaker)  PEQLAB Biotechnologie/VWR, Deutschland 

timsTOF Pro (Proteomik)  Bruker, Deutschland 

Titramax 101 Heidolph Instruments, Deutschland 

T100 Thermal Cycler  BioRad, USA 
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Vortex-Genie 2 Scientific Industries, USA  

Zentrifuge Fresco 21 Thermo Scientific, Deutschland 

Zentrifuge Laborfuge 400 Thermo Scientific, Deutschland  

Zentrifuge Megafuge 1.0R Thermo Scientific, Deutschland  

10X Genomics Chromium Xi 10X Genomics, USA 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterial  

In Tabelle 2 sind die in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben 

aufgelistet.  

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangabe  

Verbrauchsmaterial Hersteller Bestellnummer  

AggreWell Platten StemCell Technologies, USA  34415 

Chip Gasket  10X Genomics, USA 3000072 

Chromium Next GEM Chip G 10X Genomics, USA 1000127 

DNA LoBind Tubes 1,5 ml Eppendorf, Deutschland  022431021 

DNA LoBind Tubes 2 ml Eppendorf, Deutschland  022431048 

Einbettkassette  Carl Roth, Deutschland  K113.1 

ELISA Platte Brand, Deutschland  781722 

ELISA Sealing Tape  Nunc, Thermo Fisher Scientific, 

Deutschland 

236366 

Eppendorf 0.5 ml Sarstedt, Deutschland 72.699 

Eppendorf 1.5 ml Sarstedt, Deutschland 72.690.001 

Eppendorf 2 ml Sarstedt, Deutschland 72.695.500 

Falcon 15 ml Greiner Bio-One, Österreich 188271 

Falcon 50 ml Greiner Bio-One, Österreich 227261 

High Sensitivity DNA Chips  Agilent Technologies, USA 5067-4626 

Kryoröhrchen VWR, USA  10018-738 

PCR-Platten  Axon Labortechnik, Deutschland  28242 

PCR- Sealing Tape  Biozym Scientific GmbH, Deutschland 600208 

PCR-Tubes, 0.2 ml Brand, Deutschland  781305 

PCR Tubes 0,2 ml 8-tubes strips Eppendorf, Deutschland 951010022 

Petrischale Sarstedt, Deutschland  82.1472 

Pipettenspitzen 20 µl  Gilson, USA F167102 

Pipettenspitzen 200 µl  Gilson, USA F167103 
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Pipettenspitzen 300 µl 

(Mehrkanalpipette)  

Biozym Scientific GmbH, Deutschland VT0155 

Pipettenspitzen 1000 µl Gilson, USA F167104 

Stabpipette 5 ml Greiner Bio-One, Österreich 703193 

Stabpipette 10 ml Greiner Bio-One, Österreich 703194 

Stabpipette 25 ml Greiner Bio-One, Österreich  703195 

24 Well Platten Corning, USA  353047 

T75 Zellkulturflaschen  Sarstedt, Deutschland  83.3911.002 

T175 Zellkulturflaschen Sarstedt, Deutschland  83.3912.002 

96-Well-Platte, F-Boden, klar Greiner Bio-One, Österreich M0812-100EA  

96-Well-Platte, U-Boden, klar Greiner Bio-One, Österreich  650180 

96-Well-Platte, schwarz  Kisker Biotech, Deutschland  655090 

 

Alle weiteren Verbrauchsartikel, Antikörper, Kits und Software sowie deren Hersteller sind im 

jeweiligen Methodenteil aufgeführt.  

2.1.3 Primer  

Tabelle 3 zeigt die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer. Die Primer wurden von der Firma 

Metabion (Deutschland) bezogen.  

Tabelle 3: Verwendete humane RT-qPCR-Primer  

Primer Forward Reverse  

GAPDH 5'-GGA GTC AAC GGA TTT GGT-3' 5'-GTG ATG GGA TTT CCA TTG AT-3' 

MUC5B 5'-GTG AGG AGG ACT CCT GTC AAG 

T-3' 

5'-CCT CGC AGA AGG TGA TGT TG-3' 

MUC5AC 5’-GCT TCC TGC TCC GAG ATG T-3’ 5’-AAG ACG CAG CCC TCA TAG AA-

3‘ 

FOXJ1 5’-GTG AAG CCT CCC TAC TC-3’ 5’-AAT TCT GCC AGG TGG G-3’  
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2.1.4 Antikörper  

Tabelle 4 zeigt die Auflistung der verwendeten primären und sekundären Antikörper für den Western 

Blot.  

Tabelle 4: Verwendete primäre und sekundäre Antikörper für den Western Blot  

Antigen  Spezies Arbeitsverdünnung  Konzentration Hersteller   Bestellnr. 

p16INK4A 

(D7C1M) 

Human 1:1000 298 µg/ml Cell Signaling 

Technology, 

USA 

80772 

p21WAF1/Cip1 

(12D1) 

Human 1:1000 244 µg/ml Cell Signaling 

Technology, 

USA 

2947S 

β-Aktin Human 1:1000 16 µg/ml Cell Signaling 

Technology, 

USA 

4967L 

Anti-Rabbit 

(HRP-konjugiert) 

Human 1:2000 0,25 g/ml Dako, USA P0448 

 

In Tabelle 5 sind die in der Arbeit verwendeten primären und sekundären Antikörper in der 

Immunhistochemie aufgelistet.  

Tabelle 5: Verwendete primäre und sekundäre Antikörper in der Immunhistochemie  

Antigen Spezies Arbeitsverdünnung Konzentration Hersteller  Bestellnr. 

p21WAF1/Cip1 Human 1:100 244 µg/ml Cell signaling 

Technology, 

USA 

2947S 

p16INK4A Human 1:200 298 µg/ml Thermo 

Scientific, 

Deutschland 

80772 

TIMP-2 Human  1:400 1 mg/ml Invitrogen, 

USA 

MA1-774 

MUC5AC Human 1:1000 200 µg/ml Abcam, 

England 

ab3649 

MUC5B Human 1:400 200 µg/ml Santa Cruz, 

USA  

sc-393952 
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CK5 Human 1:100 65 µg/ml Abcam, 

England 

ab75869 

FCGBP Human  1:400 0,2 mg/ml Abcam, 

England 

ab121202 

Anti-Mouse 

(HRP-konjugiert) 

Human 1 Tropfen pro Slide  1,3 g/l Dako, USA P0161 

Anti-Rabbit 

(HRP-konjugiert) 

Human  1 Tropfen pro Slide  0,25 g/l Dako, USA P0448 

 

2.1.5 Lösungen und Puffer  

Alle verwendeten Lösungen und Medien können der nachfolgenden Tabelle 6 entnommen werden.  

Tabelle 6: Verwendete Medien und Lösungen  

10x PBS (10 Liter) 800,6 g NaCl (Carl Roth) 

20,1 g KCl (Carl Roth) 

115,6 g Na2HPO4* 2 H2O (Carl Roth)  

20,4 g KH2PO4 (Carl Roth)  

In 10 L Aqua dest. Lösen, pH 7,2 – 7,4  

ELISA Buffer (5 Liter) 4,5 ml Aqua dest.  

500 ml 10x PBS 

2,5 ml Tween 20 (PanReac AppliChem GmbH) 

ELISA Diluent  0,1 % BSA (Sigma-Aldrich) in PBS  

0,1 % BSA (Sigma-Aldrich) in 0,05 % Tween 20 

in Tris-buffered Saline  

Tris-buffered Saline (für ELISA; 1 Liter) 20 mM Trizma Base (2,4 g; Sigma-Aldrich) 

150 mM NaCl (8,7 g; Carl Roth) 

0,05 % Tween20 (PanReac AppliChem GmbH) 

Sterilfiltrieren (0,2 µm) 

pH 7,2 - 7,4 

Formalinlösung 4 %  108 ml 37 % Formaldehydlösung mit 1X PBS auf 

1 L auffüllen  

10x Blotting Buffer (1 Liter) 0,048 M Tris Base (58,15 g; Sigma-Aldrich) 

0,039 M Glycin (29,29 g; EMD Millipore) 

Auf pH 9,2 einstellen  

0,0013 M SDS (3,75 g; Carl Roth) 
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1x Blotting Buffer (1 Liter) 100 ml 10x Blotting Puffer 

700 ml Aqua bidest.  

200 ml Methanol 

10X SDS-PAGE Laufpuffer (2 Liter) 0,25 M Tris Base (60,57 g; Sigma-Aldrich) 

1,92 M Glycin (288,27 g; EMD Millipore) 

1 % SDS (20 g; Carl Roth) 

Auf pH 8,3 einstellen  

1X SDS-PAGE Laufpuffer (1 Liter)  100 ml 10x SDS-PAGE Laufpuffer 

900 ml Aqua dest. 

10 % Ammoniumpersulfate 10 % Ammoniumpersulfate (0,5 g; Sigma-

Aldrich) 

In 5 ml Aqua bidest. lösen 

10 % SDS 10 % SDS (5 g; Carl Roth) 

In 50 ml Aqua bidest. lösen 

TRIS 1,5 M (250 ml) Tris-HCl (1,5 M, 59,1 g; Carl Roth) 

In 250 ml Aqua bidest. lösen 

Auf pH 8,8 einstellen 

TRIS 1 M (250 ml) Tris-HCl (1 M, 39,4 g; Carl Roth) 

In 250 ml Aqua bidest. lösen 

Auf pH 6,8 einstellen 

Trenngel (12 %) 4,9 ml H2O 

6 ml 30 % acrylamide mix (Carl Roth) 

3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8) 

0,15 ml 10 % SDS  

0,15 ml 10 % ammonium persulfate  

0,006 ml TEMED  

Sammelgel (6 ml) 2,7 ml H2O 

0,67 ml 30 % acrylamide mix  

0,5 ml 1 M Tris (pH 8,8) 

0,04 ml 10 % SDS 

0,04 ml 10 % ammonium persulfate  

0,004 ml TEMED 
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Differenzierungsmedium (Matrigel-

Organoide) 

250 ml DMEM-Medium, erhöhter 

Glukosegehalt, 4,5 g/L (Gibco) 

250 ml BEBM-Medium (Lonza) 

2 ml BPE (Lonza) 

0,5 ml Insulin (Lonza) 

0,5 ml Hydrocortison (Lonza) 

0,5 ml GA-1000 (Lonza) 

0,5 ml Transferrin (Lonza) 

0,5 ml Epinephrin (Lonza) 

0,5 ml hEGF (Lonza) 

Primärzell-Medium  500 ml Airway Epithelial Cell Growth Medium 

(Promocell) 

12,3 ml SupplementMix (Promocell)  

1 ml Primocin, 100 µg/ml (InvivoGen)  

PneumaCult-Medium (Apikal-Out-

Organoide)  

8,92 ml PneumaCult Apical-Out Airway 

Organoid Basal Medium (StemCell)  

1 ml PneumaCult Apical-Out Airway Organoid 

10X Supplement (StemCell) 

10 µl PneumaCult Apical-Out Airway Organoid 

1000X Supplement (StemCell) 

20 µl Heparin Solution (StemCell) 

50 µl Hydrocortisone Stock Solution (StemCell) 

Fibroblasten-Medium  500 ml DMEM-Medium (Gibco)  

50 ml FCS (Gibco)  

5 ml Penicillin-Streptomycin (Sigma-Aldrich)  

X-Puffer 7 M Harnstoff 

2 M Thioharnstoff  

20 mM HEPES 

Auf pH 7,5 einstellen 
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2.1.6 Software  

Zur Erstellung von Texten wurde das Softwarepaket Microsoft Office verwendet.  

Die in der Arbeit dargestellten Diagramme sowie Grafiken wurden mittels der Software GraphPad Prism 

9.3.1 der Firma GraphPad Software Inc. erstellt und statistische Tests durchgeführt.  

Zur Auswertung der Anzahl und Größe von Organoiden sowie von immunhistochemischen Färbungen 

wurde die Software ImageJ verwendet.  
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2.2 Methoden  

2.2.1 Probengewinnung und -aufarbeitung  

2.2.1.1 Bürstenbiopsien  

Für die Gewinnung humaner Primärzellen aus der Lunge gaben alle teilnehmenden Patienten eine 

schriftliche Einverständniserklärung ab, eine Zustimmung der Ethik-Kommission der Ärztekammer des 

Saarlandes liegt vor. 

Während einer Bronchoskopie wurden Bronchialzellen mittels Bürstenbiopsie entnommen. Die 

entnommenen Lungenzellen wurden mittels Aufschütteln und Pipettieren von der Bürste gelöst und in 

Kokultur mit mitotisch inaktivierten 3T3-Fibroblasten (1 Kryoröhrchen mit 2,25*106 Zellen, sodass in 

einer T75 Zellkulturflasche circa 3*104 Fibroblasten pro cm2 Wachstumsfläche vorkultiviert wurden) 

und 5 μM ROCK (Rho Kinase) -Inhibitor (Y-27632, MedChemExpress, USA) bei 37 °C und 5 % CO2 

kultiviert. 3T3-Fibroblasten und Inhibition der Rho-Kinase ermöglichten eine schnelle Expansion der 

Atemwegsbasalzellen [40]. Alle zwei Tage wurde das Primärzellmedium + 5 μM ROCK-Inhibitor 

erneuert. Wenn die Primärzellen eine Konfluenz von 80 % erreicht haben, wurden sie für weiterführende 

Experimente verwendet oder eingefroren. 

2.2.1.2 Resektate  

Aus diagnostisch/klinisch nicht benötigten Lungenresektaten wurden Bronchus-Stücke entnommen. Die 

Bronchus-Stücke wurden mit 20 ml DMEM/F12-Medium (Gibco, USA) + 1 ml Primocin (InvivoGen, 

USA) drei Mal gewaschen. Danach wurde der Bronchus in 25 ml DMEM/F12-Medium + Primocin 

aufgenommen, 1 ml (25 mg/ml) Proteinase K (R&D Systems, USA) dazugegeben und über Nacht bei 4 

°C gelagert.  

Am nächsten Tag wurde der Bronchus mit dem Medium in eine Petrischale gegeben. Der Bronchus 

wurde mittels Skalpells aufgeschnitten und die Epithelzellen aus dem Inneren des Bronchus mit dem 

Skalpell vorsichtig herausgekratzt. Der Bronchus wurde anschließend verworfen und die erhaltene 

Zellsuspension in einem Falcon gesammelt. Die Suspension wurde bei 300 x g für 3 Minuten 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Es wurden 10 ml Primärzellmedium dazugegeben und das 

Zellpellet resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine neue Petrischale überführt und bei 37 °C und 

5 % CO2 bis zu einer Konfluenz von 80 % inkubiert.  

2.2.2 Zellbiologische Methoden  

2.2.2.1 Expansion und Inaktivierung von Fibroblasten  

Zur Kultivierung von 3T3-Fibroblasten wurde DMEM-Medium mit höherem Glukosegehalt (4,5 g/L; 

Gibco, USA) mit 10 % FCS (Fetales Kälberserum; Gibco, USA) und 1 % Pen/Strep (Sigma-Aldrich, 

USA) verwendet, bis eine Konfluenz von 80 % erreicht wurde. Anschließend wurden die 3T3-

Fibroblasten passagiert und in T175-Kulturflaschen ausgesät. Bei ausreichender Konfluenz von bis zu 

80 % wurden die aktiven 3T3-Fibroblasten mit Hilfe von 30 µM Mitomycin C (Sigma-Aldrich, USA; 2 
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mg/5 ml H2O) inaktiviert. Dazu wurden in jede T175-Kulturflasche 30 ml Fibroblasten-Medium + 750 

µl gelöstes Mitomycin C gegeben und für 3 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend 

wurden die 3T3-Fibroblasten vier Mal mit PBS (Phosphat-gepufferte Salzlösung; Sigma-Aldrich, USA) 

gewaschen und vom Kulturboden mit Hilfe von TrypLE Express (Gibco, USA) gelöst. Die inaktivierten 

3T3-Fibroblasten wurden in einer Konzentration von 2,25*106 Zellen/Kryoröhrchen in Fibroblasten-

Medium mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid; Carl Roth, Deutschland) eingefroren. 

2.2.2.2 Kultivierung von 3D-Lungenorganoiden  

Zur Kultivierung von Organoiden wurde am Tag vor dem Aussäen eine 96-Well-Platte mit 40 µl 

Differenzierungsmedium (DM), Retinsäure (50 nM; Sigma-Aldrich, USA) und 25 % Matrigel (Corning, 

USA) pro Vertiefung beschichtet und zum Gelieren des Matrigels bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Es 

wurden 80 µl Zellsuspension (3*104 Zellen/ml) in DM mit 5 % Matrigel + Retinsäure (50 nM) pro 

Vertiefung ausgesät, um ein ausreichendes Organoid-Wachstum zu gewährleisten. Ein Tag nach dem 

Aussäen wurden 120 µl frisches Medium (5 % Matrigel in DM + Retinsäure) als sogenannter Top-Up-

Feed auf die Zellen gegeben. Der Top Up Feed wurde alle vier Tage durch vorsichtiges Abnehmen der 

oberen 120 µl und erneute Zugabe frischen Mediums gewechselt. Die Organoide wurden über einen 

Zeitraum von 21 Tagen kultiviert. Während der Kultivierung wurden lichtmikroskopische Aufnahmen 

gemacht, um die Anzahl, Größe und prozentualer Anteil von Organoiden mit Lumen auszuwerten. 

2.2.2.3 Stimulation der Matrigel-Organoide  

An Tag 21 der Kultivierung von Organoiden wurden diese mit verschiedenen Substanzen behandelt, um 

die Auswirkung auf die Seneszenz zu untersuchen. Dazu wurden folgende Stock-Lösungen der 

Substanzen angesetzt: Doxorubicin (20 mM; Sigma-Aldrich, USA), Metformin (500 mM; Sigma-

Aldrich, USA), Quercetin (20 mM; Sigma-Aldrich, USA) und Dasatinib (5 mM; Sigma-Aldrich, USA). 

Diese Substanzen wurden in verschiedenen Konzentrationen auf die Organoide gegeben: Metformin (5 

mM, 1:50-Verdünnung), Doxorubicin (100 nM, 1:10.000-Verdünnung), Quercetin (50 µM, 1:200-

Verdünnung) und Dasatinib (200 nM, 1:12.500-Verdünnung). Die von Helmholtz-Zentrum für 

Infektionsforschung (HIPS) bereitgestellten Substanzen wurden in einer Konzentration von 10 µM auf 

die Organoide gegeben (Stock-Lösung: 10 mM in DMSO). Die Substanzen wurden im Top Up Feed 

verdünnt. Die Organoide wurden 48 bzw. 96 Stunden mit den Substanzen inkubiert. Vor, während und 

nach der Stimulation wurden lichtmikroskopische Aufnahmen von den Organoiden zur Analyse 

gemacht. 

2.2.2.4 Kultivierung von Apikal-Out-Organoiden  

Vor Beginn des Versuchs wurde die entsprechende Menge Medium für die Apikal-Out-Organoidkultur 

angesetzt. Das Medium kann bis zu zwei Wochen bei 4 °C gelagert werden. 

Für 10 ml PneumaCult-Medium wurden die in Tabelle 7 aufgelisteten Substanzen verwendet.  
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Tabelle 7: Zusammensetzung PneumaCult-Medium (10 ml) 

 

Vor Beginn des Versuchs wurde eine AggreWell-Platte (24 Vertiefungen) mit je 500 µl Anti-Adherence 

Rinsing Solution pro Vertiefung vorbeschichtet. Die Platte wurde 10 Minuten bei 1300 x g zentrifugiert. 

Die Lösung wurde abgesaugt und die Vertiefung mit je 1 ml DMEM/F12 mit 15 mM HEPES (2-(4-(2-

Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure) gewaschen. Die Vertiefungen wurden mit je 1 ml 

DMEM/F12 mit 15 mM HEPES gefüllt und im Inkubator (37 °C, 5 % CO2) gelagert. Die Platte kann 

bis zu fünf Tage im Inkubator gelagert werden.  

Die Zellen wurden aus der Flasche gelöst (TrypLE Express und TNS (Trypsin Neutralisation Solution)), 

für 3 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und anschließend gezählt. Zur Zellzählung wurde das Zellpellet 

in 1 ml PneumaCult-Medium resuspendiert. In jede Vertiefung der AggreWell-Platte wurden 1 ml 

PneumaCult-Medium pipettiert und anschließend die erforderliche Menge der Zellsuspension gegeben. 

Die gewünschte Zellmenge beträgt 1,2*105 Zellen pro Vertiefung (final 100 Zellen pro Mikrowell, da 

1200 Mikrowells pro Vertiefung). Die Platte wurde 3 Minuten bei 100 x g zentrifugiert und ein bis sechs 

Tage im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 gelagert, bis sich Zellaggregate in den Mikrowells gebildet 

haben. Alle zwei Tage wurde ein partieller Mediumwechsel durchgeführt. Dazu wurden 500 µl Medium 

vorsichtig an der Wand abgesaugt und 500 µl neues PneumaCult-Medium dazugegeben. Wenn die 

Zellen Aggregate gebildet haben, wurden sie in eine normale 24-Well-Platte umgesetzt. Die 24-Well-

Platte wurde ebenfalls mit 500 µl Anti-Adherence Rinsing Solution pro Vertiefung vorbeschichtet. In 

jede Vertiefung der AggreWell-Platte wurde 1 ml PneumaCult-Medium dazugeben und resuspendiert, 

sodass sich die Aggregate vom Mikrowell lösen. In eine Vertiefung der normalen 24-Well-Platte wurde 

jeweils 1 ml der Aggregat-Lösung überführt, sodass eine Vertiefung der AggreWell-Platte zwei 

Vertiefungen in der normalen 24-Well-Platte ergeben. Jeden zweiten Tag wurde ein partieller 

Mediumwechsel durchgeführt. Dazu wurden 500 µl Medium vorsichtig an der Wand abgesaugt und 500 

µl neues PneumaCult-Medium dazugegeben. 

 

PneumaCult Apical-Out Airway Organoid Basal 

Medium 

8,92 ml 

PneumaCult Apical-Out Airway Organoid 10X 

Supplement 

1 ml 

PneumaCult Apical-Out Airway Organoid 

1000X Supplement 

10 µl 

Heparin Solution 20 µl 

Hydrocortisone Stock Solution 50 µl 
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2.2.2.5 Stimulation der Apikal-Out-Organoide  

Die Apikal-Out-Organoide wurden wie oben beschrieben in die AggreWell-Platte ausgesät. Nach 

Bildung der Aggregate wurden die Organoide in eine normale 24-Well-Platte umgesetzt und entweder 

direkt nach Aussaat oder nach 14 Tagen mit unterschiedlichen Stoffen stimuliert. Anschließend wurde 

RNS isoliert (Tabelle 8), die Organoide wurden eingebettet oder die Organoide wurden für die 

Einzelzellsequenzierung (Tabelle 9) verwendet.  

Tabelle 8: Stimulation zur RNS-Isolation/Einbettung 

 Medium Zusatz 

Kontrolle (6 Vertiefungen) 3 ml Medium / 

IL-13 (1:250 Verdünnung) (6 

Vertiefungen) 

3 ml Medium + 12 µl IL-13 (10 µg/ml) 

IL-13 (1:500 Verdünnung) (6 

Vertiefungen) 

3 ml Medium + 6 µl IL-13 (10 µg/ml) 

IL-13 (1:1000 Verdünnung) (6 

Vertiefungen) 

3 ml Medium + 3 µl IL-13 (10 µg/ml) 

 

Tabelle 9: Stimulation für die Einzelzellsequenzierung  

 Medium Zusatz 

Kontrolle (4 Vertiefungen) 2 ml Medium / 

IL-13 (1:250 Verdünnung) (4 

Vertiefungen) 

2 ml Medium + 8 µl IL-13 (10 µg/ml) 

1:40 Hitzeinaktivierte PAO1 (4 

Vertiefungen) 

2 ml Medium + 50 µl hitzeinaktivierte PAO1 

(OD=1) 

1:40 Hitzeinaktivierte NTHi (4 

Vertiefungen) 

2 ml Medium + 50 µl hitzeinaktivierte NTHi 

(OD=1) 

IL-13 + Hitzeinaktivierte PAO1 

(4 Vertiefungen) 

2 ml Medium + 8 µl IL-13 (10 µg/ml) 

+ 50 µl hitzeinaktivierte PAO1 

(OD=1) 

IL-13 + Hitzeinaktivierte NTHi 

(4 Vertiefungen) 

2 ml Medium + 8 µl IL-13 (10 µg/ml) 

+ 50 µl hitzeinaktivierte NTHi 

(OD=1) 
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2.2.2.6 Stimulation der Apikal-Out-Organoide mit HIPS-Substanzen  

Die Apikal-Out-Organoide wurden wie zuvor beschrieben in die AggreWell-Platte ausgesät. Nach 

Bildung der Aggregate wurden die Organoide in eine normale 24-Well-Platte umgesetzt und nach 14 

Tagen mit unterschiedlichen Stoffen 48 Stunden stimuliert. Anschließend wurde RNS isoliert und die 

Organoide wurden eingebettet.  

Die HIPS-Substanzen sind in DMSO gelöst und die Stock-Konzentration beträgt 10 mM. Die 

Substanzen wurden 1:1000 verdünnt, sodass eine Konzentration von 10 µM für die Stimulation der 

Apikal-Out-Organoide verwendet wurde (Tabelle S1).  

2.2.3 Molekularbiologische Assays  

2.2.3.1 Seneszenz Assay  

Nachdem lichtmikroskopische Aufnahmen von den Organoiden aufgenommen wurden, erfolgte das 

Herauslösen der Organoide aus dem Matrigel. Der Top Up Feed wurde zunächst abgenommen und zur 

Zytokin- und LDH (Laktatdehydrogenase)-Messung aufbewahrt. Zum Verflüssigen des Matrigels 

wurden 120 µl Cell Recovery Solution (Corning, USA) pro Vertiefung auf die Organoide gegeben und 

für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden jeweils drei Vertiefungen in einem 

Reaktionsgefäß vereinigt. Die Reaktionsgefäße wurden bei 200 x g für 3 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, 

sodass sich ein Pellet bildete. Der Überstand wurde entfernt und die Organoide in 100 µl 

Differenzierungs-Medium resuspendiert und in eine schwarze 96-Well-Platte überführt. In jede 

Vertiefung wurden 100 µl Differenzierungs-Medium + 0,18 µl Seneszenz-Farbstoff (Aus dem 

Seneszenz-Kit #ab228562; Abcam, UK) gegeben. Für 50 Vertiefungen wurden als Stock-Lösung 9 µl 

Farbstoff in 1,5 ml Differenzierungsmedium gelöst. Die Organoide wurden für zwei Stunden bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zwei Mal mit Waschpuffer gewaschen und in 

200 µl Waschpuffer zur Messung aufgenommen. Der fluoreszente Farbstoff wird als Substrat genutzt, 

welches von der SA-β-Galactosidase in seneszenten Zellen umgesetzt wird. Die Fluoreszenz wurde bei 

einer Exzitation von 485 nm und einer Emission von 520 nm mit Hilfe eines Mikroplattenleser 

gemessen. 

2.2.3.2 MTT Assay zur Bestimmung der Zellviabilität  

Nach dem Seneszenz Assay wurde der Waschpuffer abgesaugt und es wurden 100 µl 

Differenzierungsmedium mit 10 µl MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromide)-Farbstoff (Biotium, USA) in jede Vertiefung gegeben. Die Organoide wurden für vier 

Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Zum Lösen der Formazan-Kristalle wurden nach vier Stunden 

200 µl DMSO pro Vertiefung auf die Organoide gegeben und bei einer Wellenlänge von 570/630 nm 

im Mikroplattenleser gemessen.  
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2.2.3.3 LDH Assay zur Bestimmung der Toxizität  

Aus jeder Platte wurde eine Vertiefung mit Organoiden pro Gruppe zur LDH-Messung aufbewahrt. Die 

gesammelten Organoide wurden zur Positivkontrolle verwendet. Für die Positivkontrolle wurden die 

Organoide in einem Reaktionsgefäß gesammelt und abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und 10 µl Lyse-Puffer (aus dem LDH-Kit #ab65393; Abcam, UK) auf die Zellen gegeben. In eine 

schwarze 96-Well-Platte wurden 5 µl der lysierten Zellen als Positivkontrolle und jeweils 10 µl 

Überstand gegeben. Für 50 Vertiefungen wurden 100 µl WST (water-soluble tetrazolium salt) Substrate 

Mix in 5 ml LDH Assay Buffer gelöst. In jede Vertiefung wurden 100 µl der Lösung gegeben, 

resuspendiert und nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C im Mikroplattenleser bei OD450 gemessen. 

2.2.4 Molekularbiologische Methoden  

2.2.4.1 RNS-Extraktion  

Nachdem lichtmikroskopische Aufnahmen von den Organoiden aufgenommen wurden, wurden die 

Organoide aus dem Matrigel herausgelöst. Der Top Up Feed wurde zunächst abgenommen und zur 

Zytokin- und LDH-Messung aufbewahrt. Auf die Organoide wurden 120 µl Cell Recovery Solution pro 

Vertiefung gegeben und für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die herausgelösten Organoide wurden in 

einem 2 ml Reaktionsgefäß gesammelt und zentrifugiert (200 x g, 3 Minuten, 4 °C). Der Überstand 

wurde verworfen und das Zellpellet mit 1 ml PBS pro Reaktionsgefäß gewaschen. Die Lösung wurde 

erneut zentrifugiert und der Überstand entfernt. Die Aufreinigung der RNS erfolgte nach 

Herstellerangaben des Extraktionskits „NucleoSpin RNA“ von der Firma Macherey-Nagel GmbH über 

Adsorption an Silika-Säulen/Membran. Hierfür wurden pro Reaktionsgefäß 350 µl Lyse Buffer (350 µl 

Buffer RA-1 + 3,5 µl β-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)) dazugeben und resuspendiert, bis die 

Organoide lysiert waren. Anschließend wurden 350 µl Ethanol (70 %) in jedes Reaktionsgefäß 

dazugegeben und resuspendiert. Das Lysat wurde anschließend auf die Säule in einem neuen 

Reaktionsgefäß pipettiert und für 30 Sekunden bei 11.000 x g zentrifugiert. Die Säule wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und 350 µl Membran Desalting Buffer (MDB) auf die Säule pipettiert. Es 

wurde 1 Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert. Anschließend wurden 95 µl rDNase reaction mixture (10 

µl reconstituted rDNase + 90 µl Reaction Buffer for rDNase (rDNase Set, Macherey Nagel, 

Deutschland)) auf die Säule pipettiert und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die 

verbleibende genomische DNS zu verdauen. Danach wurden 200 µl Waschpuffer RAW2 auf die Säule 

pipettiert und für 30 Sekunden bei 11.000 x g zentrifugiert. Die Säule wurde anschließend in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Es wurden 600 µl Waschpuffer RA3 auf die Säule pipettiert und für 30 

Sekunden bei 11.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule erneut ins 

Reaktionsgefäß gesetzt. Danach wurden 250 µl Waschpuffer RA3 auf die Säule pipettiert und für zwei 

Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Die Säule wurde in ein neues 

Eppendorf-Gefäß überführt. Auf die Säule wurden 50 µl RNase-freies Wasser gegeben und für eine 
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Minute bei 11.000 x g zentrifugiert. Die Konzentration der gewonnenen RNS (ng/µl) wurden im 

Anschluss mit Hilfe des NanoDrop 8000 spektralphotometrisch gemessen und bei -80 °C aufbewahrt. 

Um die erhaltene RNS in komplementäre DNS (cDNS) umzuschreiben, wurde das „Revert Aid First 

Strand cDNA Synthesis Kit“ (Thermo Scientific, USA) verwendet. Mit Nuclease-freiem Wasser wurde 

die Konzentration der Proben eingestellt, sodass pro Eppendorf-Gefäß 11 µl Probe vorliegt. Zu jeder 

Probe wurden 1 µl Oligo-dT-Primer (InvitroGen, USA) dazugegeben und in eine 96-Well-Platte 

pipettiert. Zu jeder Probe wurden 8 µl Puffer (Tabelle 10) hinzugegeben.  

Tabelle 10: Komponenten des cDNS-Puffer pro Probe 

 

Das Programm der cDNS-Synthese ist wie in Tabelle 11 dargestellt abgelaufen.  

Tabelle 11: Programm der cDNS-Synthese  

Schritt Temperatur  Zeit  

1 65 °C  5 Minuten 

2 4 °C  5 Minuten  

3 42 °C  60 Minuten 

4 70 °C  5 Minuten  

5 4 °C  ∞ 

 

Nach Beenden des Programms wurden jeweils 180 µl Nuclease-freiem Wasser zu jeder Probe 

dazugegeben, um eine 1:10 Verdünnung zu erreichen, und die hergestellte cDNS bei -80 °C gelagert. 

2.2.4.2 Quantitative real time PCR  

Die synthetisierte cDNS, die RNS sowie die Primer wurden auf Eis aufgetaut. Die RNS wurde als 

Kontrolle mitgeführt, um die Funktion der Reversen Transkription zu überprüfen. Dazu wurden 200 µl 

RNase freies-Wasser mit 1 µl RNS hergestellt. Anschließend wurde der Master-Mix nach 

Herstellerangaben (SensiMix SYBR Kit; Meridian Bioscience, USA) vorbereitet, siehe Tabelle 12. In 

jede Vertiefung einer 96-Well-Platte wurden jeweils 20 µl Master-Mix und 5 µl cDNS oder vorbereitete 

RNS gegeben. Pro Gruppe wurde jeweils eine Negativkontrolle (NC) mitgeführt. Dazu wurde in jede 

Vertiefung zu dem Master-Mix anstelle von cDNS 5 µl Nuclease-freiem Wasser hinzugegeben.  

 

5x Reaction Buffer (Thermo Scientific, USA) 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific, USA) 1 µl 

dNTP-Mix (Thermo Scientific, USA) 2 µl 

RevertAid M-MuLV RT (Thermo Scientific, USA) 1 µl  
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Tabelle 12: Einfacher Reaktionsansatz des Master-Mix für RT-qPCR pro Probe 

 

Für den Reaktionsablauf wurde das System CFX96 (BioRad) verwendet. Das durchgeführte Programm 

ist in Tabelle 13 dargestellt.  

Tabelle 13: Durchgeführtes RT-qPCR-Programm 

 

Mittels Schmelzkurvenanalyse wurde der korrekte Ablauf der RT-qPCR bestimmt. Anhand der ∆∆CT-

Methode wurde die jeweilige Veränderung in der Genexpression analysiert.  

2.2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration  

Nachdem lichtmikroskopische Aufnahmen von den Organoiden gemacht wurden, wurden die 

Organoide aus dem Matrigel herausgelöst. Der Top Up Feed wurde zunächst abgenommen und zur 

Zytokin- und LDH-Messung aufbewahrt. Auf die Organoide wurden 120 µl Cell Recovery Solution pro 

Vertiefung gegeben und für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die herausgelösten Organoide wurden in 

einem 2 ml Reaktionsgefäß gesammelt und zentrifugiert (200 x g, 3 Minuten, 4 °C). Der Überstand 

wurde verworfen und mit 1 ml PBS pro Reaktionsgefäß gewaschen. Die Lösung wurde erneut 

zentrifugiert und der Überstand entfernt. Pro Reaktionsgefäß wurden 50 µl Lyse Puffer (9 ml Wasser, 1 

ml RIPA-Puffer (Cell Signaling Technology, USA), 1 Tablette Phospho-Stop (Roche, Schweiz) und 1 

Tablette Complete Mini (Roche, Schweiz)) dazugeben. Die Organoide wurden mittels Minilys lysiert. 

SensiMix SYBR Fluorescein 12,5 µl 

Primer forward  0,1 µl 

Primer reverse  0,1 µl 

PCR-H2O 7,3 µl 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 95 °C 10:00 

2 95 °C 00:15 

3 60 °C  00:30 

4 72 °C  01:00 

5 Messung der Fluoreszenz  

Wiederholen der Zyklen 2-5, 40x 

6 65 °C  00:30 

7 65 °C ± 0,5 °C/Zyklus 00:05 

8 Messung der Fluoreszenz  

Wiederholen der Zyklen 7-8, 60x 

9 4 °C ∞ 
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Anschließend wurde die BCA (Bicinchoninsäure)-Konzentration mittels Pierce BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Scientific, USA) bestimmt. Dazu wurden die Proben 1:1 mit bidest. Wasser verdünnt. Es 

wurden jeweils 10 µl verdünnte Proben und 10 µl Standard auf eine 96-Well F-Boden-Platte gegeben 

und 200 µl WR-Mix dazu pipettiert. Die Platte wurde für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und 

anschließend die Absorption mit Hilfe eines Mikroplattenlesers bei einer Wellenlänge von 562 nm 

gemessen. Nach Bestimmung der BCA-Konzentration der Proben wurde der Proteingehalt angepasst 

und auf 2 µg/15 µl eingestellt. In jedes Eppendorf-Gefäß wurden 5 µl Roti Load (Carl Roth, 

Deutschland) dazugegeben und 5 Minuten bei 95 °C erhitzt.  

2.2.4.4 Western Blot  

Die Puffer und das Gel wurden wie in Tabelle 6 beschrieben angesetzt. Es wurde die Lösung für 12 % 

Trenngel und 6 ml Sammelgel angesetzt. Die Glasscheiben wurden mit Hilfe einer Klammer 

zusammengesetzt und das Trenngel wurde zwischen die Scheiben pipettiert. Sobald das Trenngel 

ausgehärtet war, wurde Isopropanol zwischen die Scheiben pipettiert und wieder verworfen, um eine 

gleichmäßige Trennlinie zwischen den Gelen zu ermöglichen. Anschließend wurde das Sammelgel 

dazugegeben und der Kamm hinzugefügt. Nachdem das Sammelgel ausgehärtet war, wurde der Kamm 

entfernt.  

Die Glaskammer mit dem Gel wurde ins Stromgerät eingesetzt und das Gerät wurde mit 1X SDS-PAGE-

Laufpuffer, siehe Tabelle 6, gefüllt. Die Kammern wurden zunächst mit dem Laufpuffer gespült und 

anschließend mit jeweils 20 µl Probe und 5 µl Proteinmarker PageRuler Prestained Protein Ladder 

(Thermo Scientific, USA) gefüllt. Die Proben wurden zunächst 15 Minuten bei 80 V laufen gelassen, 

damit sich eine einheitliche Lauffront bildet. Danach wurden die Proteine bei 100 V 1 Stunde 20 

Minuten aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran im 

Nassblotverfahren übertragen. Das Blotting Sandwich wurde ins Gerät eingesetzt und das Gerät mit 1 

X Blotting Puffer, siehe Tabelle 6, gefüllt. Die Übertragung erfolgt bei 300 A für 1 Stunde 45 Minuten. 

Anschließend wurde die Membran entnommen und drei Mal 5 Minuten mit TBST (Tris-buffered saline  

mit Tween20) gewaschen.  

Zum Blocken unspezifischer Bindestellen wurde die Membran in ein Reaktionsgefäß mit 25 ml 5 % 

BSA (Rinderserumalbumin; Sigma-Aldrich, USA) in TBS (Tris-buffered saline) gegeben und über 

Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Danach wurde erneut drei Mal 5 Minuten mit TBST gewaschen. 

Anschließend wurde die Membran mit dem entsprechenden Primär-Antikörper (in 5 % BSA in TBS 

verdünnt) in einem Reaktionsgefäß für 2 Stunden bei Raumtemperatur rotierend inkubiert. Nach 

erneutem Waschen mit TBST wurde die Membran in ein Reaktionsgefäß mit dem Sekundär-Antikörper 

(in 5 % BSA in TBS verdünnt) gegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Rotor 

inkubiert. Die Antikörper sind in Tabelle 4 aufgelistet. Danach wurde die Membran erneut drei Mal 5 
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Minuten mit TBST gewaschen und in das Gerät ChemiDoc (BioRad) eingelegt. Auf die Membran wurde 

der Substrate Mix Pierce ECL Western Blotting (Thermo Scientific, USA) pipettiert und gemessen. 

Zum erneuten Beproben der Membran wurde diese zunächst mit TBST gewaschen und die Membran 

mit Stripping-Puffer Re-Blot Plus Strong Solution 10X (EMD Millipore, USA) (1 ml 10X Stripping 

Buffer + 9 ml bidest. Wasser) im Reaktionsgefäß für 20 Minuten rotierend inkubiert. Anschließend kann 

erneut geblockt und weitere Antigene/Proteine detektiert werden. 

2.2.4.5 FACS Sorter  

Die Organoide wurden für 96 Stunden mit Differenzierungs-Medium (Kontrolle) oder Doxorubicin 

stimuliert. Danach wurden die Organoide aus dem Matrigel herausgelöst. Es wurden 120 µl Medium 

abgenommen und 150 µl Cell Recovery Solution pro Vertiefung dazugegeben. Die Platte wurde für 10 

Minuten bei 4 °C inkubiert und anschließend wurden die Organoide in FACS (Fluorescence Activated 

Cell Sorting)-Röhrchen gesammelt. Die Röhrchen wurden zentrifugiert (200 x g, 3 Minuten, 4 °C) und 

der Überstand verworfen. Die Organoide wurden in 1 ml Differenzierungs-Medium resuspendiert. 

Hieraus wurden 100 µl pro Gruppe in ein neues Röhrchen als ungefärbte Kontrolle überführt. In die 

Röhrchen mit den Organoiden wurden zu den 900 µl Differenzierungs-Medium 5,4 µl Seneszenz-

Farbstoff (aus dem Seneszenz-Kit, ab228562; Abcam, UK) dazugegeben und 1,5 Stunden bei 37 °C 

inkubiert. Danach wurden die Organoide mit Waschpuffer gewaschen, zentrifugiert und der Überstand 

entnommen. Die Organoide wurden zur Vereinzelung in 900 µl TrypLE aufgenommen und in drei 

Röhrchen aufgeteilt. Die Organoide wurden 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und zwischendurch durch 

Mischen mit dem Vortexer vereinzelt. Danach wurde das Trypsin mit 2 ml FACS Staining Buffer 

(BioLegend, USA) verdünnt und zentrifugiert. Es wurden 2 ml Überstand abgesaugt und die Zellen in 

dem verbleibendem 1 ml resuspendiert. Die Zellen wurden durch ein 70 µm Zellsieb in ein neues 

Röhrchen überführt und mit 2 ml Staining Buffer durch das Zellsieb aufgefüllt. Die Röhrchen wurden 

zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in 500 µl Staining Buffer 

aufgenommen und im FACS Cell Sorter SH800S (Sony) sortiert. Die sortierten Zellen wurden für die 

anschließende RNS-Isolation direkt in RA1-Puffer gesammelt. 

2.2.5 Immunhistochemie (IHC) 

2.2.5.1 Einbettung der Organoide  

Nach dem Aufnehmen lichtmikroskopischer Bilder von den Organoiden, wurden die Organoide aus dem 

Matrigel herausgelöst. Der Top Up Feed wurde zunächst abgenommen und zur Zytokin- und LDH-

Messung aufbewahrt. Auf die Organoide wurden 120 µl Cell Recovery Solution pro Vertiefung gegeben 

und für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die herausgelösten Organoide wurden in einem Reaktionsgefäß 

gesammelt und zentrifugiert (200 x g, 3 Minuten, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen und mit 1 ml 

kaltem PBS gewaschen. Es wurde erneut zentrifugiert und der Überstand entfernt. Anschließend wurden 

etwa 10 ml 4 % Formaldehyd, siehe Tabelle 6, in das Reaktionsgefäß gegeben und für 30 Minuten bei 
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Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 3 % Agarose (Carl Roth, Deutschland) in 50 ml PBS 

gelöst, aufgekocht und im Inkubator auf 60 °C abgekühlt. Es wurde erneut zentrifugiert und das 

Formaldehyd verworfen. Es wurden 250 µl Agarose ins Reaktionsgefäß gegeben, resuspendiert und 

ausgehärtet. Die harte Agarose wurde mittels eines Spatels aus dem Falcon gelöst, geschnitten und 

anschließend in eine Einbettkassette gelegt. Die eingebetteten Organoide wurden in 4 % Formaldehyd 

gelagert. 

2.2.5.2 Färbungen  

2.2.5.2.1 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung  

Die HE-Färbung wurde als Übersichtsfärbung durchgeführt. Dabei wurden die Zellkerne blau und 

andere Strukturen, wie zum Beispiel das Zytoplasma, rot gefärbt. Nach der Einbettung in Paraffin 

wurden mit Hilfe eines Mikrotoms histologische Schnitte (2 µm Dicke) des Paraffin-Blocks angefertigt. 

Die Schnitte wurden auf einen Objektträger aufgebracht. Anschließend wurden die Schnitte in einen 

Glasbehälter gestellt und über Nacht bei 61 °C in einem Inkubator aufbewahrt, damit das Paraffin flüssig 

wurde und weitestgehend abtropfen konnte. Das Paraffin wurde durch eine absteigende Alkoholreihe 

von den Schnitten entfernt. Diese bestand aus vier Xylol-Schritten, drei Ethanol 100 %-Schritten, zwei 

Ethanol 70 %-Schritten und zwei Wasser-Schritten. Das Xylol diente zur Entfernung des Paraffins und 

das 70 %ige Ethanol zur Rehydrierung. Das Wasser diente zur Entfernung des Ethanols. Der 

Glasbehälter mit den Schnitten wurde im Xylol jeweils 10 Minuten und im Ethanol sowie im Wasser 

jeweils 5 Minuten belassen. Mittels TBST wurde die Zellmembran zugänglich gemacht. Danach wurde 

kurz mit Aqua dest. gespült und die Hämatoxylin-Lösung dazugegeben (6 Minuten). In fließendem 

Leitungswasser wurde 15 Minuten gebläut. Danach wurde mit Aqua dest. gespült (2 Minuten) und die 

Eosin G-Lösung für 3 Minuten dazugegeben. Die Slides wurden kurz mit Leitungswasser abgespült, 

durchliefen eine aufsteigende Alkoholreihe (70-96-100 %) und wurden mit einem Alkohol-basiertem 

Eindeckmedium eingedeckt. Bilder der eingedeckten Objektträger wurden mit dem Mikroskop und der 

Software von Olympus BX51 (cellSens Dimension 1.5) aufgenommen. 

2.2.5.2.2 Immunhistochemische Färbung  

Nach der Einbettung in Paraffin wurden mit Hilfe eines Mikrotoms histologische Schnitte (2 µm Dicke) 

des Paraffin-Blocks angefertigt. Die Schnitte wurden auf einen Objektträger aufgebracht. Die auf den 

Objektträger aufgebrachten Paraffin-Schnitte wurden in einen Glasbehälter gestellt und über Nacht bei 

61 °C in einem Inkubator aufbewahrt, damit das Paraffin flüssig wurde. Die Schnitte im Glasbehälter 

durchliefen eine absteigende Alkoholreihe, welche aus vier Xylol-Schritten, drei Ethanol 100 %-

Schritten, zwei Ethanol 70 %-Schritten und zwei Wasser-Schritten bestand. Das Xylol diente zur 

Entfernung des Paraffins und das 70 %ige Ethanol zur Rehydrierung. Das Wasser diente zur Entfernung 

des Ethanols. Der Glasbehälter mit den Schnitten wurde im Xylol jeweils 10 Minuten und im Ethanol 

sowie im Wasser jeweils 5 Minuten stehen gelassen. Nach der absteigenden Alkoholreihe wurden die 

Schnitte in einen Glasbehälter mit TBST gestellt und über Nacht im Kühlschrank aufbewahrt. Die 
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Objektträger wurden am nächsten Tag zwei bis drei Mal mit PBS gespült und in einen Behälter mit 550 

ml 1 %iger EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Lösung gestellt. Die EDTA-Lösung bestand aus 50 ml 10 

%igem EDTA und 500 ml Wasser. Die Objektträger wurden in dieser Lösung 45 Minuten bei 95 °C 

gekocht, um die Epitope zu demaskieren.  

Nach der Antigendemaskierung wurden die Schnitte erneut drei Mal mit PBS gespült. In dieser Zeit 

wurde die Lösung zur Blockierung von unspezifischen Bindungen hergestellt. Dazu wurden 1 g BSA 

(Sigma-Aldrich, USA) in 50 ml PBS gelöst, sodass eine 2 %ige Lösung entstand, und anschließend 

sterilfiltriert (Sterile Syringe Filter 0,2 µm). Die Objektträger wurden aus dem Glasbehälter mit PBS 

herausgenommen und jeweils 200 µl der 2 %igen BSA-Lösung auf die Objektträger pipettiert. Die 

Proben wurden für 30 Minuten abgedunkelt inkubiert. In dieser Zeit wurde die Primär-Antikörper (AK)-

Lösung in einem Reaktionsgefäß hergestellt. Nach 30 Minuten wurden jeweils 150 µl der Primär-AK-

Lösung auf die Objektträger pipettiert. Die Schnitte wurden über Nacht bei 4 °C abgedunkelt inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Objektträger drei Mal in PBS gewaschen. In dieser Zeit wurde die 

Sekundär-AK-Lösung in einem Reaktionsgefäß hergestellt. Der Sekundär-AK ist ein Peroxidase (HRP)-

konjugierter polyklonaler Anti-Rabbit-Antikörper. Nach dem Waschen wurden die Objektträger in 

einen Glasbehälter mit PBS gestellt. Die Objektträger wurden aus dem PBS herausgenommen und 

jeweils 150 µl der Sekundär-AK-Lösung auf die Objektträger aufgetropft. Dabei waren die Reihenfolge 

sowie der Zeitabstand zwischen den verschiedenen Objektträgern wichtig, damit jeder Schnitt eine exakt 

gleiche Reaktionszeit des Chromogenes hatte. Die in der Arbeit verwendeten Antikörper sind in Tabelle 

5 aufgelistet. Während der Reaktion wurde die Farbentwicklung des Chromogenes beobachtet, um ein 

Überfärben zu vermeiden. Nach der individuellen Entwicklungszeit der jeweiligen Primär- und 

Sekundär-AK-Kombination wurde die Reaktion durch dreifaches Waschen in PBS/TBST abgestoppt. 

Mit Hilfe des Aquatex Mounting Medium (Sigma-Aldrich, USA) wurden Deckgläser auf den 

Objektträgern befestigt. Bilder der eingedeckten Objektträger wurden mit dem Mikroskop und der 

Software von Olympus BX51 (cellSens Dimension 1.5) aufgenommen.  

2.2.6 Quantifizierung von Zytokinen  

2.2.6.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration von IL-8, IL-6, GDF-15 und Tissue Inhibitor of 

Metalloproteinase-2 (TIMP-2) wurden erhältliche DuoSet ELISA-Systeme (R&D Systems, USA) 

verwendet und die Konzentration nach Herstellerangaben im Zellüberstand bestimmt. Für die Messung 

wurden eine spezielle 96-Well-Platte von Brand verwendet, welche speziell für eine hohe 

Bindungskapazität entwickelt wurde und für die Immobilisierung von IgG optimiert ist. Diese 

Mikroplatte bietet eine hervorragende Bindung für Moleküle mit gemischten hydrophilen und 

hydrophoben Bereichen und ist daher die bevorzugte Oberfläche für die meisten Standard-ELISAs und 

Festphasen-Immunoassays. 
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Ein Tag zuvor wurde eine 96-Well-ELISA-Platte mit dem entsprechenden Capture Antibody beschichtet 

und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am Tag des Versuchs wurde die Platte zunächst mit 

Waschpuffer, siehe Tabelle 6, drei Mal gewaschen und anschließend getrocknet. Danach wurden 300 µl 

Block-Puffer (Reagent Diluent, siehe Tabelle 6) pro Vertiefung auf die Platte gegeben und eine Stunde 

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde anschließend drei Mal gewaschen und getrocknet. 

Danach wurden jeweils 100 µl Standard und Probe pro Vertiefung auf die Platte pipettiert. Die Proben 

wurden zwei Stunden auf der Platte inkubiert. Die Platte wurde anschließend erneut gewaschen und 

getrocknet. Die Platte wurde zwei Stunden mit dem entsprechenden Detection Antibody beschichtet und 

anschließend erneut gewaschen. Danach wurde 100 µl Streptavidin pro Vertiefung in die Platte gegeben 

und für 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Platte wurde erneut gewaschen und getrocknet und 100 

µl Substrate Solution (TMB-Solution, EMD Millipore) pro Vertiefung auf die Platte pipettiert. Die 

Substrate Solution wurde bis zu 20 Minuten im Dunkeln in der Platte inkubiert. Zum Abstoppen der 

Reaktion wurden in jede Vertiefung 50 µl Stopp Solution (3 M H2SO4) gegeben. Die Absorption wurde 

im Mikroplattenleser bei 450 nm gemessen. 

2.2.6.2 Luminex  

Es wurde ein Multiplex Zytokin Assay (R&D Systems, Human Magnetic Luminex Assay) durchgeführt, 

um folgende Zytokin-Konzentrationen zu bestimmen: C-X-C-Motiv-Chemokin-Ligand 1 (CXCL1), 

Dickkopf-ähnliches Protein 1 (DKK-1), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-17C (IL-17C), 

Tumornekrosefaktor α (TNF-α), C-X-C-Motiv-Chemokin-Ligand 2 (CXCL2), Interleukin-6 (IL-6), 

Interleukin-13 (IL-13) und Serinprotease-Inhibitor E1 (Serpin E1). 

Zunächst wurde der Standard-Cocktail aus mehreren Calibrator Diluent RD6-52, wie in Tabelle 14 

gezeigt, hergestellt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  

Tabelle 14: Standard-Cocktail zur Luminex Messung  

 Lot Nummer Benötigtes Volumen 

Standard C P295154 0,225 ml 

Standard K P295158 0,225 ml 

Standard D P301239 0,250 ml 

Standard A P303236 0,275 ml 

Standard G P301242 0,250 ml 

Standard L  P272403 0,200 ml 

 

Die Proben (Überstande von Zellkultur) wurden in einer anderen Platte vorverdünnt. Dazu wurden 30 

µl Probe mit 30 µl oben hergestellten Calibrator Diluent RD6-52 verdünnt. Der Wasch-Puffer wurde 

hergestellt, indem 20 ml Wash Buffer Concentrate in 480 ml dd-H2O verdünnt wurden. Der Standard 1 
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wurde hergestellt, indem 100 µl von jedem Standard-Cocktail sowie 400 µl Calibrator Diluent RD6-52 

in Reaktionsgefäß pipettiert wurden. Insgesamt wurden sechs verschiedene Standards benötigt. Dazu 

wurden fünf weitere Reaktionsgefäße mit 200 µl Calibrator Diluent RD6-52 befüllt und 100 µl aus dem 

vorherigen Standard dazu pipettiert (aus Standard 1 100µl zu Standard 2, aus Standard 2 100µl zu 

Standard 3, …).  

Der Mikropartikel Cocktail wurde zunächst zentrifugiert und anschließend gevortext, um die 

Mikropartikel zu resuspendieren. Für 96 Vertiefungen wurden 500 µl Mikropartikel Cocktail in 5 ml 

Diluent RD2-1 verdünnt. Die hergestellte Mikropartikel-Lösung wurde vor Licht geschützt und 

innerhalb von 30 Minuten nach Verdünnung verwendet.  

Der Biotin-Antikörper Cocktail wurde zunächst zentrifugiert und anschließend gevortext. Für 96 

Vertiefungen wurden 500 µl Biotin-Antikörper Cocktail in 5 ml Diluent RD2-1 verdünnt.  

Das Streptavidin-PE wurde zunächst zentrifugiert und anschließend gevortext. Für 96 Vertiefungen 

wurden 220 µl Streptavidin-PE in 5,35 ml Wasch-Puffer verdünnt. Die Lösung wurde vor Licht 

geschützt und erst kurz vor Verwendung hergestellt.  

Nach der Vorbereitung aller Lösungen und Proben wurden 50 µl des Standards sowie der verdünnten 

Probe in die einzelnen Vertiefungen der Luminex-Platte gegeben. Die Mikropartikel-Lösung wurde 

resuspendiert und 50 µl pro Vertiefung pipettiert. Die Platte wurde für zwei Stunden bei 

Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Danach wurde die Platte auf einer Magnetplatte 

befestigt, 1 Minute gewartet und der Überstand entfernt. Es wurden 100 µl Wasch-Puffer in jede 

Vertiefung pipettiert, die Platte von der Magnetplatte entfernt und die Platte leicht geschüttelt. 

Anschließend wurde die Platte wieder auf der Magnetplatte befestigt, eine Minute gewartet und der 

Überstand entfernt. Diese Waschschritte wurden drei Mal wiederholt. Anschließend wurden 50 µl der 

hergestellten Biotin-Antikörper-Lösung in jede Vertiefung pipettiert und die Platte für eine Stunde bei 

Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Der Waschschritt wurde drei Mal wiederholt. 

Anschließend wurden 50 µl der hergestellt Streptavidin-PE-Lösung in jede Vertiefung pipettiert und für 

30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Der Waschschritt wurde drei Mal 

wiederholt. Es wurden 100 µl Wasch-Puffer in jede Vertiefung pipettiert, um die Mikropartikel zu 

resuspendieren und für zwei Minuten auf einem Schüttler inkubiert. Für die Messung wurde das 

Luminex MAGPIX System verwendet.  

2.2.7 Proteomik-Analyse  

Die Proteomik-Messung wurde im Helmholtz-Institut für Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) 

in Saarbrücken in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rolf Müller durchgeführt. Es wurde ein Protokoll 

von Risch et al. [211] verwendet.  
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Die gesammelten Organoidproben wurden durch Zugabe von 210 µl 0,4 % SDS (Sodium 

dodecylsulfate) in PBS und eine Ultraschallbehandlung mit einer Amplitude von 50 % für 20 Sekunden 

(Bandelin Sonoplus) lysiert. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert (16900 x g, 20 Minuten, 

Raumtemperatur) und der Überstand wurde für die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-

Test (Thermo) verwendet. Die Konzentration des Gesamtproteins der Proben wurden auf 100 µg/200 µl 

pro Probe eingestellt. Anschließend wurden die Proteine durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Aceton und 

Inkubation über Nacht bei -20 °C ausgefällt. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert (16900 x g, 

15 Minuten, 4 °C) und der Überstand verworfen. Die Proben wurden zweimal mit 1 ml eiskaltem 

Methanol gewaschen. Die Vorbereitung für den Proteinverdau erfolgte durch Resuspension in 200 µl 

X-Puffer (siehe Tabelle 6), gefolgt von der Reduktion von Cystein mit 0,8 µl DTT (Dithiothreitol, 250 

mM) für 45 Minuten bei 25 °C, Capping mit 2 µl IAA (Iodessigsäure, 550 mM) für 30 Minuten bei 25 

°C und Zugabe von weiteren 3,2 µl DTT (250 mM) für 30 Minuten bei 25 °C. Der Proteinverdau wurde 

durch Zugabe von 600 µl Ammoniumbicarbonatpuffer (pH = 8,5) und Trypsin (1 µg) (MS-Qualität, 

Promega) und Inkubation über Nacht bei 37 °C, 400 U/min Schütteln durchgeführt. Die Verdauung 

wurde durch Zugabe von 8 µl Ameisensäure gestoppt. Peptidproben wurden auf SepPak C18-Säulen 

(Waters) gemäß dem folgenden Protokoll entsalzt. Die Säulen wurden durch Zugabe von 1 ml 100 % 

und 80 % Acetonitril (ACN) mit 0,5 % FA (Formic Acid) vorbereitet, gefolgt von einer Äquilibrierung 

mit 1 ml H2O + 0,1 % TFA (Trifluoracetat), bevor die Proben geladen und drei Mal mit 1 ml 0,1 % TFA 

und einmal mit 0,5 ml 0,5 % FA gewaschen wurden. Anschließend wurden die Proben durch dreifache 

Zugabe von 250 µl 80 % ACN + 0,5 % FA unter leichtem Vakuum in 2 ml LoBind (Eppendorf) eluiert 

und mit speedVac getrocknet, bevor sie in 1 % FA mit einer Proteomkonzentration von 1 µg/µl gelöst 

wurden. Die Proben wurden durch eine 0,22 µm-Membran (Merck Millipore, UFC30GVNB) gefiltert 

und in QuanRecovery-Autosampler-Fläschchen (Waters) überführt. Die Probenanalyse erfolgte mithilfe 

eines nanoElute-Nano-Flow-Flüssigkeitschromatographiesystems (Bruker, Deutschland), gekoppelt mit 

einem timsTOF Pro (Bruker, Deutschland). Die Proben wurden auf die Trap-Säule (Thermo Trap 

Cartridge 5 mm) geladen und mit 6 µL 0,1 % FA bei einer Flussrate von 10 µl/min gewaschen. Die 

Peptide wurden dann auf die analytische Säule (Aurora Ultimate CSI 25 cm x 75 µm ID, 1,6 µm FSC 

C18, IonOpticks) übertragen und durch eine Gradientelution (Eluent A: H2O + 0,1 % FA, B: ACN + 0,1 

% FA; 0 % bis 3 % in 1 min, 3 % bis 17 % in 57 min, 17 % bis 25 % in 21 min, 25 % bis 34 % in 13 

min, 34 % bis 85 % in 1 min, 85 % für 8 min gehalten) mit einer Flussrate von 400 nl/min getrennt. Eine 

Captive Spray nanoESI-Quelle (Bruker, Deutschland) wurde verwendet, um die Peptide bei 1,5 kV mit 

180 °C Trockentemperatur bei 3 l/min Gasfluss zu ionisieren. timsTOF Pro (Bruker, Deutschland) 

wurde im standardmäßigen dia-PASEF-Langgradientenmodus betrieben, wobei TIMS auf 1/K0 

eingestellt war, Start bei 0,6 Vs/cm2, Ende bei 1,6 Vs/cm2 mit einer Rampen- und Akkumulationszeit 

von jeweils 100 ms und einer Rampenrate von 9,43 Hz. Der Massenbereich wurde von 100,0 Da bis 

1700 Da mit positiver Ionenpolarität eingestellt. Der Dia-PASEF-Massenbereich wurde auf 400,0 Da 

bis 1201,0 Da mit einem Mobilitätsbereich von 0,60 1/K0 bis 1,43 1/K0 und einer Zykluszeit von 1,80 
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s eingestellt. Die Kollisionsenergie für 0,60 1/K0 wurde auf 20,00 eV und für 1,6 1/K0 auf 59,00 eV 

eingestellt. Tuning MIX ESI-TOF (Agilent) wurde zur Kalibrierung von m/z und Mobilität verwendet. 

Die Daten wurden mit DIA-NN (Version 1.8.1) verarbeitet und Proteine wurden anhand des Uniprot 

Homo sapiens-Referenzproteoms (Proteom-ID: UP000005640, heruntergeladen am 28.12.2023) 

identifiziert. Die Einstellungen wurden als Standard verwendet, außer dass der Ladungsbereich der 

Vorläufer zwischen 2 und 4 lag. C-Carbamidomethylierung wurde als feste Modifikation eingestellt. „-

-relaxed-prot-inf“ wurde in den zusätzlichen Optionen hinzugefügt, um eine weitere Datenverarbeitung 

mit der Perseus-Software zu ermöglichen. In Perseus (Version 2.0.11) wurden die Werte in ihren log2-

Wert umgewandelt und die Replikate gruppiert. Die Ergebnisse wurden in 2 von 3 in mindestens einer 

Gruppe nach gültigen Werten gefiltert. Fehlende Werte wurden durch Standardeinstellungen ersetzt und 

die unterschiedlichen Proteinhäufigkeiten zwischen verschiedenen Bedingungen wurden mit einem 

zweiseitigen Student-t-Test ausgewertet. Der Cut-off für den –log10-p-Wert wurde auf 1,3 (p-Wert = 

0,05) und die t-Testdifferenz auf >1,5 festgelegt. Proteine, die diese Grenzwerte erreichten, wurden im 

Vergleich zu den Kontrollen als signifikant über- oder unterexprimiert identifiziert. 

2.2.8 Einzelzellsequenzierung  

2.2.8.1 BD Rhapsody Plattform – Seneszenz  

Die Organoide wurden wie oben beschrieben in Matrigel für 21 Tage kultiviert. Nach 21 Tagen wurden 

die Organoide mit unterschiedlichen Stimuli für 48 bzw. 96 Stunden kultiviert, wie in Tabelle 15 

dargestellt.  

Tabelle 15: Unterschiedliche Stimuli der Organoide für die Einzelzellsequenzierung   

 Medium Zusatz  

Kontrolle (10 

Vertiefungen) 

1,4 ml Differenzierungsmedium  

75 µl Matrigel 

1,5 µl 1:10-verdünnte Retinsäure (50 nM) 

/ 

Doxorubicin (10 

Vertiefungen) 

1,4 ml Differenzierungsmedium  

75 µl Matrigel 

1,5 µl 1:10-verdünnte Retinsäure (50 nM) 

+ 15 µl 1:1000-verdünntes 

Doxorubicin (100 nM) für 

96 Stunden 

Quercetin (10 

Vertiefungen) 

1,4 ml Differenzierungsmedium  

75 µl Matrigel 

1,5 µl 1:10-verdünnte Retinsäure (50 nM) 

+ 1,5 µl Quercetin (50 µM) 

für 48 Stunden 

Doxorubicin + Quercetin 

(10 Vertiefungen) 

1,4 ml Differenzierungsmedium  

75 µl Matrigel 

1,5 µl 1:10-verdünnte Retinsäure (50 nM) 

+ 15 µl 1:1000-verdünntes 

Doxorubicin (100 nM) für 

96 Stunden 

+ 1,5 µl (50 µM) Quercetin 

für 48 Stunden 
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NTHi (10 Vertiefungen) 1,4 ml Differenzierungsmedium  

75 µl Matrigel 

1,5 µl 1:10-verdünnte Retinsäure (50 nM) 

+ 30 µl hitzeinaktivierte 

NTHi (OD=1) 

PAO1 (10 Vertiefungen)  1,4 ml Differenzierungsmedium  

75 µl Matrigel 

1,5 µl 1:10-verdünnte Retinsäure (50 nM) 

+ 15 µl hitzeinaktivierte 

PAO1 (OD=1) 

 

Nach der Kultivierung wurden die Organoide mittels Cell Recovery Solution aus dem Matrigel 

herausgelöst und anschließend in einem Reaktionsgefäß gesammelt. 

Die Organoide wurden zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und 300 µl TrypLE dazu pipettiert und 

bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert, um eine Einzelzelllösung zu erhalten. Mittels Pipettierens und 

Vortexen wurden die Organoide vereinzelt und anschließend mit 10 ml PBS das TrypLE verdünnt. Die 

Zellsuspensionen wurden durch ein Zellsieb (40 µm) gefiltert, zweimal in PBS gewaschen, gezählt und 

hinsichtlich Einzelzelltrennung und Gesamtzellviabilität kritisch bewertet. Die Gesamtzellviabilität 

sollte über 50 % liegen.  

Die Zellen wurden in 200 µl Sample Buffer (BD Biosciences) resuspendiert. Um die Zellen mit 

Viabilitätsmarkern anzufärben, wurden 1 µl Calcein AM (2 mM, Thermo Fisher Scientific) und 1 µl 

DRAQ7 (0,3 mM, BD Biosciences) dazugegeben und für 5 Minuten bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. 

Hierbei markiert Calcein AM die lebenden Zellen grün, während DRAQ7 die toten Zellen rot färbt. 

Calcein (1 mg) wurde vorher in 503 µl DMSO gelöst, um eine Stock-Konzentration von 2 mM zu 

erreichen. Anschließend wurden 10 µl der Lösung in eine Zählkammer (Incyto, Korea) pipettiert und 

die Zellen mittels BD Rhapsody System gezählt, wie in Tabelle 16 dargestellt.  
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Tabelle 16: Zellzahl und Viabilität der Zellen nach Vereinzelung der Organoide 

 

Nach dem Zählen der Zellen wurden 180 µl der jeweiligen Zellsuspension in die Reaktionsgefäße der 

Sample Tags pipettiert (Probe 1 zu SampleTag 1, Probe 2 zu SampleTag 2, usw.). Die Lösung wurde 

für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem Schritt wurden die Zellen mit einem 

individuellen Barcode-markierten Antikörper (Human Single-Cell Multiplexing Kit oder Mouse 

Immune Single-Cell Multiplexing Kit) inkubiert.  

Um ungebundene Antikörper auszuwaschen, wurden die markierten Zellen in ein Reaktionsgefäß 

überführt und mit 2 ml FACS Stain Buffer (BioLegend, USA) resuspendiert. Die Lösung wurde für 5 

Minuten bei 400 x g zentrifugiert und der Überstand entfernt. Insgesamt wurde dieser Schritt drei Mal 

wiederholt. Danach wurde das Zellpellet in 130 µl Sample Buffer (BD Rhapsody Catridge Reagent Kit) 

resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen erneut mit Calcein AM und DRAQ7 wie zuvor 

beschrieben gefärbt und erneut mittels Rhapsody System gezählt, wie in Tabelle 17 gezeigt. Nach der 

Aufreinigung zeigte sich eine gesteigerte Viabilität der Zellen im Vergleich zu Tabelle 16, da die toten 

Zellen ausgewaschen werden. Auch hier sollte eine Viabilität der Zellen über 50 % vorliegen.  

 

 

 

 

Probe Zellzahl /µl Viabilität (%) 

1 – K1  59,74 76,72 

2 – D1 29,89 72,59 

3 – Q1  93,91 69,53 

4 – DQ1  159,79 67,29 

5 – N1  127,73 64,15 

6 – P1 103,28 68,27 

7 – K2 332,74 62,79 

8 – D2 259,17 60,37 

9 – Q2 220,55 66,00 

10 – DQ2 419,32 75,52 

11 – N2  470,66 71,02 

12 – P2  272,08 68,26 



 
50 

 

Tabelle 17: Zellzahl und Viabilität der Zellen nach Zugabe der Sample Tags  

 

Mit Hilfe des BD Rhapsody Sample Calculators wurden die Mengen der Zellsuspensionen bestimmt, 

die für die Sequenzierung notwendig sind. Diese Mengen wurden in einem Reaktionsgefäß vereinigt, 

sodass ein Gesamtvolumen von 650 µl entstand, siehe Tabelle 18. 

Tabelle 18: Benötigte Menge an markierten Zellen sowie Puffer  

Probe Stock Volumen 

1 22,5 µl 

2 45,0 µl 

3 14,3 µl 

4 24,1 µl 

5 0,0 µl 

6 316,5 µl 

7 9,3 µl 

8 11 µl 

9 22,9 µl 

10 4,4 µl 

11 3,7 µl 

12 10,1 µl  

  

Puffer Volumen 166,3 µl 

Probe Zellzahl/µl Viabilität (%) 

1 59,74 76,72 

2 29,89 72,59 

3 35,77 75,88 

4 55,84 98,22 

5 13,05 88,04 

6 4,25 78,98 

7 144,69 84,43 

8 122,34 87,53 

9 58,77 94,93 

10 306,81 95,52 

11 361,33 91,48 

12 133,73 93,81 
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Die Einzelzellanalyse wurde mit dem Kit „Single-Cell Capture and cDNA Synthesis with the BD 

Rhapsody Single-Cell Analysis System“ sowie „mRNA Whole Transcriptome Analysis (WTA) and 

Sample Tag Library Preparation Protocol“ gemäß den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. 

Die BD Rhapsody-Kartusche wurde mit 100 % Ethanol vorgefüllt, gefolgt von zwei Waschvorgängen 

mit Cartridge Wash Buffer 1 und einem Waschvorgang mit Cartridge Wash Buffer 2. Insgesamt wurden 

aus der Suspension der vereinigten Zellen etwa 30.000 markierte Zellen geladen und 15 Minuten bei 

Raumtemperatur in der Kartusche inkubiert. Überschüssige Flüssigkeit wurde entfernt, die Kartusche 

mit Cell Capture Beads geladen und 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Überschüssige Beads 

wurden mit Probenpuffer abgewaschen. Zum Freisetzen der RNS wurde im Anschluss Lysepuffer in die 

Kartusche zu den Zellen pipettiert. Nach der Zelllyse konnten die Beads magnetisch mit dem BD 

Rhapsody Express-Gerät aus der Kartusche extrahiert und zweimal mit kaltem Bead Wash Buffer 

gewaschen werden. Der cDNS-Reaktionsmix wurde gemäß Herstellerprotokoll hergestellt und mit den 

aus der Kartusche gespülten Beads gemischt. Zur cDNS-Synthese wurde die Mischung 20 Minuten lang 

in einem Thermomixer bei 37 °C und 1.200 U/min inkubiert. Der Überstand wurde entfernt und durch 

den gemäß Herstellerprotokoll hergestellten Exonuklease-I-Mix ersetzt. Die Bead-Suspension wurde 30 

Minuten lang im Thermomixer bei 37 °C und 1200 U/min inkubiert, anschließend 20 Minuten lang bei 

80 °C ohne Schütteln. Anschließend wurde die Suspension kurz auf Eis gestellt und der Überstand 

entfernt. Der Exonuklease-I-Mix dient dazu, nicht-gebundene oder überschüssige Oligonukleotide 

enzymatisch zu entfernen. Anschließend wurden die Beads in Bead-Resuspensionspuffer resuspendiert. 

Einzelzell-cDNS- und Multiplex-Proben-Tag-Bibliotheken wurden mit dem WTA Amplification Kit 

gemäß den Empfehlungen des Herstellers hergestellt. Der Bead-Resuspensionspuffer wurde entfernt, 

die Beads in Elutionspuffer resuspendiert und 5 Minuten lang ohne Schütteln auf einem Heizblock bei 

95 °C inkubiert. Das Röhrchen wurde kurz zentrifugiert und der Überstand als Proben-Tag-Produkt 

aufbewahrt. Der Random Primermix wurde gemäß Herstellerprotokoll hergestellt, mit den Beads 

vermischt und anschließend unter folgenden Bedingungen inkubiert, siehe Tabelle 19. Der Random-

Primer-Mix wird eingesetzt, um eine vollständige, doppelsträngige cDNS zu erzeugen.  

Tabelle 19: Inkubation des Random Primermix mit den Beads  

Zeit Temperatur Schüttelfrequenz  

5 Minuten 95 °C - 

5 Minuten 37 °C 1200 U/min 

5 Minuten  25 °C 1200 U/min 
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Der Extensionsenzymmix wurde gemäß Herstellerprotokoll hergestellt, zu den Beads gegeben und 

anschließend im Thermomixer wie in Tabelle 20 aufgelistet inkubiert. Der Extensionsenzymmix 

vervollständigt und stabilisiert die cDNS nach der reversen Transkription, bevor überschüssige Primer 

durch Exonuklease I entfernt werden. Es sorgt dafür, dass nur korrekt synthetisierte, Bead-gebundene 

cDNS-Moleküle in die nachfolgenden Amplifikations- und Library-Schritte eingehen. 

Tabelle 20: Inkubation des Extensionsenzymmix mit den Beads 

Zeit Temperatur Schüttelfrequenz  

10 Minuten 25 °C 1200 U/min 

15 Minuten 37 °C 1200 U/min 

10 Minuten  45 °C 1200 U/min 

10 Minuten 55 °C 1200 U/min 

 

Der Primer- und Enzymmix wurde durch Elutionspuffer ausgewaschen und 5 Minuten auf einem 

Heizblock ohne Schütteln bei 95 °C denaturiert. Anschließend wurden die Beads 10 Sekunden bei 1200 

U/min im Thermomixer resuspendiert. Der Überstand wurde als Random-Primer-Extension-Produkt 

(RPE-Produkt) zurückgehalten und mit AMPure XP-Magnetbeads gereinigt. Das gereinigte Produkt 

wurde durch die Sample Tag PCR1 (Tabelle 21) weiter amplifiziert und anschließend mit AMPure XP-

Beads gereinigt, wodurch das gereinigte RPE-Produkt entstand.  

Tabelle 21: Sample Tag PCR1 

 

Das gereinigte RPE-Produkt wurde durch die RPE-PCR (Tabelle 22) weiter amplifiziert und 

anschließend mit AMPure XP-Beads gereinigt, wodurch das RPE-PCR-Produkt entstand.  

 

 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 95 °C 03:00 

2 95 °C 00:30 

3 60 °C  03:00 

4 72 °C  01:00 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 10x 

5 72 °C  05:00 

6 4 °C ∞ 
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Tabelle 22: RPE-PCR  

 

Die Konzentration des RPE-PCR-Produkts wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer und dem High 

Sensitivity DNA Kit bestimmt. Das RPE-PCR-Produkt wurde mit Elutionspuffer verdünnt, um im 

Histogramm eine Konzentration von 2 nM der entstandenen Produkte zwischen 150–600 bp zu 

erreichen.  

Anschließend wurde es mit der finalen WTA-Index-PCR (Tabelle 23) amplifiziert und anschließend mit 

AMPure XP-Beads gereinigt.  

Tabelle 23: WTA-Index-PCR 

 

Der Sample Tag PCR1-Reaktionsmix für die Probenmarkierung wurde gemäß Herstellerprotokoll 

hergestellt und mit dem Produkt gemischt. Das Produkt wurde im Thermocycler mittels der Sample Tag 

PCR2 (Tabelle 24) amplifiziert und anschließend mit AMPure XP-Beads gereinigt.  

 

 

 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 95 °C 03:00 

2 95 °C 00:30 

3 60 °C  01:00 

4 72 °C  01:00 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 11x 

5 72 °C  02:00 

6 4 °C ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 95 °C 03:00 

2 95 °C 00:30 

3 60 °C  00:30 

4 72 °C  00:30 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 7x 

5 72 °C  01:00 

6 4 °C ∞ 
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Tabelle 24: Sample Tag PCR2  

 

Das resultierende Proben-Tag-PCR2-Produkt wurde mit der finalen Sample Tag-Index-PCR (Tabelle 

25) amplifiziert, gefolgt von einer Reinigung.  

Tabelle 25: Finale Sample Tag-Index-PCR 

 

Die Konzentrationen der WTA- und Proben-Tag-Index-PCR-Produkte wurden mit dem Qubit 

Fluorometer und dem „Qubit dsDNA HS Kit“ bestimmt. Die Qualitätskontrolle erfolgte mit dem Agilent 

2100 Bioanalyzer und dem „High Sensitivity DNA Kit“. 

Zur Messung der Konzentration im Qubit wurde Qubit Reagent 1:200 in Qubit Buffer verdünnt, um eine 

Working Solution herzustellen. Für die Standardkurve wurde 190 µl Working Solution und 10 µl 

Standard in ein Reaktionsgefäß pipettiert. Zur Messung der Proben wurde 198 µl Working Solution und 

2 µl Probe in ein Reaktionsgefäß pipettiert. Die Lösung wurde für 2 Minuten bei RT inkubiert und 

anschließend im Qubit Flex Fluorometer gemessen. Mit dem Qubit wurden folgende Konzentrationen 

gemessen: „WTA Index PCR“ 9,75 ng/µl. Die Bioanalyzer-Kontrolle zeigte einen breiten Peak von 

~250 bis 1.000 bp. 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 95 °C 03:00 

2 95 °C 00:30 

3 66 °C  00:30 

4 72 °C  01:00 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 9x 

5 72 °C  05:00 

6 4 °C ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 95 °C 03:00 

2 95 °C 00:30 

3 60 °C  00:30 

4 72 °C  00:30 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 5x 

5 72 °C  01:00 

6 4 °C ∞ 
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Die Konzentration der Probe „Purified Sample Tag PCR2 Product“ wurde mittels Qubit „dsDNA HS 

Kit“ bestimmt. Es wurde eine Konzentration von 25,5 ng/µl gemessen. Da eine Konzentration von 0,1-

1,1 ng/µl benötigt wird, wurde die Probe 1:25,5 mit Elution Buffer verdünnt. 

Die Bibliotheken wurden auf der Novaseq 6000-Plattform mit 35.000 Reads pro Zelle sequenziert. 

Die erhaltenen FASTQ-Reads wurden mit der BD Rhapsody™ WTA Analysis Pipeline auf der 

Sevenbridges-Plattform verarbeitet. Die Reads wurden gegen das menschliche GRCh38-

Referenzgenom abgeglichen. Die generierten Daten wurden zur weiteren bioinformatischen Analyse 

mit dem Seurat 4.0 R-Paket prozessiert. Multipletts wurden ausgeschlossen sowie wie Zellen mit <1000 

nachgewiesenen Genen und >50 % mitochondrialen Genen. Der gefilterte Datensatz wurde mithilfe der 

Seurat-Funktionen NormalizeData (Skalierungsfaktor 10.000) und ScaleData normalisiert und skaliert.  

Zellcluster wurden mithilfe eines auf shared nearest neighbors (SNN) basierenden Algorithmus 

identifiziert (die Auflösung wurde auf 0,3 eingestellt). Eine nichtlineare Dimensionsreduktion wurde 

durchgeführt, um Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP)-Diagramme, wie 

dargestellt, zu erzeugen. Clusterspezifische Genmarker wurden mithilfe von Seurats Funktionen 

FindMarker und FindAllMarkers identifiziert. Cluster wurden mithilfe bekannter Markergene für die 

spezifischen Zelltypen annotiert.  

Die Transkriptionsfaktor-Regulon-Analyse wurde mit der Python-Implementierung von SCENIC 

pySCENIC (Version 0.12.0, https://github.com/aertslab/pySCENIC) basierend auf CPM-normalisierten 

Zählungen qualitätsgefilterter Einzelzellen durchgeführt. Die Gen-Regulationsnetzwerke wurden mit 

pySCENIC berechnet, und die identifizierten Transkriptionsfaktor-Motive wurden mit pySCENIC 

anhand der Datenbanken hg38_refseq-

r80_10kb_up_and_down_tss.mc9nr.genes_vs_motifs.rankings.feather und hg38_refseq-

r80_500bp_up_and_100bp_down_tss.mc9nr.genes_vs_motifs.rankings.feather überprüft. 

Anschließend wurde pyscenic AUCell verwendet, um Regulon-Aktivitätswerte zu erhalten, die mit 

scanpy (Version 1.9.1) visualisiert wurden.  

Für die Pathway-Anreicherungsanalyse wurde Seurats DEenrichRplot-Befehl ausgeführt. Die 

enrich.database wurde auf „KEGG_2019_Human“ (max. genes 2000) eingestellt. Die Spleißkinetik 

wurde mit velocyto (Version 0.17.17) berechnet und die RNS-Geschwindigkeit wurde mit scvelo 

(Version 0.2.4) modelliert, wobei ein stochastisches Modell mit einem distanzbasierten KNN-

Diagramm mit Standardparametern angewendet wurde. 
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2.2.8.2 10X Genomics – IL-13  

Die Apikal-Out-Organoide wurden über den Zeitraum von jeweils 7 und 14 Tagen mit IL-13 (40 ng/ml) 

und hitze-inaktivierten non-typable Haemophilus influenzae (NTHi; 1:50, OD=1) stimuliert.  

Nach 7 und 14 Tagen wurden die Organoide in einem Falcon gesammelt. Die Organoide wurden 

zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und 500 µl TrypLE dazu pipettiert und bei 37 °C für 30 Minuten 

inkubiert, um die Organoide in Einzelzellen aufzulösen. Mittels Pipettierens und Vortexen wurden die 

Zellen vereinzelt und anschließend mit 10 ml PBS das TrypLE verdünnt. Es wurde erneut zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS + 0,04 % BSA aufgenommen. Die 

Zellen wurden bei 300 x g für 5 Minuten zentrifugiert. Die Überstände wurden verworfen und die Pellets 

in zugeordneten 100 µl Multiplexing Oligo aufgenommen und resuspendiert und für fünf Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert.  

Die Zellen mit Multiplexing Oligo wurden in 1,9 ml Wash & Resuspension Buffer (PBS + 1 % BSA) 

verdünnt und resuspendiert. Um ungebundene Oligos zu entfernen wurden die Zellen bei 300 x g und 4 

°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 2 ml Wash & 

Resuspension Buffer resuspendiert. Der Waschschritt wurde erneut wiederholt, sodass die Zellen 

insgesamt 3 Mal mit Wash & Resuspension Buffer gewaschen wurden. Anschließend wurden die Zellen 

in 200 µl Wash & Resuspension Buffer für die Zellzählung aufgenommen. Die Zellzählung wurde an 

LUNA-FL™ Dual Fluorescence Cell Counter (Logos Biosystems, USA) durchgeführt. Zur Zellzählung 

wurde Propidium Iodid für eine Lebend-Tot-Färbung verwendet. Tabelle 26 zeigt die Ergebnisse der 

Zellzählung je Probe. 

Die Zellsuspensionen wurden durch ein Zellsieb (40 µm) gefiltert, zweimal in PBS gewaschen, gezählt 

und hinsichtlich Einzelzelltrennung und Gesamtzelllebensfähigkeit kritisch bewertet. Die Zellviabilität 

sollte zwischen 80 und 90 % liegen.  
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Tabelle 26: Zellzahl pro Probe im 10X Single Cell Experiment (IL-13) 

Probe Zellzahl/µl 

1 369 

2 423 

3 323 

4 156 

5 280 

6 323 

7 176 

8 434 

9 147 

10 162 

11 300 

12 185 

 

Die Zellen wurden vereinigt, sodass pro verwendete Spur auf dem 10X Chromium Chip eine zu 

erwartende Cell Recovery von ca. 15.000 Zellen erreicht wurde (Tabelle 27-29).  

Es wurden zwei verschiedene Spuren verwendet. Dazu wurden Probe 1 bis 6 in Spur 1 vereinigt, Tabelle 

27, und Probe 7 bis 12 in Spur 2 zusammengeführt, siehe Tabelle 28.  

Tabelle 27: Menge (µl) pro Probe in Spur 1 

Probe µl  

1 67,1 

2 58,5 

3 76,6 

4 158,7 

5 88,3 

6 76,6 
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Tabelle 28: Menge (µl) pro Probe in Spur 2 

Probe  µl 

7 140,6 

8 57,8 

9 168,4 

10 152,8 

11 82,5 

12 133,8 

 

Tabelle 29: Verwendete Cell Recovery und geladene Zellzahl zum 10X Single Cell Experiment  

Erwartende Cell Recovery 15,000 

Anzahl der zu ladenden Zellen 24,750 

Gesamtzahl der zu poolenden Zellen (mit 3-

facher Reserve) 

74,250 

Pool-Verhältnis 1/3=0,3333  

  

Zellkonzentration Spur 1 369 Zellen/µl 

Probenvolumen Spur 1 (74,250∗0,3333)

369
 = 67,1 µl 

 

Nachdem die sechs Proben pro Spur vereinigt worden waren, erfolgte eine erneute Zellzählung mittels 

Luna-Fluoreszenz, und zur Sicherstellung einer ausreichenden Zellzahl wurde Medium entnommen, 

sodass anschließend folgende Zellzahl pro Lane für den Chip verwendet wurden (Tabelle 30). 

Tabelle 30: Zellzahl pro Spur, die auf den Chip geladen wird   

Spur Zellzahl/ml 

1 1,05*106 

2 9,34*105 

 

Es wurde eine Zellkonzentration von 1000 Zellen/µl und eine erwartende Cell Recovery von 15.000 

gewählt.  

Die Einzelzellanalyse wurde mit dem Kit „Chromium Next GEM Single Cell 3‘ Reagent Kits v3.1 (Dual 

Index) with Feature Barcode technology for Cell Multiplexing“ gemäß den Anweisungen des Herstellers 

durchgeführt.  
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Die markierten Zellen wurden in eine Chromium Next GEM Chip-Kassette überführt und gemeinsam 

mit den Gel Beads, Puffern und Ölphasen in den Chromium Controller geladen. Innerhalb des 

Mikrofluidiksystems erfolgte die Bildung von Gel Bead-in-Emulsions (GEMs), in denen idealerweise 

jeweils eine Einzelzelle und ein Gel Bead eingeschlossen wurden. Nach der Zelllyse innerhalb der 

GEMs banden die freigesetzten polyadenylierten mRNS an die Oligonukleotide der Gel Beads, die 

jeweils einen spezifischen Zellbarcode, einen Unique Molecular Identifier (UMI) sowie eine poly-dT-

Sequenz tragen. In dieser Phase wurden zusätzlich die Feature-Barcodes für das Multiplexing erfasst. 

Die anschließende GEM-RT Inkubation, siehe Tabelle 31, generierte barcodierte cDNS, die nach 

Aufbrechen der Emulsionen mittels Recovery Agent und Dynabeads MyOne Silane (10X Genomics, 

USA) gereinigt und mittels PCR (Tabelle 32) amplifiziert wurde. Die cDNS wurde mittels SPRIselect 

(Beckman Coulter, USA) aufgereinigt.  

Tabelle 31: GEM-RT Inkubation (IL-13) 

 

Tabelle 32: cDNS-Amplifikation mittels PCR (IL-13) 

 

Die weitere Bibliothekspräparation umfasste die Fragmentierung der cDNS (Tabelle 33), Endreparatur, 

A-Tailing. Das Produkt wurde anschließend erneut mittels SPRIselect aufgereinigt. Es folgte die 

Ligation der Sequenzieradapter (Tabelle 34) sowie eine abschließende Index-PCR, durch die Dual-

Indizes in die Bibliotheken integriert wurden (Tabelle 35). Das Produkt wurde anschließend erneut 

mittels SPRIselect aufgereinigt. 

 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 53 °C 45:00 

2 85 °C 05:00 

3 4 °C  ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 98 °C 03:00 

2 98 °C 00:15 

3 63 °C  00:20 

4 72 °C  01:00 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 10x 

5 72 °C  01:00 

6 4 °C ∞ 
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Tabelle 33: Fragmentierung der cDNS, Endreparatur und A-Tailing (IL-13) 

 

Tabelle 34: Ligation der Sequenzieradapter (IL-13) 

 

Tabelle 35: Index-PCR (IL-13) 

 

Es wurde mit Hilfe des Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) die Qualität der Probe 

kontrolliert. Die Bioanalyzer-Kontrolle zeigte einen breiten Peak von ~200 bis 1.000 bp. Mittels 

Bioanalyzer-Messung konnte auch die Konzentration der Probe zwischen 3000 und 4000 pg/µl 

bestimmt werden. Die Probe wurde bis zur Sequenzierung bei -20 °C eingefroren. 

Die Einzelzellsequenzierung erfolgte mit der 10X Genomics-Plattform. Bibliotheken wurden mit 

Chromium RNA Profiling Reagent Kits for Multiplexed Samples (10X Genomics, Flex Gene 

Expression) erstellt. Die Bibliotheken wurden auf der DNBSEQ-G400-Plattform mit 30.000 Reads pro 

Zelle sequenziert. Die Rohsequenzierungs-Reads wurden mit der CellRanger-Plattform (10x) 

verarbeitet. Die Datenanalyse erfolgte mit dem Seurat-Paket (Version 5.0.1) in R (Version 4.3.1). Die 

Sequenzdateien wurden auf die Referenz des menschlichen Genoms (GRCh38) gemappt. Zellen 

geringer Qualität wurden aufgrund von Genexpression-Schwellenwerten (< 2.000 oder > 10.000 Gene) 

und wenn die mitochondrialen Reads 15 % der Gesamt-Reads pro Zelle überstiegen, ausgeschlossen. 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 4 °C (Pre-cool block) ∞ 

2 32 °C 05:00 

3 65 °C  30:00 

4 4 °C ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 20 °C  15:00 

2 4 °C ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 98 °C 00:45 

2 98 °C 00:20 

3 54 °C  00:30 

4 72 °C  00:20 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 13x 

5 72 °C  01:00 

6 4 °C ∞ 
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Der verbleibende Datensatz wurde mit Seurats Normalize Data-Funktion (Skalierungsfaktor: 10.000) 

normalisiert und mit der ScaleData-Funktion unter Standardeinstellungen skaliert. Zellcluster wurden 

mithilfe eines Shared Nearest Neighbours (SNN)-basierten Algorithmus mit einer Auflösung von 0,3 

identifiziert. UMAP wurde zur nichtlinearen Dimensionsreduktion und Visualisierung eingesetzt. Die 

Pathway-Aktivitätsanalyse wurde mit dem AUCell-Paket (Version 1.24.0) in R durchgeführt. Für die 

Pathway-Anreicherungsanalyse wurde Seurat’s DEenrichRplot-Befehl verwendet. Die 

Anreicherungsdatenbank wurde auf „GO_Cellular_Component_2023“ eingestellt (max. Gene 5000). 

2.2.8.3 10X Genomics – NTHi 

Die Apikal-Out-Organoide wurden jeweils 8 Tage, 96 Stunden und 48 Stunden mit hitze-inaktivierten 

NTHi (1:50) stimuliert. Über den Kultivierungszeitraum wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der 

Organoide gemacht.  

Nach 8 Tagen, 96 Stunden und 48 Stunden wurden die Organoide in einem Falcon gesammelt. Die 

Organoide wurden zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und 500 µl TrypLE dazu pipettiert und bei 37 

°C für 30 Minuten inkubiert, um die Organoide in Einzelzellen aufzulösen. Mittels Pipettierens und 

Vortexen wurden die Zellen vereinzelt und anschließend mit 10 ml PBS das TrypLE verdünnt. Es wurde 

erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen und 

die Zellen wurden mittels Neubauer Zählkammer gezählt (Tabelle 36).  

Tabelle 36: Zellzahl pro Probe im 10X Single Cell Experiment (NTHi) 

Probe Zellzahl/µl 

1 – B98, 8 Tage, Kontrolle 175 

2 – B98, 8 Tage, NTHi 145 

3 – B99, 8 Tage, Kontrolle  177,5 

4 - B99, 8 Tage, NTHi  112,5 

5 - B98, 96h, Kontrolle 327,5 

6 - B98, 96h, NTHi 370 

7 - B99, 96h, Kontrolle 455 

8 - B99, 96h, NTHi 465 

9 - B98, 48h, Kontrolle 422,5 

10 - B98, 48h, NTHi 425 

11 - B99, 48h, Kontrolle 537,5 

12 - B99, 48h, NTHi 330 

 

Anschließend wurden die Zellen, wie in Tabelle 37 gezeigt, pro Spur gepoolt und erneut gezählt.  
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Tabelle 37: Zellzahl nach Poolen der Gruppen 

Lane  Gruppe Zellzahl/µl  

1 – 8T Kontrolle  B98, 8 Tage, Kontrolle  

+ B99, 8 Tage, Kontrolle 

370 

2 – 8T NTHi B98, 8 Tage, NTHi 

+ B99, 8 Tage, NTHi 

287 

3 – 96h Kontrolle B98, 96h, Kontrolle  

+ B99, 96h, Kontrolle 

390 

4 – 96h NTHi B98, 96h, NTHi 

+ B99, 96h, NTHi 

340 

5 – 48h Kontrolle B98, 48h, Kontrolle  

+ B99, 48h, Kontrolle 

342 

6 – 48h NTHi B98, 48h, NTHi 

+ B99, 48h, NTHi 

262 

 

Es wurde eine Zellkonzentration von 300 Zellen/µl und eine erwartende Cell Recovery von 7.000 

gewählt.  

Die Einzelzellanalyse wurde mit dem Kit „Chromium Next GEM Single Cell 3ʹ Reagent Kits v3.1 (Dual 

Index)“ gemäß den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. 

Die markierten Zellen wurden in eine Chromium Next GEM Chip-Kassette überführt und gemeinsam 

mit den Gel Beads, Puffern und Ölphasen in den Chromium Controller geladen. Innerhalb des 

Mikrofluidiksystems erfolgte die Bildung von GEMs, in denen idealerweise jeweils eine Einzelzelle und 

ein Gel Bead eingeschlossen wurden. Nach der Zelllyse innerhalb der GEMs banden die freigesetzten 

polyadenylierten mRNS an die Oligonukleotide der Gel Beads, die jeweils einen spezifischen 

Zellbarcode, einen UMI sowie eine poly-dT-Sequenz tragen. In dieser Phase wurden zusätzlich die 

Feature-Barcodes für das Multiplexing erfasst. 

Die anschließende GEM-RT Inkubation, siehe Tabelle 38, generierte barcodierte cDNS, die nach 

Aufbrechen der Emulsionen mittels Recovery Agent und Dynabeads MyOne Silane (10X Genomics, 

USA) gereinigt und mittels PCR (Tabelle 39) amplifiziert wurde. Die cDNS wurde mittels SPRIselect 

(Beckman Coulter, USA) aufgereinigt.  
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Tabelle 38: GEM-RT Inkubation (NTHi) 

 

Tabelle 39: cDNS-Amplifikation mittels PCR (NTHi) 

 

Die weitere Bibliothekspräparation umfasste die Fragmentierung der cDNS (Tabelle 40), Endreparatur, 

A-Tailing. Das Produkt wurde anschließend erneut mittels SPRIselect aufgereinigt. Es folgte die 

Ligation der Sequenzieradapter (Tabelle 41) sowie eine abschließende Index-PCR, durch die Dual-

Indizes in die Bibliotheken integriert wurden (Tabelle 42). Das Produkt wurde anschließend erneut 

mittels SPRIselect aufgereinigt. 

Tabelle 40: Fragmentierung der cDNS, Endreparatur und A-Tailing (NTHi) 

 

Tabelle 41: Ligation der Sequenzieradapter (NTHi) 

 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 53 °C 45:00 

2 85 °C 05:00 

3 4 °C  ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 98 °C 03:00 

2 98 °C 00:15 

3 63 °C  00:20 

4 72 °C  01:00 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 10x 

5 72 °C  01:00 

6 4 °C ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 4 °C (Pre-cool block) ∞ 

2 32 °C 05:00 

3 65 °C  30:00 

4 4 °C ∞ 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 20 °C  15:00 

2 4 °C ∞ 
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Tabelle 42: Index-PCR (NTHi) 

 

Es wurde mit Hilfe des Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) die Qualität der Probe 

kontrolliert. Die Bioanalyzer-Kontrolle zeigte einen breiten Peak von ~200 bis 1.000 bp. Mittels 

Bioanalyzer-Messung konnte auch die Konzentration der Probe zwischen 3000 und 4000 pg/µl 

bestimmt werden. Die Probe wurde bis zur Sequenzierung bei -20 °C eingefroren. 

Die Einzelzellsequenzierung erfolgte mit der 10X Genomics-Plattform. Bibliotheken wurden mit 

Chromium RNA Profiling Reagent Kits for Multiplexed Samples (10X Genomics, Flex Gene 

Expression) erstellt. Die Bibliotheken wurden auf der DNBSEQ-G400-Plattform mit 30.000 Reads pro 

Zelle sequenziert. Die Rohsequenzierungs-Reads wurden mit der CellRanger-Plattform (10x) 

verarbeitet. Die Datenanalyse erfolgte mit dem Seurat-Paket (Version 5.0.1) in R (Version 4.3.1). Die 

Sequenzdateien wurden auf die Referenz des menschlichen Genoms (GRCh38) gemappt. Zellen 

geringer Qualität wurden aufgrund von Genexpression-Schwellenwerten (< 2.000 oder > 10.000 Gene) 

und wenn die mitochondrialen Reads 15 % der Gesamt-Reads pro Zelle überstiegen, ausgeschlossen. 

Der verbleibende Datensatz wurde mit Seurats Normalize Data-Funktion (Skalierungsfaktor: 10.000) 

normalisiert und mit der ScaleData-Funktion unter Standardeinstellungen skaliert. Zellcluster wurden 

mithilfe eines Shared Nearest Neighbours (SNN)-basierten Algorithmus mit einer Auflösung von 0,3 

identifiziert. UMAP wurde zur nichtlinearen Dimensionsreduktion und Visualisierung eingesetzt. Die 

Pathway-Aktivitätsanalyse wurde mit dem AUCell-Paket (Version 1.24.0) in R durchgeführt. Für die 

Pathway-Anreicherungsanalyse wurde Seurat’s DEenrichRplot-Befehl verwendet. Die 

Anreicherungsdatenbank wurde auf „GO_Cellular_Component_2023“ eingestellt (max. Gene 5000). 

 

 

 

Zyklus Temperatur Zeit (m:s) 

1 98 °C 00:45 

2 98 °C 00:20 

3 54 °C  00:30 

4 72 °C  00:20 

Wiederholen der Zyklen 2-4, 13x 

5 72 °C  01:00 

6 4 °C ∞ 



 
65 

 

2.2.9 Statistische Analysen  

Die statistische Analyse der Daten wurde mittels dem Programm GraphPad Prism 9.3.1 (San Diego, 

USA) durchgeführt.  

Mittels Shapiro-Wilk-Test wurde die Normalverteilung der Daten geprüft. Bei einer Normalverteilung 

wurden Vergleiche zwischen zwei Gruppen mit dem Student-t-Test durchgeführt. Waren die Daten nicht 

normal verteilt, wurde zur Analyse der Mann-Whitney-Test verwendet. Bei mehr als zwei Gruppen 

wurde der parametrische two-way ANOVA mit Bonferroni durchgeführt. Die Ergebnisse wurden für p 

< 0,05 als statistisch signifikant angesehen. Einzelheiten über die verwendeten statistischen Tests, 

Signifikanzen sowie n-Zahlen sind in den jeweiligen Abbildungsbeschriftungen aufgeführt.  

Zusammensetzungsänderungen in den Anteilen einzelner Zellcluster in der Einzelzellanalyse wurden 

mithilfe eines in scCODA implementierten Bayes'schen Modells berechnet, das die geringe Anzahl von 

Replikaten (n = 2) verarbeiten kann. Die Analyse wurde gemäß den scCODA-Richtlinien durchgeführt. 

Der Grenzwert für die Falscherkennungsrate für die Auswahl glaubwürdiger Effekte basierend auf ihren 

Einschlusswahrscheinlichkeiten wurde auf 0,4 festgelegt. Um die Robustheit dieses Ansatzes 

sicherzustellen und falsch positive Effekte auszuschließen, wurde die Analyse unabhängig voneinander 

zehnmal wiederholt. Nur diejenigen Zusammensetzungsänderungen, die in 10 von 10 Durchläufen als 

glaubwürdige Auswirkung im Bayes'schen Rahmen erkannt wurden, wurden als signifikant gemeldet.  
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3. Ergebnisse  

3.1 Identifikation seneszenzartiger Zellen in Lungenorganoiden 

3.1.1 Behandlung mit Dox und Senolytika bewirkt keine Veränderung der 

Seneszenz in 2D-Basalzellen 

Der Topoisomerase-II-Inhibitor Dox wird häufig zur Induktion der zellulären Seneszenz eingesetzt 

[119], wohingegen die pharmazeutischen Verbindungen Quer, ein pflanzliches Flavonoid-

Naturprodukt, und Das, ein synthetischer Proteinkinase-Inhibitor, nachweislich die Seneszenz in 

verschiedenen präklinischen Modellen reduzieren [213,285]. 

Um die Wirkung von Dox, Quer und Das auf die SA-β-Gal-Aktivität zu beurteilen, wurden in 2D-

kultivierte Basalzellen mit den Substanzen stimuliert. SA-β-Gal ist ein Marker für zelluläre Seneszenz 

[213]. Die Basalzellen, die unter herkömmlichen Bedingungen kultiviert wurden, wurden 48 Stunden 

lang mit Dox, Quer oder Das sowie mit der Kombination von Dox mit Quer oder Das behandelt. Die 

Behandlung mit Dox steigerte die SA-β-Gal-Aktivität in Basalzellen nicht signifikant, wohingegen 

Quer die SA-β-Gal-Aktivität signifikant verringerte, was durch Dox teilweise umgekehrt wurde (Abb. 

3A). Dasatinib hatte keinen signifikanten Einfluss auf die SA-β-Gal-Aktivität. Die Anreicherung von 

LDH in den Überständen unterschied sich zwischen den Behandlungen nicht signifikant (Abb. 3B). 

Die Behandlung mit den verschiedenen Verbindungen führte zu einer leicht erhöhten 

Stoffwechselaktivität (Abb. 3C). Die Behandlung mit Quer, jedoch nicht mit Das, führte zu einer 

deutlich verringerten Freisetzung von GDF-15, einem Seneszenzmarker (Abb. 3D). 
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Abb. 3 Seneszenztest mit nicht-differenzierten Basalzellen. (A) SA-β-Gal-Aktivität, (B) Stoffwechselaktivität, 

(C) Freisetzung von LDH und (D) relative Konzentrationen von GDF-15 und IL-8 in Basalzellüberständen nach 

Behandlung mit Dox, Quer und Das und die Kombination von Dox und Quer oder Das für 48 Stunden. Jeder 

Datenpunkt stellt ein unabhängiges Experiment dar, bei dem Zellen eines separaten Spenders verwendet werden. 

Die Daten wurden durch eine einfache ANOVA mit Tukeys Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und 

sind als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 und **p<0,01  

3.1.2 Behandlung mit Dox und Senolytika bewirkt in 3D-Lungenorganoiden ein 

Anstieg der SA-β-Gal-Aktivität  

Zunächst wurde getestet, ob Dox, Quer und Das Seneszenz in unserem Lungenorganoid-Modell 

beeinflussen. Primäre Basalzellen wurden 21 Tage lang in Matrigel differenziert. Zur 

Qualitätskontrolle wurde die Bildung von Lumen unter dem Phasenkontrastmikroskop überwacht. In 

die Experimente wurden nur Kulturen einbezogen, in denen mindestens 35 % der Organoide ein 

sichtbares Lumen unter dem Phasenkontrastmikroskop aufwiesen, was einer durch HE-Färbung 

nachgewiesenen Lumenbildung von mehr als 90 % entspricht [235]. Nach der Differenzierung der 
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Organoide über 21 Tage in Matrigel wurden die Organoide 48 Stunden mit Kontrollmedium, Dox, 

Quer und Das stimuliert. Abbildung 4 zeigt, dass die Organoide auch nach der Behandlung Lumen und 

Zilien aufweisen. 

 

Abb. 4 Repräsentative Histologie eingebetteter Organoide nach Stimulation (HE-Färbung). Die Organoide 

wurden 48 Stunden mit Dox, Das, Quer und Kontrollmedium stimuliert. Maßstab = 100µm. 

Die 48-stündige Inkubation der Organoide mit Dox, Quer und Das führte zu keiner sichtbaren 

Beeinträchtigung der Integrität der Organoide (Abb. 5A und B). Die Behandlung mit Dox führte zu 

einer im Mikroplattenleser gemessenen deutlich erhöhten Aktivität der SA-β-Gal (Abb. 5C). Im 

Gegensatz dazu hatte die Behandlung mit Quer und Das im Vergleich zur Kontrolle keinen 

signifikanten Einfluss auf die SA-β-Gal-Aktivität. Die Fluoreszenzmikroskopie von mit 

Seneszenzfarbstoff beladenen Organoiden zeigte auch eine erhöhte SA-β-Gal-Aktivität in Dox-

behandelten Organoiden (Abb. 5D). Durchflusszytometrie bestätigte die Dox-induzierte erhöhte SA-β-

Gal-Aktivität (Abb. 5E).  
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Abb. 5 Dox induziert einen Seneszenz-ähnlichen Phänotyp in 3D-Bronchialorganoiden. (A) Repräsentative 

Phasenkontrastbilder von Organoiden (Maßstabsbalken = 100 μm) (B) Prozentsatz der Organoide mit sichtbarem 

Lumen und (C) SA-β-Gal-Aktivität 48 Stunden nach der Behandlung mit Dox, Quer und Das. Jeder Datenpunkt 

stellt ein unabhängiges Experiment dar, bei dem Zellen eines separaten Spenders verwendet werden. Die Daten 

wurden durch eine einfache ANOVA mit Tukeys Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und sind als 

Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 (D) Fluoreszenzmikroskopie von Organoiden 96 Stunden nach der 

Behandlung mit Dox (BF=Hellfeld, Maßstabsbalken =50μm, * zeigt SA-β-Gal-Aktivität an. (E) Organoide von 

zwei Spendern wurden 48 Stunden lang mit Dox behandelt und die SA-β-Gal-Aktivität wurde mittels 

Durchflusszytometrie gemessen. Die Daten wurden mittels t-test verglichen und sind als Mittelwert ± SEM 

dargestellt. *p<0,05 
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3.1.3 Senolytische Wirkstoffe unterdrücken die Wirkung von Dox in 3D-

Lungenorganoiden  

Als nächstes wurde getestet, ob die Lungenorganoide zur Prüfung pharmazeutischer Wirkstoffe 

hinsichtlich zellulärer Seneszenz eingesetzt werden können. Die Organoide wurden 48 Stunden lang mit 

Dox allein oder in Kombination mit Quer oder Das behandelt. Mittels lichtmikroskopischer Aufnahmen 

wurde die Integrität der Organoide nach Behandlung mit Kontrollmedium, Dox, Quer+Dox und 

Das+Dox beurteilt. Die Organoide zeigten nach der Behandlung ein sichtbares Lumen im Inneren (Abb. 

6A). Die prozentuale Anzahl der Organoide zu Beginn (Tag 0) und am Ende der Behandlung (Tag 2) 

wurde durch die Behandlung mit den Substanzen nicht verändert (Abb. 6B). Es wurde kontrolliert, ob 

die Organoide nach Behandlung mit Dox, Quer+Dox und Das+Dox eine Veränderung in der Bildung 

eines Lumens zeigen. Es zeigte sich keine Veränderung in dem prozentualen Anteil der Organoide, 

welche ein sichtbares Lumen aufzeigen (Abb. 6C). Die Integrität der Organoide wurde also durch die 

Behandlung mit den gewählten Wirkstoffen nicht beeinträchtigt. 
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Abb. 6 Die Integrität der Organoide wurde durch die Stimulation mit Dox, Dox + Quer und Dox + Das nicht 

verändert. (A) Repräsentative Phasenkontrastbilder von Organoiden (Maßstabsbalken = 100 μm) (B) Prozentuale 

Anzahl an Organoide nach 0,1,2 Tage Stimulation. (C) Prozentualer Anteil an Organoide mit sichtbarem Lumen 

nach 0,1,2 Tage Stimulation.  

Die Behandlung mit Quer oder Das verringerte die Dox-induzierte SA-β-Gal-Aktivität signifikant 

(Abb. 7A). Die Inkubation mit Dox führte zu einer etwa 1,5-fach erhöhten Stoffwechselaktivität, die 

durch Quer oder Das nicht signifikant beeinflusst wurde (Abb. 7B). Es gab keine signifikanten 

Unterschiede in der Freisetzung von LDH im Überstand zwischen den verschiedenen Behandlungen 

(Abb. 7C).  
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Abb. 7 Quer und Das wirken der Dox-induzierten Seneszenz entgegen. (A) SA-β-Gal-Aktivität, (B) 

Stoffwechselaktivität (MTT), (C) Freisetzung von LDH nach 48-stündiger Behandlung mit Dox und der 

Kombination von Dox mit Quer oder Das (relativ zur Kontrolle). Jeder Datenpunkt stellt ein unabhängiges 

Experiment dar, bei dem Zellen eines separaten Spenders verwendet werden. Die Daten wurden durch eine 

einfache ANOVA mit Tukeys Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und sind als Mittelwert ± SEM 

dargestellt. *p<0,05 und ***p<0,001 

Entzündungen sind eine unerwünschte Nebenwirkung von Medikamenten und gehen oft mit 

Seneszenz einher. Daher wurde die Freisetzung von Entzündungsmediatoren in Überstände weiter 

analysiert. Die 48-stündige Behandlung von Organoiden mit Dox hatte keinen signifikanten Einfluss 

auf die Hintergrundfreisetzung des entzündlichen Zytokins IL-8 und GDF-15, einem mit Seneszenz 

verbundenen Faktor [140]. Allerdings wurde die Freisetzung von GDF-15 durch zusätzliche 

Behandlung mit Quer oder Das verringert (Abb. 8).  

Die Freisetzung mehrerer Zytokine wurde gemessen, um Aufschluss über Seneszenz und Entzündung 

zu erhalten. Die Freisetzung von IL-8 wurde nur durch die Behandlung mit Das+Dox signifikant 

reduziert. Die Expression von GDF-15 und TIMP-1 waren nach der Behandlung mit beiden 
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Kombinationen signifikant reduziert. Die Behandlung mit Quer+Dox führte zu einer signifikanten 

Abnahme von MIP-2 (Macrophage inflammatory protein-2). Die Freisetzung von IL-13 wurde durch 

die Behandlung nicht verändert (Abb. 8).  

 

Abb. 8 Expression von IL-8, TIMP-1, GDF-15, MIP-2, IL-13 nach Stimulation. Organoide wurden 48 Stunden 

lang mit Dox und der Kombination von Dox mit Quer oder Das behandelt. Die Expression von IL-8, TIMP-1, 

GDF-15, MIP-2 und IL-13 wurde bestimmt. Die Daten wurden durch eine einfache ANOVA mit Tukeys 

Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und sind als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05, **p<0,01 und 

***p<0,001 

Der Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitor p21 fördert den Stillstand des Zellzyklus und gilt als zentraler 

Mediator der zellulären Seneszenz [119,140]. Eine Western-Blot-Analyse zeigte eine gesteigerte 

Protein-Expression von p21 nach Behandlung mit Dox, welcher Quer oder Das entgegenwirkten (Abb. 

9A und B). 
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Abb. 9 Western-Blot nach Stimulation mit Dox, Das und Quer. Organoide wurden 48 Stunden lang mit Dox 

und der Kombination von Dox mit Quer oder Das behandelt. (A) Zelllysate wurden gelgetrennt und 

immungeblottet. (B) Semiquantitative Densitometrie normalisiert auf Aktin. 

Zudem wurden die Expression von p21 und TIMP-2, ein weiterer Seneszenzmarker, mittels 

Fluoreszenzfärbungen bestimmt (Abb. 10). Die Dox-Behandlung führte zu einer erhöhten Anzahl p21-

positiver Kerne und einer TIMP-2-Expression (Abb. 10B und C). TIMP-2 assoziierte mit p21-

positiven Kernen. 



 
75 

 

 

Abb. 10 TIMP-2 assoziierte mit p21-positiven Kernen. Organoide wurden 48 Stunden lang mit Dox- oder 

Kontrollmedien behandelt. (A) Immunfluoreszenzfärbung wurde für TIMP-2 (rot) und p21 (grün-gelb) 

durchgeführt. Kerne wurden mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) (blau) gefärbt. Maßstabsleiste: 100 µm. * 

weisen auf eine erhöhte Färbung von TIMP-2 in der Nähe von p21-positiven Kernen hin. Quantifizierung von (B) 

p21-positiven Kernen und (C) TIMP-2. Gepoolte Ergebnisse von zwei Spendern. Die Daten wurden mit dem 

Mann-Whitney-Test verglichen und werden als Mittelwert ± SEM angezeigt. *p < 0,05. 

3.1.4 Met zeigt keine signifikante Wirkung auf die Dox-induzierte SA-β-Gal-

Aktivität 

Da beschrieben wurde, dass Met die Seneszenz moduliert [147,279], haben wir auch die Wirkung von 

Met auf die Dox-induzierte Seneszenz getestet. Es gab keine signifikante Wirkung von Met auf die 

Dox-induzierte SA-β-Gal-Aktivität (Abb. 11A). Met hatte auch keinen signifikanten Einfluss auf die 
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Anzahl der Organoide mit Lumen, die Stoffwechselaktivität und die Freisetzung von LDH (Abb. 11B 

bis D).  

 

Abb. 11 Met hemmt die Seneszenz in Organoiden nicht. (A) SA-β-Gal-Aktivität, (B) Prozentsatz der Organoide 

mit sichtbarem Lumen, (C) Stoffwechselaktivität und (D) Freisetzung von LDH nach 48-stündiger Behandlung 

von Organoiden mit Dox und der Kombination von Dox mit Met. Jeder Datenpunkt stellt ein unabhängiges 

Experiment dar. Die Daten werden als Mittelwert ± SEM angezeigt. 

3.1.5 Quer wirkt der Dox-induzierten Seneszenz entgegen  

Es wurde getestet, ob Quer nach initialer Behandlung mit Dox der Seneszenz entgegenwirkt. Dazu 

wurden Organoide 48 Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit 

Kontrollmedium vorinkubierten Organoide wurden anschließend mit Kontrollmedium oder Quer 

behandelt, während die mit Dox vorinkubierten Organoide weitere 48 Stunden mit Dox oder der 

Kombination aus Quer und Dox behandelt wurden (Abb. 12A). Die Behandlung mit Quer reduzierte 

die Dox-induzierte SA-β-Gal-Aktivität signifikant (Abb. 12B). Die verschiedenen Behandlungen 

hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Integrität der Organoide (Abb. 12C und D). Die 96-

stündige Behandlung mit Dox führte zu einer verstärkten Freisetzung von GDF-15, welche durch Quer 

deutlich reduziert wurde (Abb. 12E). 
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Abb. 12 Quer verringert die SA-β-Gal-Aktivität nach initialer Behandlung mit Dox. (A) Schema des 

Versuchsprotokolls. Organoide wurden 48 Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit 

Kontrollmedium vorinkubierten Organoide wurden mit Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox 

vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 Stunden mit Dox oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. 

(B) Relative SA-β-Gal-Aktivität, (C) repräsentative Phasenkontrastbilder von Organoiden (Maßstabsbalken =50 

μm) und (D) Prozentsatz der Organoide mit sichtbarem Lumen. (E) Konzentrationen von GDF-15 und IL-8 in 

Überständen. Die präsentierten Daten sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. Die Daten wurden 

durch eine einfache ANOVA mit Tukeys Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und sind als Mittelwert 

± SEM dargestellt. *p < 0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 

3.1.6 Die Einzelzellanalyse identifiziert seneszenzartige Zellen in der Lunge  

Die Einzelzell-RNA-Sequenzierung (scRNA-seq) hat sich als leistungsfähiger Ansatz zur Messung 

von Zelllinienhierarchien herausgestellt, indem Zellen auf unterschiedlichen Differenzierungsebenen 

erfasst werden [219]. Bei der scRNA-seq-Analyse werden Zellen mit ähnlichen 

Genexpressionsprofilen geclustert und können auf der Grundlage bekannter Markergene mit einer 

Annotation versehen werden [111]. ScRNA-seq liefert eine molekulare Grundlage, um zu verstehen, 

wie Lungenzellidentitäten, -funktionen und -interaktionen während der Entwicklung und im adulten 

Organismus vorliegen und wie sie in Krankheitszuständen verändert sind. Es wurden Marker 

identifiziert, die verschiedene Zelltypen zugeschrieben werden können [247]. So werden KRT5 und 
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TP63 von Basalzellen, SCGB1A1 und MUC5B von sekretorischen/Becherzellen und FOXJ1 von 

Zilienzellen exprimiert [174,179]. 

Mithilfe von scRNA-seq wurde analysiert, wie Dox und Quer die zelltyp-spezifische mRNS-

Expression und die Zusammensetzung der Organoide beeinflussen. Hierzu wurden Organoide nach 

dem Schema, wie in Abb. 12A dargestellt, behandelt, die von zwei verschiedenen Spendern stammen. 

Zur Annotation von Clustern wurden repräsentative Marker verwendet [174,176]. Es konnten 

Basalzellen, sekretorische Zellen, Becherzellen, deuterosomale und Flimmerzellen unterschieden 

werden (Abb. 13A und B). Bemerkenswerterweise wurde ein Cluster identifiziert, hier definiert als 

seneszente Zellen, mit hoher Expression der allgemeinen Seneszenzmarker CDKN1A (p21), CDKN2A 

(p16), TIMP2 und GDF15 [94,140] (Abb. 13B bis C). Die Analyse der Signalweganreicherung zeigte 

auch eine Anreicherung des zellulären Seneszenzpfads im seneszenten Zellcluster (Abb. 13D). Die 

RNS-Velocity-Analyse zeigte, dass sich Basalzellen über Übergangsbasalzellen zu sekretorischen 

Zellen sowie über deuterosomale Zellen zu Flimmerzellen differenzieren, was die normale 

Differenzierung des Atemwegsepithels korrekt widerspiegelt (Abb. 13E) [176]. Darüber hinaus 

zeigten auch Übergangsbasalzellen und sekretorische Zellen eine Velocity in Richtung seneszenter 

Zellen, was darauf hindeutet, dass seneszente Zellen von Zellen im Übergang stammen. Zudem 

wurden diese Einzelzelldaten auch mit einem weiteren eigenen unabhängigen Datensatz kombiniert, 

der unbehandelte Organoide von fünf Spendern enthält. Der Cluster mit Seneszenz-ähnlichen Zellen 

war auch in diesen Organoiden vorhanden (Abb. 13F). 
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Abb. 13 Die Einzelzellanalyse zeigt unterschiedliche Epithelzellpopulationen. (A–D) Organoide wurden 48 

Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit Kontrollmedium vorinkubierten Organoide 

wurden mit Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 

Stunden mit Dox oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. (A) UMAP-Visualisierung der wichtigsten 

Epithelzelltypen. (B) Dotplot, der die Expression von Epithelzelltyp-Markern zeigt. (C) UMAP-Visualisierung 

von Zellmarkern für Seneszenz. (D) Balkendiagramm der Hallmark-Genset-Anreicherungsanalyse 

(KEGG_2019_Human, zweiseitige Wilcoxon-Rangsumme) für Pfade, die in seneszenten Zellen angereichert sind. 

(E) RNS-Velocity-Analyse von Einzelzelldaten. (F) UMAP-Visualisierung der wichtigsten Epithelzelltypen 

kombinierter Datensätze.  
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Die Monokel-Analyse (Anhang S1) ergab, dass sich Basalzellen entweder über Übergangsbasalzellen 

zu sekretorischen Zellen oder über deuterosomale Zellen zu Flimmerzellen entwickeln, ein Prozess, 

der die normale Differenzierung des Atemwegsepithels zutreffend widerspiegelt. Zudem zeigte sich, 

dass sowohl Übergangsbasalzellen als auch sekretorische Zellen in Richtung seneszenter Zellen 

differenzieren können, was darauf hinweist, dass seneszente Zellen bevorzugt aus Übergangszellen 

hervorgehen. 

Anhang S2-S4 zeigt die unterschiedlichen Zellcluster nach Spender aufgeteilt. Zwischen den Spendern 

zeigten sich kaum Unterschiede in dem Punktediagramm bezüglich kanonischer Zellmarker wie 

KRT5, SCGB1A1, E2F7 (E2F Transcription Factor 7) und FOXJ1 sowie Entzündungsmarker (z.B. 

CXCL1, CXCL8).  

Anhang S5/S6 zeigt, dass die kombinierten Datensätze sich bezüglich der Cluster einheitlich 

zusammensetzten. Die Analyse der Signalweganreicherung zeigte auch eine Anreicherung des 

zellulären Seneszenzpfads im seneszenten Zellcluster. Es ergaben sich keine wesentlichen 

Unterschiede in den kanonischen Zellmarkern zwischen den beiden Kohorten.  

Es wurde der prozentuale Anteil der verschiedenen Zellcluster für jeden Spender berechnet (Abb. 

14A). Die Behandlung mit Quer führte zu einem deutlich verringerten Anteil seneszenter Zellen (Abb. 

14B).  
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Abb. 14 Quer verringert die Anzahl der Zellen, die Seneszenzmarker exprimieren. Organoide wurden 48 

Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit Kontrollmedium vorinkubierten Organoide 

wurden mit Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 

Stunden mit Dox oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. (A) Anteil der verschiedenen Zellcluster. 

(B) Anteil des seneszenten Zellclusters von allen Clustern. Die Daten wurden mit einem Bayes'schen Modell 

verglichen. *p < 0,05 

3.1.7 Die Behandlung mit Dox erhöht die Expression von Entgiftungsgenen 

ausschließlich in Becherzellen  

Cytochrom P450s CYP1A1 (Cytochrom P450, Familie 1, Unterfamilie A, Polypeptid 1) und CYP1A2 

(Cytochrom P450, Familie 1, Unterfamilie A, Polypeptid 2) können eine breite Palette von 

Fremdverbindungen und Medikamenten metabolisieren. Humanes CYP1A1 und CYP1A2 sind 

wichtig für die Definition der Wirksamkeit und Toxizität/Karzinogenität von Arzneimitteln und 

Fremdstoffen. CYP1A2 ist ein wichtiges Cytochrom P450, das etwa 12 % des gesamten hepatischen 

P45 ausmacht [130].  

Aldehyde sind hochreaktive Moleküle, die Zwischenprodukte oder Produkte sind, die an einem breiten 

Spektrum physiologischer, biologischer und pharmakologischer Prozesse beteiligt sind. Einer der 

wichtigsten Wege für den Stoffwechsel von Aldehyden ist ihre Oxidation zu Carbonsäuren durch 

Aldehyddehydrogenasen (ALDHs). Bei der Biotransformation einer Vielzahl von Arzneimitteln und 

Umwelteinflüssen entstehen Aldehyde. Das zytosolische ALDH1A1 (Aldehyddehydrogenase-1-

Familie, Mitglied A1) und das mitochondriale ALDH1B1 (Aldehyddehydrogenase-1-Familie, 

Mitglied B1) könnten am Acetaldehydstoffwechsel beteiligt sein. ALDH1A2 und ALDH1A3 
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(Aldehyddehydrogenase-1-Familie, Mitglied A2/3) sind integraler Bestandteil der Oxidation von 

Retinal zu Retinsäure [255].  

Die Dox-Behandlung führte zu einem erhöhten Anteil an Becherzellen, der durch die zusätzliche 

Behandlung mit Quer nicht beeinträchtigt wurde (Abb. 15A). Darüber hinaus war die Expression von 

Genen, die mit der Entgiftung assoziiert sind (z. B. CYP1A1, ALDH1A3), im Becherzellcluster stark 

erhöht. Auch dies wurde durch die Quer-Behandlung nicht beeinflusst (Abb. 15B und C). 
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Abb. 15 Dox induziert die Expression von Entgiftungsfaktoren in Becherzellen. Organoide wurden 48 Stunden 

lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit Kontrollmedium vorinkubierten Organoide wurden mit 

Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 Stunden mit Dox 

oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. (A) Anteil des Becherzellclusters von allen Clustern. Die 

Daten wurden mit einem Bayes'schen Modell verglichen. *p < 0,05 (B) Dotplot, der die Expression von 

Becherzellmarkern und mit der Entgiftung verbundenen Faktoren zeigt. (C) UMAP-Visualisierung von Faktoren, 

die mit der Entgiftung verbunden sind.  
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3.1.8 Seneszente Zellen sind durch eine erhöhte Aktivität der BATF- und 

PRDM1-Regulone gekennzeichnet 

Der Transkriptionsfaktor SPDEF (steriler α-motif point domain epithelial specific transcription factor) 

ist ein wichtiger Regulator von MUC5AC. Die Aktivität des SPDEF-Regulons war in sekretorischen 

Zellen erhöht, es wurde gezeigt, dass SPDEF MUC5B in Atemwegsepithelzellen reguliert. SPDEF 

wird für die Differenzierung von Mukuszellen und die MUC5B-Expression im oberflächlichen Epithel 

benötigt [49].  

Die Aktivität des FOXJ1-Regulons war in Flimmerzellen erhöht (Abb. 16A und B). Seneszierende 

Zellen waren durch eine erhöhte Aktivität der BATF (Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription 

Factor)- und PRDM1 (PR-Domänen-Zinkfingerprotein 1)-Regulone gekennzeichnet. Es wurde 

gezeigt, dass BATF und PRDM1 die Selbsterneuerung der Zellen begrenzen und eine Funktion bei der 

Aufrechterhaltung von Entwicklungsstadien haben [116,160,264]. 
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Abb. 16 Regulon-Analyse der Einzelzelldaten. Organoide wurden 48 Stunden lang mit Dox oder 

Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit Kontrollmedium vorinkubierten Organoide wurden mit Kontrollmedium 

oder Quer behandelt, die mit Dox vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 Stunden mit Dox oder der 

Kombination aus Quer und Dox behandelt. (A) Heatmap der Regulon-Aktivität der obersten Regulons, die die 

Cluster unterscheiden. C, Kontrollmedium; D, Dox-Medien; CQ, Medien mit Quer; DQ, Dox/Quer-Medien. (B) 

UMAP-Darstellungen der Regulon-Aktivität der obersten Regulons, die die Cluster unterscheiden. 

 

3.2 Etablierung und Charakterisierung Matrigel-freier Apikal-Out-

Organoide   

3.2.1 IL-13 induziert einen sekretorischen Phänotyp in Apikal-Out-Organoiden 

3.2.1.1  Die Behandlung mit IL-13 führte zu einer verminderten Ziliogenese 

Die geschlossene Organoidstruktur von Organoiden, welche in Matrigel kultiviert werden, begrenzt 

die Zugänglichkeit zur luminalen apikalen Zelloberfläche, die der Umgebung in vitro ausgesetzt ist. 

Zudem ist es im Sinne des Tierschutzes notwendig, Matrigel-freie Organoid-Modelle zu entwickeln, 

da Matrigel aus stark Tumor-belasteten Mäusen gewonnen wird. Daher wurden Apikal-Out-Organoide 

kultiviert, welche nach außen-gerichtete Zilien besitzen. Sie bestehen hauptsächlich aus Basal- und 
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Zilienzellen. Der einfache Zugang zur apikalen Oberfläche des Epithels und der Skalierbarkeit dieses 

Kultursystems bietet ein leistungsstarkes in vitro-Modell, das für die Untersuchung der 

Wechselwirkungen zwischen Wirtspathogen und Arzneimittelscreening geeignet ist [237].  

Die Organoide wurden 14 Tage mit 100 ng/ml IL-13 stimuliert, um den Effekt von IL-13 auf die 

Differenzierung der Organoide zu untersuchen. Nach der Behandlung mit IL-13 stieg die Anzahl an 

Organoide signifikant an (Abb. 17A). Der Durchmesser der Apikal-Out-Organoide nahm nach 

Stimulation mit IL-13 signifikant ab (Abb. 17B). Die prozentuale Anzahl an Organoide mit Zilien 

nahm nach Stimulation mit IL-13 ab (Abb. 17C). In lichtmikroskopischen Aufnahmen der Organoide 

zeigte sich ebenfalls eine erhöhte Anzahl an Organoide mit kleinerem Durchmesser (Abb. 17D).  

 

Abb. 17 Integrität, Anzahl und Durchmesser der Apikal-Out-Organoide nach Stimulation mit IL-13. Die 

Apikal-Out-Organoide wurden während der Differenzierungsphase für 14 Tage mit 100 ng/ml IL-13 stimuliert. 

(A) Anzahl der Organoide. (B) Durchmesser der Organoide in µm. (C) Prozentualer Anteil der Organoide mit 

sichtbaren Zilien. (D) Phasenkontrastbilder von apikal nach außen gerichteten Organoiden (Maßstabsbalken = 100 

μm). Die präsentierten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. Die Daten wurden mit dem 

Mann-Whitney-Test verglichen und werden als Mittelwert ± SD dargestellt. **p < 0,01 und ****p < 0,0001 

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfärbung konnte gezeigt werden, dass Apikal-Out-Organoide nach 

Stimulation mit IL-13 eine erhöhte Expression von MUC5B aufweisen. Kontroll-Organoide ohne 

Behandlung zeigten keine Expression von MUC5B (Abb. 18).  
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Abb. 18 Fluoreszenzfärbung für MUC5B nach Stimulation mit IL-13. Die Apikal-Out-Organoide wurden 

während der Differenzierungsphase für 14 Tage mit 100 ng/ml IL-13 stimuliert. Fluorenszenzmikroskopische 

Aufnahmen zeigen die Expression von MUC5B, Actin und Cytokeratin in Kontroll- und IL-13-stimulierten 

Organoiden. 
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DAPI
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3.2.1.2  IL-13 führt zu einer signifikanten Zunahme der MUC5AC-Expression sowie zu einer 

signifikanten Abnahme der FOXJ1-Expression  

Um die Umdifferenzierung der Organoide nach Stimulation mit IL-13 zu beurteilen, wurde eine 

Immunhistochemische Färbung für MUC5AC sowie eine qRT-PCR für die Expression von MUC5AC 

und FOXJ1 durchgeführt. Die Immunhistochemische Färbung für MUC5AC zeigte nach der 

Behandlung mit IL-13 eine deutlich erhöhte Expression von MUC5AC im Vergleich zu den Kontroll-

Organoiden ohne Behandlung (Abb. 19A). In der qRT-PCR zeigte sich nach Behandlung mit IL-13 

eine signifikant erhöhte Expression von MUC5AC (Abb. 19B) sowie eine signifikante Abnahme der 

Expression von FOXJ1 (Abb. 19C).   

 

Abb. 19 IL-13-stimulierte Apikal-Out-Organoide zeigten eine erhöhte Expression von MUC5AC sowie eine 

verringerte Expression von FOXJ1. (A) Immunfärbung für MUC5AC (Maßstabsbalken = 100 μm). (B/C) 

Semiquantitative RT-PCR. Die präsentierten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. Die 

Daten wurden mit dem Mann-Whitney-Test verglichen und werden als Mittelwert ± SD dargestellt. **p < 0,01 

und ****p < 0,0001 
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3.2.1.3  Proteomik-Analysen und Einzelzellanalysen zeigen eine verminderte Ziliogenese nach IL-13 

Stimulation  

Die Bewegung der Apikal-Out-Organoide wurde mittels lichtmikroskopischer Videoaufnahme in 

einem Zeitraum von 7 Sekunden aufgenommen. Die Kontroll-Organoide zeigten eine deutliche 

Bewegung aufgrund der vorhandenen Zilien. Die Organoide, welche mit IL-13 behandelt wurden, 

zeigten aufgrund fehlender Zilien keine Bewegung. IL-13 hemmt die freie Bewegung der Organoide 

durch das Zellkulturmedium (Abb. 20A). Mit Hilfe einer Proteomik-Analyse wurden die herunter- und 

hochregulierten Proteine der Organoide nach Behandlung mit IL-13 dargestellt. Proteine (z.B. DAW1 

(Dynein Assembly Factor with WD Repeats 1), WDR19 (WD Repeat Domain 19)), die mit Zilien in 

Verbindung stehen, waren vermindert exprimiert, während IL-13-assoziierte Proteine (z.B. FCGBP 

(Fc-Gamma-Binding-Protein), ALOX15 (Arachidonate 15-Lipoxygenase)) verstärkt gebildet wurden 

(Abb. 20B). Eine Anreicherungsanalyse der Gene Ontology (GO) ergab eine starke 

Herunterregulierung von Proteinen, die an der Organisation und Zusammensetzung der Zilien beteiligt 

sind, während Proteine, die mit Lysosomen und sekretorischen Vesikeln assoziiert sind, hochreguliert 

waren (Abb. 20C). Immunhistochemische Färbung bestätigen eine IL-13-induzierte Expression von 

FCGBP (Abb. 20D). 
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Abb. 20 Nach Stimulation mit IL-13 zeigten die Apikal-Out-Organoide eine herunterregulierte Bewegung 

sowie eine geringere Anzahl an Zilien. (A) Phasenkontrastbilder von Apikal-Out-Organoiden. Die roten Balken 

zeigen die Bewegung der Organoide nach 7 Sekunden. (B) Differenziell exprimierte Proteine in IL-13-behandelten 

vs. Kontroll-Organoiden. (C) GO-Termanreicherung für unterschiedlich häufig vorkommende Proteine. (D) 

Immunfärbung für FCGBP (Maßstabsbalken = 50 μm). 

Mit Hilfe von Einzelzellsequenzierung und Annotierung mittels Zellmarker konnte eine eindeutige 

Trennung zwischen Kontroll-Organoiden und IL-13-Organoiden gezeigt werden. Die 

Einzelzellsequenzierung bestätigt, dass die Kontroll-Organoide überwiegend aus Zilienzellen 

bestehen. IL-13 hemmte die Expression von Markern für Zilien und erhöhte die Expression von 

Markern für sekretorische Zellen (Abb. 21A und B). Zur Annotierung wurden Marker für Ziliogenese 

(RSPH1 (Radial Spoke Head Component 1), C9ORF24 (Chromosome 9 open reading frame 24)) 

sowie Marker für Mukus (BPIFB1 (BPI Fold Containing Family B Member 1)) verwendet. Die Zilien-

Marker waren in der Kontrollgruppe hochreguliert und in der Gruppe mit IL-13 herunterreguliert. Die 

Expression von Markern für Mukussekretion war in den Organoiden ohne Behandlung niedrig, bei den 

Organoide mit IL-13 war die Expression erhöht. Gene, deren entsprechende Proteine sich in der 

Proteomanalyse differenziell exprimiert zeigten, waren auch in der Einzelzellanalyse weitestgehend 

differenziell exprimiert (Abb. 21C). Auch der Violinplot zeigt die IL-13-regulierte Gene. Auch hier 

zeigte sich nach der Behandlung mit IL-13 eine Herunterregulierung der Gene, die mit Zilien 

verbunden sind. Gene, die mit Mukus assoziiert sind, waren hochreguliert (Abb. 21D).  
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Abb. 21 Stimulation mit IL-13 führte zum Verlust der Zilien. (A) Heatmap für Marker von Flimmer- und 

Sekretionszellen. (B) UMAP-Visualisierung, farblich nach Gruppen geordnet. (C) Heatmap für Gene, deren 

entsprechende Proteine in der Proteomanalyse differenziell exprimiert werden. (D) Violinplot, welcher IL-13-

regulierte Gene zeigt.  

Mit Hilfe der AUCell-Analyse wurde die relative Gensatzanreicherung dargestellt. Die Anreicherung 

von Genen assoziiert mit Zilienbewegung und Zilienorganisation waren in den Organoide mit IL-13 

herunterreguliert im Vergleich zu den Kontroll-Organoiden ohne Behandlung. Die Anreicherung von 

Gene, welche im Zusammenhang mit Mukussekretion und Sekretorische Zelldifferenzierung stehen, 

waren in den Organoiden nach Behandlung mit IL-13 erhöht (Abb. 22A). Auch eine Signalweg-Analyse 

zeigte, dass Signalwege für Zilien nach Behandlung mit IL-13 am stärksten herunterreguliert waren 

(Abb. 22B).  
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Abb. 22 Die Apikal-Out-Organoide zeigten nach Stimulation mit IL-13 eine reduzierte Zilienbewegung 

sowie eine erhöhte sekretorische Zelldifferenzierung. (A) AUCell-Analyse der relativen Gensatzanreicherung. 

(B) Balkendiagramm der Analyse der Anreicherung von Hallmark-Gensätzen für angereicherte Pfade (GO: Gene 

Ontology-Gensätze).    
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3.2.2 Charakterisierung der Differenzierung von Apikal-Out-Organoiden 

Im Apikal-Out-Modell differenzieren die Basalzellen zu zilientragenden Organoiden, ohne dass sich 

Keulenzellen und Becherzellen ausbilden. Es wurden Apikal-Out-Organoide in An- und Abwesenheit 

Hitze-inaktivierter NTHi differenziert. Es wurden Einzelzellanalysen an Tag 2, 4 und 8 während der 

Differenzierungsphase durchgeführt. Es zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede in den 

Zellclustern zwischen mit NTHi und Kontrollmedium behandelten Kulturen (Abb. 23A). An Tag 2 

waren hauptsächlich KRT15 und KRT17 exprimierende Basalzellen vorhanden, während an Tag 4 sich 

eine Differenzierung über frühe und späte deuterosomalen Zellen hin zu Zilienzellen zeigte. An Tag 8 

machten die Zilienzellen über ein Drittel aller Zellen aus (Abb. 23B bis D). Es zeigte sich eine erhöhte 

Expression von Markern für Basal (KRT15)- und Zilienzellen (RSPH1), während Marker für 

Becherzellen (SCGB1A1) nicht exprimiert wurden (Abb. 23E).  
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Abb. 23 Die Basalzellen differenzieren über einen Zeitraum von 8 Tagen zu zilientragenden Organoiden, 

ohne Becherzellen auszubilden. (A) UMAP-Visualisierung der beiden Gruppen. (B) Anteil der einzelnen 

Zellcluster. (C) UMAP-Visualisierung der unterschiedlichen Zeitpunkte und Gruppen. (D) Dotplot, der die 

Expression von Zelltyp-Markern zeigt. (E) UMAP-Visualisierung von Zellmarkern für Basal-, Becher- und 

Zilienzellen.  
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Die Monokel-Analyse zeigte, dass sich Basalzellen über deuterosomale Zellen zu Flimmerzellen 

differenzieren (Abb. 24A).  Dies zeigte sich auch in AUCell-Analysen, die auf eine Ausprägung 

sekretorischer Basalzellen über den Differenzierungsweg hinwies, ohne dass es zu einer Expression 

klassischer Marker für Keulen- und Becherzellen kam (Abb. 24B und C). 

 

Abb. 24 Basalzellen differenzieren über deuterosomale Zellen zu Zilienzellen. (A) Monokelanalyse der 

Einzelzelldaten. (B-C) AUCell-Analyse der relativen Gensatzanreicherung für Zilienorganisation (B) und 

sekretorische Zelldifferenzierung (C).  

Die Behandlung mit NTHi während der Differenzierungsphase führte zu einer verstärkten Expression 

von Entzündungsmediatoren (CXCL1, CXCL2, CXCL8) in Basalzellen. In Richtung Zilienzellen nahm 

die NTHi-induzierte Entzündung ab (Abb. 25A). Auch eine Signalweg-Analyse zeigte, dass Signalwege 

für die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und Immunreaktionen durch NTHi aktiviert wurden 

(Abb. 25B). Dies spiegelte sich auch in der AUCell-Analyse wider (Abb. 25C und D). 
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Abb. 25 Die Behandlung mit NTHi während der Differenzierungsphase führte zu einer verstärkten 

Expression von Entzündungsmediatoren in Basalzellen. (A) Dotplot, der die Expression von 

Entzündungsmarkern zeigt. (B) AUCell-Analyse der relativen Gensatzanreicherung für akute Inflammation. (C) 

Balkendiagramm der Analyse der Anreicherung von Hallmark-Gensätzen für angereicherte Pfade (GO: Gene 

Ontology-Gensätze). 

3.2.3 Testung von Naturstoffen  

Im Rahmen mit dem Helmholtz-Institut für Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) wurden 36 

Naturstoffe mit Hilfe der Apikal-Out-Organoide hinsichtlich Toxizität, Entzündung und Stressantwort 

getestet. Hierfür wurden Apikal-Out-Organoide für 14 Tage differenziert und 48 Stunden mit den 

Naturstoffen in An- und Abwesenheit von hitzeinaktivierten NTHi stimuliert. Die Organoide wurden 

nach Behandlung hinsichtlich der Integrität mikroskopisch bewertet, es wurde die Abgabe von LDH, 

der Entzündungsmediatoren IL-8 und IL-6 und der Stressfaktoren GDF-15 und TIMP-1 in den 

Kulturüberständen gemessen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse sind in Tabelle S1 im Anhang 

aufgeführt. Alle getesteten Substanzen, ausgenommen einer Substanz, zeigten keine Zytotoxizität und 

Einfluss auf die Integrität der Organoide nach Stimulation mit den Substanzen in An- und Abwesenheit 

von inaktivierten Bakterien. Die Substanzen zeigten keine signifikante Veränderung in Entzündung 

(Expression von IL-6). Die Expression von TIMP-1 war nach Stimulation mit sechs Substanzen 

signifikant verändert. Acht Naturstoffe zeigten einen Effekt auf die Expression von GDF-15.  
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Im Folgenden werden die Ergebnisse für ausgewählte Substanzen beispielhaft gezeigt. Die HIPS-

Substanz 86 (Leupyrrin) hat eine Wirkungsweise als Hemmer der DNS-, RNS- und Proteinsynthese in 

Bakterien. Sie wirkt als hochwirksames Antimykotika und besitzt antiproliferative Eigenschaften. Die 

Substanz wird aus dem gramnegativen Myxobakterium Sorangium cellulosum isoliert. Humane 

Leukozyten-Elastase wurde als erstes molekulares Ziel der Leupyrrine entdeckt [245,276]. Die Substanz 

86 zeigte keine Veränderung in der Integrität der Organoide sowie keine Zytotoxizität auf die Organoide 

(Abb. 26A). Nach Stimulation mit der Kombination aus Bakterien und Substanz zeigte sich eine 

signifikante Abnahme der IL-8-Expression (Abb. 26B). Die Substanz zeigte eine deutliche anti-

inflammatorische Wirkung. Auf die basale Abgabe von GDF-15 und TIMP-1 hatte dieser Naturstoff 

keine Wirkung (Abb. 26C und D). 

 

Abb. 26 Die Apikal-Out-Organoide wurden für 48 Stunden mit der HIPS-Substanz 86 und inaktivierten 

Bakterien stimuliert. (A) Freisetzung von LDH nach Stimulation. Freisetzung von (B) IL-8, (C) TIMP-1 und (D) 

GDF-15 nach 48-stündiger Stimulation. Die Daten wurden durch eine einfache ANOVA mit Tukeys 

Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und sind als Mittelwert ± SEM dargestellt. **p<0,01 und 

****p<0,0001 
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Die HIPS-Substanzen 42 und 43 (Argyrine) haben eine Wirkungsweise bei der Proteinsynthese mit dem 

Ziel des Elongationsfaktor G (FusA). Argyrine hemmen die Proteinsynthese, indem sie die Bindung des 

Elongationsfaktors EF-G (FusA) an das Ribosom stören. Die Substanzen stammen aus den 

myxobakteriellen Produzentenstämmen Archangium gephyra Ar8082 und Cystobacter sp. SBCb004. 

Sie besitzen antitumor- und immunmodulatorische Eigenschaften und zielen auf den mitochondrialen 

Elongationsfaktor (EF-G1) in Hefe- und Säugetierzellen ab und reduzieren dadurch die IL-17-

Produktion der menschlichen T-Helferzellen. Sie gehören zur Familie natürlich produzierter zyklischer 

Octapeptide mit vielversprechender antimikrobieller Aktivität gegen Pseudomonas aeruginosa und 

andere gramnegative Erreger [3,200,268]. 

Die Substanzen zeigten ebenfalls keine Veränderung in der Integrität der Organoide sowie keine 

Zytotoxizität auf die Organoide (Abb. 27A und E). Nach Stimulation mit der Kombination aus Bakterien 

und Substanz zeigte sich eine signifikante Zunahme der IL-8-Expression (Abb. 27B und F). Beide 

Substanzen zeigten eine deutliche pro-inflammatorische Wirkung. Auf die Seneszenz und den Zellstress 

zeigte sich keine signifikante Wirkung nach Behandlung mit der Substanz (Abb. 27C, D, G und H).  
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Abb. 27 Die Apikal-Out-Organoide wurden für 48 Stunden mit den HIPS-Substanz 42 und 43 sowie 

inaktivierten Bakterien stimuliert. (A) Freisetzung von LDH nach Stimulation mit der Substanz 42. Freisetzung 

von (B) IL-8, (C) TIMP-1 und (D) GDF-15 nach 48-stündiger Stimulation mit der Substanz 42. (E) Freisetzung 

von LDH nach Stimulation mit der Substanz 43. Freisetzung von (F) IL-8, (G) TIMP-1 und (H) GDF-15 nach 48-

stündiger Stimulation mit der Substanz 43. Die Daten wurden durch eine einfache ANOVA mit Tukeys 

Mehrfachvergleichen nach dem Test verglichen und sind als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001 und ****p<0,0001.  
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Die Testung der Naturstoffe belegt die Eignung des Matrigel-freien Organoid-Modells für die 

präklinische Wirkstoffprüfung. 
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4. Diskussion  
In der vorliegenden Arbeit wurde ein 3D-Lungenorganoid-Modell zur präklinischen Testung 

pharmazeutischer Wirkstoffe im Kontext chronischer Atemwegserkrankungen wie COPD und Asthma 

bronchiale etabliert. Im 96-Well-Format mit in Matrigel kultivierten Organoiden können verschiedene 

Endpunkte wie Seneszenz, Toxizität, metabolische Aktivität, Bildung und Abgabe von 

Entzündungsmediatoren und Stressfaktoren, Morphologie, Integrität der Organoide sowie 

Proteinexpression innerhalb eines einzigen Versuchszyklus erfasst werden (Abb. 28). Zudem wurde ein 

Matrigel-freies Organoid-Modell zur Testung von Wirkstoffen weiterentwickelt. Beide 

Lungenorganoid-Modelle wurden mittels Einzelzellsequenzierung umfassend charakterisiert. In den in 

Matrigel kultivierten Organoiden konnten zum Beispiel seneszenzartige Zellen und in den Matrigel-

freien Organoiden nach IL-13-Behandlung sekretorische Zelltypen identifiziert werden. Zahlreiche 

innovative Wirkstoffe wurden getestet. 

 

Abb. 28 Schema der 3D-Lungenorganoid-Plattform zur präklinischen Prüfung von Wirkstoffen. Mit der 96-

Well-Plattform können verschiedene Endpunkte in einem Testlauf gemessen werden. Fluoreszenzmessungen und 

mikroskopische Bilder können direkt in der Platte aufgezeichnet werden. In den Überständen können verschiedene 

Faktoren wie Zytokine gemessen werden. Mit isolierten Organoiden können zahlreiche Methoden wie 

biochemische Tests und Einzelzellsequenzierung durchgeführt werden. 
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4.1 Charakterisierung von seneszenzartigen Zellen in 3D-

Lungenorganoiden  

In der Lunge, wie auch in anderen Organen, steigt die Anzahl der seneszenten Zellen mit zunehmendem 

Alter an. Es wird angenommen, dass die zelluläre Seneszenz zur Pathogenese chronischer 

Lungenkrankheiten wie COPD oder Lungenfibrose beiträgt [156]. In der COPD-Lunge sind 

verschiedene Zelltypen von der Seneszenz betroffen, darunter Epithelzellen der Atemwege, alveoläre 

Epithelzellen, pulmonale vaskuläre Endothelzellen sowie Fibroblasten [11]. Da sich seneszente bzw. 

seneszenzartige Zellen für therapeutische Interventionen empfehlen, wurde in der vorliegenden 

Doktorarbeit eine 3D-Lungenorganoid-Plattform zur Identifizierung von Wirkstoffen erstellt, die unter 

standardisierten Bedingungen auf die Seneszenz, Toxizität und Entzündung des Epithels abzielen.  

Der seneszente Phänotyp umfasst einen im Wesentlichen dauerhaften Wachstumsstopp, Resistenz gegen 

Apoptose, erhöhte Zellgröße mit vergrößerten Kernen und Vakuolen, eine mehrkernige Morphologie, 

eine veränderte Zusammensetzung der Plasmamembran und eine stark erhöhte SA-β-Gal-Aktivität 

[62,148,75,103,181,230]. Seneszente Zellen sind unempfindlich gegenüber äußeren Wachstumsreizen 

bzw. Signalen [105,110,154] und weisen aufgrund aktivierter anti-apoptotischer Signalwege, 

insbesondere der Bcl-2-Familie, eine reduzierte Empfindlichkeit gegenüber Zelltod auf [208,286]. Es 

gibt jedoch keinen einzigen Marker, über den der seneszente Status einer Zelle zuverlässig und eindeutig 

bestimmt werden kann [208]. Der erste dokumentierte Biomarker für die Seneszenz ist die erhöhte 

Aktivität der sauren lysosomalen β-Galactosidase, die als SA-β-Gal bezeichnet wird. SA-β-Gal ist in 

den meisten seneszenten Zellen aktiv und fehlt in der Mehrzahl der proliferierenden und ruhenden Zellen 

[140]. Dieser Prozess nutzt die Galactosidase-Aktivität im Lysosom bei einem pH-Wert von 6,0, um 

seneszente Zellen zu identifizieren, die ein Substrat metabolisieren, um Gewebe und Zellen blau zu 

färben [194].  

Zellkulturstudien zeigten, dass die Induktion von Seneszenz fast jeden Aspekt der Zellbiologie 

beeinflusst, von deutlichen Veränderungen im Transkriptom und Proteom, epigenetischen Umbau des 

Chromatins und Veränderungen in der Menge und Funktionalität der Organellen bis hin zu einer 

verstärkten Sekretion von entzündungsfördernden Molekülen, die allgemein als SASP bekannt sind 

[100]. Um Seneszenz zu induzieren, verwendeten verschiedene Arbeitsgruppen [119] den 

Topoisomerase-II-Inhibitor Dox, der eines der am häufigsten verwendeten Chemotherapeutika ist und 

nachweislich in klinisch relevanten Dosen Seneszenz über mehrere Krebszelllinien hinweg induziert. 

Dox ist am schädlichsten für Zellen in S/G2-Phasen, und p21 wird transkriptionell als Reaktion auf 

DNS-Schäden aktiviert [133,159,195,201]. Zur Induktion von Seneszenz in Zellkulturexperimenten 

können auch andere Stimulatoren wie H2O2 [50] sowie Strahlung [121] verwendet werden.  
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In einer Reihe unabhängiger Experimente mit in konventioneller 2D-Kultur kultivierten Basalzellen 

verschiedener Spender wurde geprüft, inwieweit die Senotherapeutika Quer und Das der durch Dox 

induzierten Seneszenz entgegenwirken. Die erzielten Ergebnisse zeigten, dass undifferenzierte 

Basalzellen nur geringfügig geeignet sind, Wirkstoffe hinsichtlich zellulärer Seneszenz zu testen. Die 

verschiedenen Behandlungen mit den Wirkstoffen zeigte keine Zytotoxizität auf die 2D-Basalzellen in 

Kultur. Nach Gabe von Dox konnte keine signifikant erhöhte SA-β-Gal-Aktivität festgestellt werden. 

Quer reduzierte jedoch die Hintergrundseneszenz. Dies könnte daran liegen, dass sich seneszente Zellen 

in konventioneller Flüssigkultur ansammeln [40] und durch Quer reduziert werden, wie dies bereits für 

seneszente menschliche Nabelvenenzellen und aus Knochenmark stammende murine mesenchymale 

Stammzellen gezeigt wurde [285]. Darüber hinaus erlauben reine Basalzellen keine tiefergehende 

Analyse der unterschiedlichen Auswirkungen neuartiger Substanzen auf die verschiedenen Zelltypen 

des Atemwegsepithels, wie sekretorische Zellen und Flimmerzellen. Daher sind Basalzellen und 

Zelllinien (z. B. Calu-3, A549) im Vergleich zu 3D-Organoiden für die Arzneimittelentwicklung sehr 

eingeschränkt, insbesondere im Hinblick auf zelluläre Differenzierung, Signalwege und Barrierebildung 

bzw. Integrität.  

Um die 3D-Lungenorganoid-Plattform zu etablieren und verifizieren, wurde in einer Reihe 

unabhängiger Experimente mit Organoiden verschiedener Spender getestet, inwieweit Dox Seneszenz 

in differenzierten Atemwegsepithelzellen induziert und Quer und Das der durch Dox induzierten 

Seneszenz entgegenwirken. Um mögliche zytotoxische Effekte der verwendeten Substanzen zu 

beurteilen, wurde die Integrität der Bronchosphären dokumentiert und die Stoffwechselaktivität sowie 

die Freisetzung von LDH und Zytokinen bestimmt. Im Gegensatz zu Zellen, die Apoptose durchlaufen 

haben, bleiben seneszente Zellen metabolisch aktiv [27,77,78,98,131,282]. Sowohl der Import von 

Glukose als auch die Aktivität vieler glykolytischer Enzyme sind in seneszenten Zellen erhöht [186]. 

Der MTT-Assay zeigte, dass Dox zu einer erhöhten metabolischen Aktivität der Organoide führte. Dies 

kann an einer erhöhten Aktivität von seneszenzartigen Zellen liegen. Die Einzelzellanalysen zeigten 

aber auch, dass die Anzahl sekretorischer Zellen unabhängig von Quer nach Dox-Behandlung zunimmt 

und sekretorische Zellen verstärkt Gene exprimierten, die mit Entgiftung assoziiert sind. Die erhöhte 

metabolische Aktivität kann also auch im Zusammenhang mit einer Umdifferenzierung des 

Atemwegsepithels und einer gesteigerten Aktivierung von Becherzellen im Zusammenhang stehen.    

Die Dox-Behandlung führte zu einer signifikanten Zunahme der SA-β-Gal, während Quer und Das 

allein keine Veränderung der Seneszenz im Vergleich zur Kontrolle zeigten. Die 

Fluoreszenzmikroskopie von mit Seneszenzfarbstoff beladenen Organoiden zeigte auch eine erhöhte 

SA-β-Gal-Aktivität in Dox-behandelten Organoiden. Zudem wurde die Dox-induzierte erhöhte SA-β-

Gal-Aktivität mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigten, dass Quer und Das 

der durch Dox induzierten Seneszenz ohne zytotoxische Effekte entgegenwirkten. So verminderten 

Quer und Das die SA-β-Gal-Aktivität sowohl nach 48-stündiger als auch 96-stündiger Dox-Behandlung. 
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Es wurde gezeigt, dass Seneszenzmarker, einschließlich p16 und p21, sowohl im Atemwegsepithel als 

auch im Endothel von Lungenproben von Patienten mit COPD verstärkt exprimiert werden 

[13,18,64,106,187,196,274]. Die Fluoreszenzfärbung zeigte eine erhöhte Anzahl p21-positiver Kerne 

sowie eine erhöhte TIMP-2-Expression, ein in dieser Arbeit identifizierter Marker für seneszenzartige 

Zellen in Lungenorganoiden, nach Behandlung mit Dox. Ebenso zeigte sich eine erhöhte Färbung für 

TIMP-2 im Zusammenhang mit p21-positiven Kernen. Die Behandlung mit Das und Quer reduzierte 

die Anzahl der p21-positiven Zellen.  

Die Hauptfunktionen von SASP-Proteinen bestehen darin, die Reparatur von geschädigtem Gewebe zu 

fördern und Makrophagen und Lymphozyten zu rekrutieren sowie die alternden Zellen entfernen, was 

zur Wiederherstellung normaler Gewebefunktionen führt [20]. IL-6 und IL-8, aber auch Proteasen, anti-

Proteasen und Wachstumsfaktoren sind Hauptkomponenten von SASP, von denen gezeigt wurde, dass 

sie sowohl positive als auch negative Rollen in verschiedenen biologischen Prozessen wie Wundheilung, 

Gewebereparatur und Tumorprogression spielen [148]. Der SASP gilt als stark zelltypabhängig und 

vielfältig in sezernierten Faktoren, sodass kein Marker wirklich spezifisch für den Phänotyp allein ist 

[47]. Die Analyse der Überstände zeigte, dass Quer und Das die Hintergrundfreisetzung von 

Epithelmediatoren wie TIMP-2 und GDF-15 selektiv hemmen. Die gesteigerte Konzentration von GDF-

15 nach 96-stündiger Behandlung mit Dox wurde durch die Behandlung mit Quer in den letzten 48 

Stunden vermindert. Die Expression von GDF-15 steigt unter zellulärem Stress und pathologischen 

Bedingungen. Es wurde berichtet, dass GDF-15 ein Seneszenz-assoziierter sekretorischer Faktor ist, was 

auf eine Rolle als autonomer Regulator der zellulären Seneszenz hinweist [261]. Das Protein mit einer 

Assoziation mit Alterungsprozessen, GDF-15, gehörte zu den am stärksten sezernierten Proteinen in 

seneszenten Fibroblasten und Epithelzellen, die durch Strahlung induziert wurden [17]. Neue Studien 

zeigen, dass GDF-15 systemisch wirkt. So vermittelt in der Plazenta gebildetes GDF-15 in der 

Schwangerschaft Übelkeit [88]. Inwiefern bei Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen 

systemisch wirkende Faktoren wie GDF-15 aus gealterten bzw. seneszenten Zellen zu einem reduzierten 

Gesundheitszustand beiträgt ist eine spannende Frage, die weiterer Forschung bedarf.  

Die 3D-Lungenorganoide wurden auch mit dem Wirkstoff Metformin behandelt. Met ist ein 

Antidiabetikum mit pleiotroper Wirkung, das auch auf seneszente Zellen wirkt. Met beeinträchtigt unter 

anderem die SASP von seneszenten Zellen, ohne den proliferativen Arrest zu behindern [66]. Es 

bekämpft altersbedingte Störungen und verbessert die Gesundheitsspanne durch Abschwächung der 

Kennzeichen des Alterns. Beim Menschen wird Met seit über 60 Jahren klinisch eingesetzt. Es ist 

umfassend untersucht, hat ein hohes Sicherheitsprofil und ist einzigartig positioniert, um in mehrere 

entscheidende Signalwege einzugreifen, die für das Altern und altersbedingte Krankheiten 

verantwortlich sind [147]. Met hatte keinen Effekt im Seneszenz-Assay. Die Integrität der Organoide 

wurde durch die Behandlung nicht verändert und es wurde keine Zytotoxizität durch die Behandlung 

verursacht. Die metabolische Aktivität war nach Behandlung mit Met erhöht. Andere Paper [147,279] 
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zeigten, dass Met entzündungsfördernde Zytokine unterdrückt und die Proteinspiegel von p16 und p21 

sowie die RNS-Spiegel von SASP-Kennzeichen einschließlich IL-6 und IL-8 in menschlichen 

Fibroblasten durch Met reduziert wurden. HepG2-Zellen, die einer niedrigen Konzentration von Met 

ausgesetzt waren, waren durch einen vergrößerten und abgeflachten Zellphänotyp gekennzeichnet, der 

wahrscheinlich mit zellulärer Seneszenz verbunden ist [279]. Es zeigt sich also mehr und mehr, dass die 

Reaktion auf Wirkstoffe wie Met, Quer, Das und Dox kontext- und zelltypabhängig ist und nur 

möglichst differenzierte Zellkulturmodelle, im Gegensatz zu Zelllinien, realistische Aufschlüsse über 

Wirkmechanismen im Organismus geben.   

Seneszente Zellen sind in vielerlei Hinsicht heterogen – zwischen Individuen, zwischen Geweben und 

sogar innerhalb der betroffenen Zellpopulation als Reaktion auf denselben Auslöser. Mit dem 

Aufkommen von Einzelzellanalysen ist eine genaue Charakterisierung von Zellen in ihrem natürlichen 

Kontext als zum Beispiel seneszent oder nicht-seneszent möglich und überwindet die Schwierigkeiten 

bei der Markierung seneszenter Zellen [100]. Die Einzelzellsequenzierung ermöglicht Einblicke in die 

menschliche Evolution, Organentwicklung und -regeneration. Die Technologie basiert auf der 

Grundannahme, dass die Untergruppe von Genen, die aktiv von einer Zelle transkribiert wird, ein 

zuverlässiger Messwert für Zelltypen ist und dass die Etablierung dieser Aktivitätsmuster einer 

Trajektorie folgt, die die Spezifikation des Zellschicksals rekapituliert [155]. In der Lunge liefern 

Einzelzellanalysen bemerkenswerte Einblicke in die Zelltypzusammensetzung, insbesondere in Bezug 

auf die alveolären Stammzellen und die mesenchymale Population und ihre Rolle bei der Lungenfibrose 

[63]. Die Einzelzellanalyse mittels RNS-Sequenzierung beleuchtet die zelluläre Heterogenität, die in 

den Atemwegen existiert, und hat neue Zellpopulationen mit einzigartigen molekularen Signaturen, 

Differenzierungsverläufen und vielfältigen Funktionen in Gesundheit und Krankheit identifiziert [111]. 

Der Vergleich von Organoiden und sich in vivo entwickelndem humanem Lungenepithel mittels 

scRNA-seq zeigt einen hohen Grad an transkriptomischer Ähnlichkeit [174]. Mittels auf der BD 

Rhapsody-Plattform durchgeführte Einzelzellanalyse konnten in den Organoiden Zellcluster 

identifiziert werden, die aufgrund allgemein akzeptierter Marker Atemwegsepithelzellen zugeordnet 

werden konnten: Basalzellen (KRT5, TP63), Becherzellen (MUC5B), deuterosomale Zellen (E2F7, 

KDELC2(KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) containing 2)) und Zilienzellen (FOXJ1). Die 

Übergangsbasalzellen waren durch eine graduelle Abnahme der KRT5-Expression gekennzeichnet. 

Trajektorieanalysen können verwendet werden, um dynamische, differenzierende Zelltypen zu 

untersuchen [111]. Die Trajektorieanalyse zeigte, dass sich Basalzellen über Übergangsbasalzellen zu 

sekretorischen Zellen sowie über deuterosomale Zellen zu Flimmerzellen differenzieren, was die 

normale Differenzierung des Atemwegsepithels korrekt widerspiegelt.  

p16 ist ein Tumorsuppressorgen, das an der Regulierung der zellulären Seneszenz beteiligt ist, 

insbesondere durch die Induktion des G1-Zellzyklus-Arrests durch Hemmung von Cyclin-abhängigen 

Kinasen [132]. p16INK4A ist erforderlich, um den seneszenten Zustand aufrechtzuerhalten. Die 
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Inaktivierung oder der Verlust von p16INK4A führt zur Umgehung der Seneszenz. Der Zellzyklus-Arrest 

bei Seneszenz wird weitgehend durch die Aktivierung eines oder beider p53/p21WAF1/CIP1 und p16INK4A-

Tumorsuppressorwege vermittelt [10,148,168]. Es wurde ein Cluster mit seneszenzartigen Zellen 

identifiziert, in dem die Zellen die Seneszenzmarker CDKN1A1 (p21) und CDKN2A1 (p16) stark 

exprimierten. Zudem war dieser Cluster durch eine verstärkte Expression der Seneszenzmarker GDF15 

und TIMP2 gekennzeichnet [94,140]. Auch die Enrichment Analysis (KEGG_2019_Human) wies auf 

eine seneszenzartige Identität dieser Zellen hin. 

Die Velocity-Analyse zeigte, dass Übergangsbasalzellen und sekretorische Zellen auch eine Richtung 

zu seneszenten Zellen aufweisen, was darauf hindeutet, dass seneszente Zellen aus Zellen im Übergang 

entstehen. Bemerkenswerterweise war dieser Seneszenzcluster der einzige Cluster, der durch die Quer-

Behandlung reduziert wurde. Dies passt zu der Vorstellung, dass Quer durch die selektive Entfernung 

seneszenter Zellen als senolytisches Medikament wirkt [11]. Es ist jedoch auch möglich, dass Quer die 

Induktion der Seneszenz unterdrückt oder einen alternativen Zellzustand induziert, der in diesem Fall 

nicht mit der Eliminierung seneszenter Zellen durch Apoptose einhergehen würde. Weitere Studien sind 

erforderlich, um die zellulären Mechanismen hinter den Wirkungen von Quer aufzuklären. Weitere 

Arbeiten [66,92,156,226,285] zeigten, dass die Behandlung mit senolytischen Verbindungen 

(Kombination Das und Quer) sowohl in Experimenten mit Mäusen als auch in humanen 

Zellkulturexperimenten die Gesamtzahl der Zellen und der Prozentsatz der seneszenten Zellen und des 

p16-Expressionsniveaus signifikant verringert. Quercetin schwächte auch die durch Siliziumdioxid 

(SiO2) induzierte Seneszenz der Makrophagen von Mäusen sowohl in vitro als auch in vivo ab und 

regulierte die Expression von Seneszenzmarker p16, p21 und p53 in der Silikosegruppe herunter [92]. 

Es wurde auch gezeigt, dass Lungenepithelzellen eine erhöhte p16- und p21-Expression sowie eine SA-

β-Gal-Aktivität in experimentellen und humanen Lungenfibrosegeweben und Primärzellen aufweisen 

[156]. 

Die Daten der Einzelzellanalyse wurden zudem mit einem weiteren Datensatz unbehandelter Organoide 

von fünf Spendern kombiniert. Auch in diesem Datensatz konnte der Seneszenzcluster mit Hilfe von 

Seneszenzmarkern (p21, p16, GDF-15, TIMP-2) annotiert werden. Zusammengenommen konnte in den 

Organoiden seneszenzartige Zellen identifiziert werden, die durch eine starke Expression von p21, p16, 

GDF-15 und TIMP-2 gekennzeichnet sind. Inwiefern diese Zellen auch in der Lunge von zum Beispiel 

COPD-Patienten vorhanden sind oder etwa nach viralen Pneumonien vermehrt vorkommen, müssen 

künftige Arbeiten zeigen. 

Darüber hinaus zeigten die Einzelzelldaten, dass Dox einen starken Effekt auf Becherzellen hat. Die 

Behandlung mit Dox führte nur in Becherzellen zu einer erhöhten Expression von Genen, die die 

Entgiftung und den Arzneimittelstoffwechsel vermitteln (z. B. CYP1A1, CYP1B1, ALDH1A3, AKR1C2, 

ADH1C) [130,255]. Während Dox keinen Einfluss auf die Lebensfähigkeit der Organoide hatte, wurden 
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Becherzellen aktiviert und ihre Anzahl nahm proportional zu. Diese Daten zeigen, dass die 

verschiedenen Zelltypen des Epithels sehr unterschiedlich auf Wirkstoffe reagieren. In der Plattform 

zeigen Wirkstoffe daher potenziell akute Nebenwirkungen in bestimmten Zelltypen eines 

differenzierten Epithels, die z. B. in Zelllinien oder klassischen 2D-Kulturen mit primären Zellen nicht 

gezeigt werden können. Weitere Paper zeigten, dass Cytochrom P450 CYP1A1 und CYP1A2 eine breite 

Palette von Fremdverbindungen und Medikamenten metabolisieren können. Humanes CYP1A1 und 

CYP1A2 sind wichtig für die Definition der Wirksamkeit und Toxizität/Karzinogenität von 

Arzneimitteln und Fremdstoffen [130]. Clubzellen sind für die Entgiftung schädlicher Substanzen in der 

Lunge verantwortlich, indem sie eingeatmete Schadstoffe aufnehmen und über ihre Cytochrom-P450-

Enzyme abbauen. [26,87,216]. 

Es wird angenommen, dass die zelluläre Seneszenz eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie 

chronischer Lungenerkrankungen wie der COPD spielt und seneszente Zellen die Regeneration der 

Lunge beeinträchtigen und zum Verlust an Lungenfunktion beitragen. Zudem ist es denkbar, dass sich 

seneszente Zellen im Alter auch in der Lunge anreichern und zum altersbedingten Verlust an 

Lungenfunktion beitragen, auch ohne zugrundeliegende Lungenerkrankungen. Im Gegensatz zu 

apoptotischen Zellen, beeinflussen seneszente Zellen weiterhin ihre umgebenden Zellen [132,239]. Dies 

kann unter anderem über die SASP-Proteine, die zum Beispiel in höheren Konzentrationen von COPD-

abgeleiteten Fibroblasten sezerniert werden und an der chronischen Entzündungsreaktion bei COPD 

beteiligt sein könnten, vermittelt werden [275]. Senolytika werden derzeit in mehr als zehn klinischen 

Studien zur Behandlung von Erkrankungen getestet, bei denen seneszente Zellen eine Schlüsselrolle in 

der Pathologie spielen, einschließlich Gebrechlichkeit, chronischer Nierenerkrankungen, Lungenfibrose 

und Alzheimer. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass Das und Quer die Expression von 

Seneszenzmarkern in Fettgewebe, Haut und Serum reduzierte [213]. Inwieweit Senolytika in der Lage 

sind, seneszenzartige Zellen in der Lunge von Patienten effektiv zu eliminieren und so zu einem 

verminderten Krankheitsverlauf oder sogar zu einer Regeneration der Lunge beizutragen, müssen 

künftige Studien zeigen.  

4.2 Matrigel-freie Organoide entwickeln nach Behandlung mit IL-13 

einen sekretorischen Phänotyp  

Bei in Matrigel kultivierten Lungenorganoiden sind die Zilien nach innen ins Lumen gerichtet. Das 

schränkt den Zugang zur apikalen Zelloberfläche ein, also zu der Seite der Zellen, die in vivo der 

Umgebung ausgesetzt ist. Besonders betroffen sind Partikel (z. B. Feinstaub, Bakterien, Nano-Carrier) 

und allgemein Wirkstoffe, die über die Atemwege verabreicht werden sollen. Diese Unzugänglichkeit 

behindert die Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Wirtspathogen und Reaktionen auf 

Umweltstimuli, die hauptsächlich an der apikalen Oberfläche auftreten. Um diese Einschränkung zu 

umgehen, wurden in der vorliegenden Arbeit Apikal-Out-Organoide weiterentwickelt. Apikal-Out-
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Organoide bestehen ausschließlich aus Basal- und Zilienzellen, wobei die Zilien nach außen gerichtet 

sind. Der einfache Zugang zur apikalen Oberfläche des Epithels bieten daher ein leistungsstarkes in 

vitro-Modell, das für die Untersuchung von Umweltstimuli und Arzneimittel geeignet ist [237].  

Zytokine wie IL-13 tragen bei chronischen Lungenerkrankungen wie Asthma wesentlich zur 

Becherzellhyperplasie und zur vermehrten Schleimproduktion bei [151]. Die Zugabe von IL-13 

während der Differenzierungsphase konnte diese Effekte teilweise nachbilden und führte zu einer 

deutlichen Verschiebung der Zellpopulationen, weg von Zilienzellen hin zu sekretorischen Zellen. In 

der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie zeigte sich nach IL-13-Stimulation eine verstärkte MUC5B-

Färbung. Entsprechend belegte auch die IHC-Färbung eine Zunahme becherzellartiger Zellen. Die 

semiquantitative RT-PCR-Analyse bestätigte diese Befunde: Die relative Expression von MUC5AC war 

signifikant erhöht, während die Expression des Zilienmarkers FOXJ1 deutlich abnahm. Funktionell 

äußerte sich die IL-13-Behandlung in den Apikal-Out-Organoiden durch eine stark reduzierte 

Bewegung bzw. Rotation der Organoide und eine geringere Anzahl an Zilien. Darüber hinaus führte die 

Stimulation zu einer signifikanten Zunahme der Organoidanzahl, ging jedoch mit einem verringerten 

Durchmesser einher. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit einer parallel zu dieser Arbeit erschienenen 

Studie von Wijesekara et al. [269], in der Apikal-Out-Organoide ebenfalls während des gesamten 

Differenzierungsprozess mit IL-13 stimuliert wurden. Auch hier führt die Stimulation mit IL-13 zu einer 

massiven Induktion von Becherzellen und einer verminderten Beweglichkeit [269].  

Weitere Paper [69,124,255] zeigten, dass die IL-13-Stimulation den zellulären Umbau des mukoziliären 

Epithels vorantreibt. Die IL-13-Behandlung von Bronchosphären reduzierte den Anteil der 

Flimmerzellen in den Kulturen signifikant. Es wurde gezeigt, dass sich entwickelnde Bronchosphären 

auf IL-13 mit einer Zunahme der Expression von Markern von Becherzellen und einer Abnahme der 

Anzahl der Flimmerzellen reagieren [70]. In Zellkulturexperimenten mit humanen Air-Liquid Interface 

Kulturen erhöhte IL-13 nicht nur die Sekretion von Schleim oder MUC5AC-Protein in 

schleimsekretorischen Zellen, sondern verändert transkriptionell und funktionell die Natur aller 

Zelltypen im Epithel [127]. Eine akute IL-13-Stimulation reicht aus, um die zelluläre Zusammensetzung 

des reifen Atemwegsepithels zu verändern. Weder die Proliferation noch die Apoptose nahmen mit IL-

13-Stimulation zu. Der IL-13-modifizierte Schleim verlangsamt die Frequenz des Zilienschlags und 

stoppt den mukoziliären Transport. Es zeigte sich ein nahezu vollständiger Verlust der mukoziliären 

Bewegung in Kulturen, die chronisch mit IL-13 stimuliert wurden. Dieser Verlust könnte auf eine 

Dysfunktion oder Verminderung der Zilien und/oder auf die Veränderung der Schleimeigenschaften 

zurückzuführen sein [269]. IL-13 und das eng verwandte Zytokin IL-4 beeinflussen das 

Atemwegsepithel direkt über gemeinsame Rezeptoren [96,151,258]. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass es möglich ist, mit spezifischen Zytokinen die Differenzierung weiterer 

Zelltypen, wie Becherzellen, zu induzieren und dass das Apikal-Out-Modell auf entzündliche, 
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krankheitsrelevante Reize reagiert. Das Apikal-Out-Modell ist also zur Testung von Wirkstoffen 

geeignet. So ist zum Beispiel die Zilienfunktionsstörung bei chronischen Lungenerkrankungen ein 

pathologischer Befund [269]. Die Beweglichkeit der Organoide ist ein, gerade auch in Hochdurchsatz-

Formaten, einfach zu erhebender Parameter, der aufzeigt, inwiefern Wirkstoffe Ziliogenese stützen und 

den durch Zytokine wie IL-13 hervorgerufenen Umbau des Atemwegsepithels entgegenwirken.   

Um das Modell näher zu charakterisieren, wurden die Organoide an Tag 14 mittels Proteom- und 

Einzelzellanalysen untersucht. Durch die Einzelzellanalyse und die Annotierung anhand spezifischer 

Zellmarker ließ sich eine klare Unterscheidung zwischen Kontroll- und IL-13-behandelten Organoiden 

feststellen. Während die Kontroll-Organoide überwiegend aus wenigen Basal- und Zilienzellen 

zusammengesetzt waren, führte IL-13 zu einer verminderten Expression von Zilien-Markern und einer 

verstärkten Expression sekretorischer Zellmarker. Die IL-13 behandelten Organoide zeigten eine 

Hochregulierung von Becherzell-assoziierten Gene, während in unbehandelten Organoiden Gene 

assoziiert mit Zilienzellen hochreguliert waren. IL-13 hemmte somit die Expression von Markern für 

Zilien und erhöhte die Expression von Markern für sekretorische Zellen. Die Proteom- und 

Einzelzellanalyse zeigten, dass IL-13 behandelte Apikal-Out-Organoide eine erhöhte Expression von 

Sekretionsmarkern wie FCGBP, ALOX15 und SERPINB2 sowie eine entsprechende Abnahme der 

Flimmerzellmarker aufwiesen. Die AUCell-Analyse zeigte, dass die Anreicherung von Genen assoziiert 

mit Zilienbewegung und Zilienorganisation in den Organoiden mit IL-13 herunterreguliert waren im 

Vergleich zu den Kontroll-Organoiden ohne Behandlung. Die Anreicherung von Gene, welche im 

Zusammenhang mit Mukussekretion und Sekretorische Zelldifferenzierung stehen, waren in den 

Organoiden nach Behandlung mit IL-13 erhöht. Auch eine Signalweg-Analyse zeigte, dass Signalwege 

für Zilien nach Behandlung mit IL-13 am stärksten herunterreguliert waren. Es ergab sich eine hohe 

Korrelation zwischen der Proteom- und der Einzelzellanalyse bezüglich der Herunterregulierung von 

Zilien-assoziierten Signalwegen und differenziell exprimierten Genen. Die IHC-Färbung bestätigte, 

dass FCGBP und ALOX15 nach Stimulation mit IL-13 hochreguliert vorliegen. Diese Ergebnisse sind 

im Einklang mit der Studie von Jackson et al., die zeigte, dass die Stimulation von Air-Liquid Interface 

Kulturen mit IL-13 zu einer verstärkten Expression von Genen führt, wie es auch im Epithel von Kindern 

mit dem Asthma endotype T2H (type 2 cytokine-high) der Fall ist [127]. 

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass IL-13 die zelluläre Zusammensetzung von Apikal-Out-

Organoiden in Richtung eines sekretorischen Phänotyps verschiebt, was die Umgestaltung der 

Atemwege bei Krankheiten wie Asthma nachahmt und mit früheren Beobachtungen seiner Rolle bei 

Zilienverlust, Becherzellhyperplasie und Schleimproduktion übereinstimmt. Die Fähigkeit von Apikal-

Out-Organoiden, durch IL-13 induzierte zelluläre Veränderungen robust nachzubilden, unterstreicht ihr 

Potenzial als physiologisch relevantes Modell für die Untersuchung der Epithel-Umgestaltung bei 

entzündlichen Atemwegserkrankungen. 
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Die Apikal-Out-Konformation der Organoide ermöglicht die direkte Einführung von respiratorischen 

Krankheitserregern und Schadstoffe auf die apikale Atemwegsoberfläche in einer nicht-invasiven 

Weise. In der nativen menschlichen Lunge ist die apikale Atemwegsoberfläche direkt der äußeren 

Umgebung ausgesetzt und ist daher die Hauptschnittstelle, die mit respiratorischen Pathogenen wie 

Bakterien und Viren interagiert [269]. Zur Charakterisierung der Matrigel-freien Organoide wurden 

diese in Anwesenheit von Hitze-inaktivierten NTHi differenziert und nach 2, 4 und 8 Tagen mittels 

Einzelzellanalysen untersucht. An Tag 2 lagen hauptsächlich Basalzellen vor, während an Tag 4 neben 

Basalzellen zahlreiche deuterosomale Zellen und wenige Zilienzellen nachgewiesen werden konnten. 

An Tag 8 waren neben Basal- und deuterosomalen Zellen ein ausgeprägtes Cluster mit Zilienzellen 

vorhanden. In dem Modell kann also nachvollzogen werden, wie Basalzellen über deuterosomale Zellen 

zu Zilienzellen differenzieren. Der sekretorische Zellmarker SCGB1A1 wird von Apikal-Out-

Organoiden nicht exprimiert. In diesem Modell ist die Differenzierung zu Zilienzellen also nicht auf 

Keulen- oder Becherzellen angewiesen wie es für Air-Liquid-Interface-Kulturen gezeigt wurde [176]. 

Zwischen NTHi und Kontrollmedium behandelten Kulturen zeigten sich keine wesentlichen 

Unterschiede in den Zellclustern. Es zeigte sich eine verstärkte Expression von Entzündungsmediatoren 

in Basalzellen nach der Behandlung mit NTHi, die die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 

vermitteln. Dieses Ergebnis ist besonders für COPD-Patienten relevant, die häufig chronisch mit NTHi 

besiedelt sind [231]. Inwiefern sich solche entzündlichen Basalzellen in den Bronchien von COPD-

Patienten wiederfinden, müssen weitere Studien zeigen. 

4.3 3D-Lungenorganoid-Modelle als Ersatz von Tierversuchen  

Trotz wichtiger Fortschritte in der Therapie akuter und chronischer Lungenerkrankungen besteht nach 

wie vor ein großer ungedeckter Bedarf an der Entwicklung sicherer und wirksamer Medikamente und 

krankheitsmodifizierter Behandlungen. So gibt es zum Beispiel keine medikamentösen Behandlungen, 

die das Fortschreiten der COPD und die hiermit verbundenen Alterungsprozesse verringern [13]. 

Tiermodelle, meist Mäuse und Ratten, spielen nach wie vor eine wichtige Rolle bei der 

Charakterisierung der Pathophysiologie von Krankheit und dem hiermit verbundenen Verlust an 

Regenerationsfähigkeit sowie der Identifizierung von Wirkstoffzielen, der Bewertung neuer 

Therapeutika auf Toxizität, Sicherheit, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und Wirksamkeit für die 

Wirkstoffentwicklung. Dennoch sind Tiermodelle aus ethischen Gründen und wegen ihrer Mängel bei 

der Vorhersage von Krankheitsmechanismen, Toxizität, Sicherheit und Wirksamkeit neuer 

Medikamente beim Menschen in der Kritik [233].  

Humane Organoid-Modelle haben gegenüber Tiermodellen eine Reihe erheblicher Vorteile: Zunächst 

vermeiden sie ethische Probleme der Tierversuche. Eine Translation der Ergebnisse in die Situation im 

Menschen ist unmittelbar möglich, da menschliche Primärzellen verwendet werden können und die 

Problematik der evolutionären Divergenz von Lungenzelltypen und Expressionsmustern zwischen 
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Nagern und Mensch umgangen wird [247]. Zudem können Organoide in großen Zahlen in kleinen 

Formaten bis hin zu 384-Well-Platten kultiviert werden, was zahlreiche Testungen in einem Durchlauf 

ermöglicht. Sie liefern schnelle und robuste Ergebnisse und sind leicht zugänglich. Darüber hinaus 

ermöglichen sie patientenspezifische Untersuchungen im Sinne der personalisierten Medizin und sind 

gut geeignet, komplexe Krankheitsverläufe sowie die Wirkung neuer Medikamente in einem 

humanrelevanten Kontext nachzubilden [135]. 

Die Charakterisierung der Modelle mit ausgewählten Substanzen wie Dox und Quer sowie die Testung 

neuer Wirkstoffe zeigten, dass sie sich zur Untersuchung zahlreicher Parameter, wie Toxizität, 

Viabilität, Entzündung und metabolische Aktivität, eignen. Dabei können gängige und leicht 

durchführbare molekulare und biochemische Testverfahren ebenso eingesetzt werden wie 

Fluoreszenzmikroskopie und Histologie, sodass sich eine Vielzahl von Analysen parallel in einem 

Durchlauf realisieren lassen. Zudem zeigten die Einzelzellanalysen, dass sich die Systeme auch für die 

Aufklärung Wirkstoff-induzierter zellulärer Prozesse bzw. Zelltyp-spezifischer Effekte eignen. So 

führte die Behandlung mit Dox zu einer verstärkten Expression von Entgiftungsgenen nur in 

Becherzellen und die Stimulation mit IL-13 zu einer verminderten Ziliogenese und Differenzierung zu 

sekretorischen Zellen. Eine ähnlich genaue Darstellung der Zelltyp-spezifischen Wirkungsweise von 

Wirkstoffen ist mit einfachen 2D-Kulturen und Zelllinien nicht möglich. Solche eingehenden Analysen 

mit menschlichen Organoiden sind hinsichtlich zellulärer Mechanismen und der Wirkung auf den 

Menschen aufschlussreicher als Tierstudien, insbesondere wenn die Unterschiede zwischen den Arten 

berücksichtigt werden [63].  

Die am häufigsten verwendete Basalmembran bzw. Matrix zur Kultivierung von Organoiden, Matrigel, 

wird aus dem EHS-Sarkom tumorbelasteter Mäuse gewonnen. Das notwendige Wachstum von Tumoren 

bei Mäusen geht mit erheblichen ethischen Bedenken einher [63]. Matrigel enthält eine große, 

heterogene Menge an EZM-Komponenten wie Laminin, Kollagen IV und Wachstumsfaktoren [79]. 

Matrigel ist eine komplexe, weitgehend undefinierte Mischung aus Tausenden von Proteinen, die 

aufgrund von Variationen von Charge zu Charge sowie Variationen der mechanischen Eigenschaften 

Variabilität in Organoid-Kulturen einführen kann. Der Hauptvorteil dieser natürlichen Matrices ist das 

Vorhandensein einer komplexen Mischung aus EZM-Komponenten und Wachstumsfaktoren, die das 

Zellwachstum und die Differenzierung sehr effizient macht. Diese Komplexität und die Variabilität in 

der Zusammensetzung erschweren jedoch die Kontrolle der Kulturumgebung und können die 

Reproduzierbarkeit verringern [217]. Die Untersuchung von Wirkstoffen im Hinblick auf Toxizität und 

Entzündungsreaktionen bei NTHi-induzierter Entzündung sowie ergänzende Einzelzellanalysen 

verdeutlichen, dass Matrigel-freie Lungenorganoid-Modelle hervorragend für die Wirkstoffentwicklung 

und die Erforschung zellulärer Mechanismen geeignet sind. Durch Stimulation mit IL-13 ließ sich 

zudem ein Phänotyp induzieren, der die Testung von Wirkstoffen ermöglicht, die krankheitsrelevante 
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Signalwege, beispielsweise im Kontext von Asthma, adressieren. Damit lassen sich in diesem tierfreien 

Modell gezielt zentrale Aspekte chronischer Lungenerkrankungen nachbilden. 

Organoid-Modelle haben aber auch Nachteile. Da es sich bei Organoiden um geschlossene Strukturen 

handelt, denen Gewebe-Gewebe-Schnittstellen, Gefäßfluss, zirkulierende Immunzellen und 

physiologisch relevante mechanische Signale fehlen, können sie die Reaktionen auf Organebene nicht 

vollständig rekapitulieren und daher im Moment noch unzureichend zur Untersuchung von 

Arzneimittelwirkungen unter pharmakologisch relevanten Bedingungen verwendet werden [122]. Vor 

allem Prozesse, an denen das adaptive Immunsystem beteiligt ist, sind in Organoid-Modellen schwer 

abbildbar. Ein wesentlicher Grund für die begrenzte Lebensdauer von Organoiden liegt darin, dass die 

Diffusion ab einer bestimmten Größe nicht mehr ausreicht, um alle Zellen ausreichend mit Nährstoffen 

zu versorgen und so ihr weiteres Wachstum und ihre Entwicklung zu unterstützen. Zudem zeigen die 

Zellen im Vergleich zur Situation im Organismus eine wesentlich höhere Proliferation. Eine weitere 

Entwicklung der Organoid-Modelle ist notwendig, um zum Beispiel über die Vaskularisierung der 

Organoide sich der Situation im Organismus weiter anzunähern, sodass zum Beispiel Nährstoffe über 

Kapillare verteilt werden. Eine weitere Strategie, um die Vaskularisierung des wachsenden Gewebe zu 

fördern, wäre die Integration von Endothelzellen oder deren Vorläuferzellen während der 

Organoidbildung [217]. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die 3D-Lungenorganoid-Plattform eine verbesserte Bewertung 

und Vorauswahl einer breiten Palette von Verbindungen (z. B. Naturstoffe, pharmazeutisch zugelassene 

Phytoextrakte oder Antiphlogistika) hinsichtlich Seneszenz, Entzündung und Toxizität in präklinischen 

Studien ermöglicht. Durch die Verwendung differenzierter menschlicher Zellen und moderner 

Methoden zur Analyse zellulärer Signalwege werden solche Plattformen zunehmend Tierversuche 

ersetzen. Auf diese Weise leistet das Testsystem einen wesentlichen Beitrag zu einer angemessenen 

Auswahl von Substanzen, die für eine weitere präklinische Bewertung von Interesse sind und, falls 

überhaupt erforderlich, in Tierversuchen weiter evaluiert werden. 
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4.4 Schlussbemerkung 

In dieser Arbeit wurden innovative 3D-Lungenorganoid-Modelle als präklinische Plattformen für die 

Testung pharmakologischer Wirkstoffe im Kontext chronischer Atemwegserkrankungen entwickelt und 

charakterisiert. Die Modelle erlauben eine Vielzahl relevanter Endpunkte, von Zellviabilität und 

Stressreaktionen bis hin zu Signalweg-Analysen durch Einzelzellsequenzierung, innerhalb eines 

einzigen Versuchszyklus standardisiert zu erfassen. Gerade gegenüber Tiermodellen bietet die 

Organoid-Technologie entscheidende Vorteile. Sie basiert auf humanen Primärzellen, kann bei Bedarf 

patientenspezifische Unterschiede berücksichtigen und ermöglicht potenziell eine personalisierte 

Identifikation vielversprechender Wirkstoffe. All dies steigert die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf 

die klinische Situation und trägt maßgeblich zur Reduktion von Tierversuchen bei. Langfristig eröffnen 

die hier entwickelten Analyseplattformen das Potenzial, nicht nur zur Wirkstoffentwicklung bei COPD 

und Asthma beizutragen und Krankheitsmechanismen besser zu verstehen, sondern auch auf weitere 

Lungenerkrankungen wie Lungenfibrose ausgeweitet zu werden. Somit stellt diese Arbeit einen 

wichtigen Schritt in Richtung einer patientennahen, präzisen und ethisch verantwortungsvollen 

Wirkstofftestung dar. 
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Anhang  
Tabelle S1: Getestete HIPS-Substanzen 

 

 

 

 

 

NTHi  -  +  -  +  -  +  -  +  -  + 

Soraphen → → ↑ →  ↓ ↓ → → n.d. nicht durchgeführt

Sorangicin → → ↑ ↑  ↓ ↓ ↓ → →   ↓ herunter reguliert

Apicularen → → → ↑  ↓  ↓ ↑ ↑ → → ↑ hoch reguliert

Angiolam → (↑) → →  ↓ ↓  ↓ ↓ ↑↑ ↑↑ → → → gleichbleibend

314 → n.d. → n.d. → n.d. → n.d. → n.d.

2559 → n.d.  ↓ n.d. → n.d. ↓↓ n.d. → n.d.

2750 → n.d. → n.d. n.d. → n.d. → n.d.

432 (↑) n.d. → n.d. → n.d. ↑ n.d. → n.d.

7 → n.d. → n.d. (↑) n.d. → n.d. → n.d.

2222 → n.d.  ↓ n.d. → n.d. → n.d. → n.d.

119 → n.d.  ↓ n.d. → n.d. ↑↑ n.d. → n.d.

2273 → →  ↓ →  ↓ → → → → →

13 → → ↑  ↓ ↓ ↓ → → → → → →

86 → → →  ↓ ↓ ↓ → → → → → →

40 → → → ↑ → → → → → →

41 → → ( ↓ ↓ ↓) ↑↑ ( ↓ ↓ ↓) → → ↑ → →

42 → → → ↑↑↑ ↑  ↓ → → → →

43 → → → ↑↑↑ ↑ ↑ ↑ → → →

349 → → →  ↓  ↓  ↓ ↓  ↓ → → →

23 → → →  ↓  ↓  ↓ → →  ↓ ↓ ↓  ↓ ↓ ↓

2561 → → → → →  ↓  ↓ ↓  ↓ → →

411 → → → → ↓ → → → → →

2386 → → → ↑ ↑↑ → → → → →

103 → → → ↑↑ ↑↑ → ↑ → → →

131 → → → → → →  ↓↓ ↓ → →

29 → → → → → →  ↓↓ ↓ → →

14 → → → → ↑ → ↑↑ ↓ → →

NTHi  -  +  -  +  -  +  -  +  -  + 

DH463 → →  ↓ → → → → ↑↑ → →

MCZ191 → →  ↓ →  ↓  ↓  ↓↓ ↑ → →

MCZ038 → → →  ↓  ↓  ↓  ↓ ↑ → →

DH181a → → → →  ↓↓ ↑ → → → →

ZAA184 → → → ↓  ↓↓  ↓↓ →  ↓↓ → →

RS424 → → → → ↓ ↓ ↑ ↑ → →

ZZ172 → → ↓ → → → ↑ ↑ → →

ZZ220 → → ↓ → → ↓ → ↑↑ → →

ZZ237 → → → ↑ ↓ ↓ → ↑ → →

LDH IL-8 TIMP-1 GDF-15 Integrität

LDH IL-8 TIMP-2 GDF-15 Integrität
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Abb. S1 Monokel-Analyse der Einzelzelldaten. Transitional basale und sekretorische Zellen bewegen sich in 

der Monokel-Trajektorie in Richtung seneszenter Zellen.  
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Abb. S2 Exprimierte Basalzellmarker in behandelten und unbehandelten Organoiden. Organoide wurden 48 

Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit Kontrollmedium vorinkubierten Organoide 

wurden mit Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 

Stunden mit Dox oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. (A) Dotplot, der die Expression von 

Epithelzelltyp-Markern zeigt. (B) UMAP-Visualisierung von Basalzellmarkern. 
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Abb. S3 Exprimierte sekretorische Zellmarker in behandelten und unbehandelten Organoiden. Organoide 

wurden 48 Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit Kontrollmedium vorinkubierten 

Organoide wurden mit Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox vorinkubierten Organoide wurden 

weitere 48 Stunden mit Dox oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. UMAP-Visualisierung von 

Zellmarkern für sekretorische Zellen. 
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Abb. S4 Exprimierte Becherzell-, Zilienzell- und Seneszenz-Markern in behandelten und unbehandelten 

Organoiden. Organoide wurden 48 Stunden lang mit Dox oder Kontrollmedium vorbehandelt. Die mit 

Kontrollmedium vorinkubierten Organoide wurden mit Kontrollmedium oder Quer behandelt, die mit Dox 

vorinkubierten Organoide wurden weitere 48 Stunden mit Dox oder der Kombination aus Quer und Dox behandelt. 

UMAP-Visualisierung von Zellmarkern für Becher-, Zilien und seneszente Zellen. 
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Abb. S5 Die Einzelzelldaten (E1) wurden mit einem unabhängigen Datensatz kombiniert, der unbehandelte 

Organoide von 5 Spendern (E2) enthielt. (A) UMAP-Visualisierung der wichtigsten Epithelzelltypen 

kombinierter Datensätze. (B) Dotplot, der die Expression von Epithelzelltyp-Markern zeigt. (C) UMAP-

Visualisierung von Seneszenzmarkern. (D) Balkendiagramm der Hallmark-Genset-Anreicherungsanalyse 

(KEGG_2019_Human, zweiseitige Wilcoxon-Rangsumme) für Pfade, die in seneszenten Zellen angereichert sind. 
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Abb. S6 Expression verschiedener Marker in 5 verschiedenen Spendern. Die Einzelzelldaten wurden mit 

einem unabhängigen Datensatz kombiniert, der unbehandelte Organoide von 5 Spendern enthielt. UMAP-

Visualisierung von Zellmarkern für die 5 Spender. 
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