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1. Einleitung

1.1. Das respiratorische Epithel

Das respiratorische Epithel, auch Flimmerepithel genannt, kleidet die Atem-
wege aus, beginnend in der Nasenhohle, uber Trachea und Bronchien bis in
die Bronchiolen. Neben der Barrierefunktion, die jedes Epithel innehat, erflllt
das respiratorische Epithel auch eine Transportfunktion. Die Zellen sind apikal
mit einem Rasen aus Kinozilien besetzt, die durch ein Mikrotubulussystem (A-
xonem) beweglich sind. Sie schlagen koordiniert in Richtung der Mund-Nasen-
Offnung. Bedeckt ist das Epithel von einem zweiphasigen Schleim. In der un-
teren, wassrigen Schicht kdnnen sich die Kinozilien schnell bewegen. In der
oberen, zaheren Schicht setzen sich Partikel aus der Atemluft fest und werden
gemal der Schlagrichtung der Kinozilien abtransportiert. Diesen Vorgang
nennt man mukoziliare Reinigung. Ebenfalls mit Kinozilien besetztes Epithel
kommt in der Tuba uterina, im Ependym und dem Plexus choroideus der Hirn-
ventrikel vor (Drenckhahn 2008).

1.1.1. Aufbau

Das respiratorische Epithel ist ein einschichtiges, mehrreihiges Epithel, d.h.
alle Zellen des Epithels haben Kontakt zur Basalmembran, die der Veranke-
rung des Epithels am subepithelialen Gewebe dient, jedoch reichen einige Zel-
len nicht bis an die Oberflache des Epithels (Lullmann-Rauch 2009).
Verschiedene Zelltypen haben fir die Epithelfunktion wichtige Rollen:
Kinozilientragende Zellen (Flimmerzellen) sind apikal mit ca. jeweils 200 Kino-
zilien besetzt, die mit einer Frequenz von ca. 10-30 Hz schlagen (Abb. 1 A, B).
Darunter sind die zu den Kinozilien gehorigen Basalkorper und zahlreiche Mi-
tochondrien lokalisiert. Flimmerzellen sind ausdifferenziert und nicht mehr zur
Zellteilung fahig. Becherzellen sind fur die Produktion der Muzine, also der
Schleimschicht, verantwortlich. Sie machen ca. 10% der Zellen im respiratori-
schen Epithel aus, sind aber zur Teilung fahig und beispielsweise bei Rauchern
in ihrer Zahl stark erhoht. Als Basalzellen werden die Zellen bezeichnet, die



nicht bis an die Oberflache des Epithels reichen. Sie haben eine hohe Prolife-
rationsrate und gelten als Vorlauferzellen der anderen Zelltypen. Des Weiteren
kommen endokrin aktive Zellen und Burstenzellen, also Zellen mit apikalen
Mikrovilli; vor. Die Zellen sind untereinander durch die Zonulae occludentes
verbunden. Dadurch wird die Epithelbarriere flr hydrophile Molekile nahezu
undurchlassig (Drenckhahn 2008).

Abbildung 1: Flimmerepithel, rasterelektronenmikroskopische Aufnahme. (A) Mit Kinozi-
lien und kurzen Mikrovilli besetzte Zellen sind gut zu erkennen. (B) Nahaufnahme des dich-
ten Kinozilienrasens. (Bilder freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Sebastian Haus-

ner, Universitétsklinikum Wiirzburg).

1.2. Keuchhusten

1.2.1. Epidemiologie

Pertussis ist auf der ganzen Welt verbreitet. Die Ubertragung findet hauptséch-
lich im Stadium catarrhale durch Trépfcheninfektion von Mensch zu Mensch
statt. Auch Patienten mit subklinischen Verlaufen und Geimpfte kdnnen kon-

tagios sein (Hof, Dorries 2009).



Seit dem 29.03.2013 besteht in ganz Deutschland eine namentliche Melde-
pflicht fir Arzte bei Krankheitsverdacht, Erkrankung und Tod durch Keuchhus-
ten, sowie fur Labore bei direktem oder indirektem Erregernachweis.

In Deutschland wurden im Jahre 2014 12.399 und im Jahre 2015 9.000 Er-
krankungen registriert, die die Falldefinition des Robert-Koch-Instituts (RKI)
erflllten. Das entspricht 2015 einer Inzidenz von 11,1/100.000 Einwohner. Die
Hauptkrankheitslast lag dabei bei Kindern unter einem Jahr (Robert-Koch-
Institut 2016).

Altere epidemiologische Daten fir Deutschland basieren auf den bis dahin be-
stehenden landesinternen Meldepflichten der 6stlichen Bundeslander. Diese
zeigen zyklische Anstiege der Inzidenz alle 4-6 Jahre, die zu den Empfehlun-
gen der Standigen Impfkommission (STIKO) fur die Auffrischimpfungen im
Vorschul- und Jugendalter fihrten (Robert-Koch-Institut 2014).

Systematisch Uber mehrere Jahrzehnte erhobene Daten Uber die Inzidenz
existieren fur die USA. Dort ist Pertussis seit 1922 eine meldepflichtige Erkran-
kung. In den folgenden 20 Jahren lag die Fallzahl nie unter 100.000, mit einem
Peak von uber 265.000 Fallen. Den Grofteil der Erkrankten machten stets
Kinder unter einem Jahr aus. Im Jahr 1940 wurde die Impfung mittels des
Ganzkeimimpfstoffs eingeflhrt. Daraufhin sanken die Erkrankungsfalle 1948
erstmals unter 100.000 Falle und 1976 auf den Tiefststand von 1010 Fallen. In
den Jahren zwischen 1992 und 1997 wurden die Impfungen auf den azellula-
ren Pertussis Impfstoff umgestellt. Daraufhin stieg vor allem die Zahl der er-
krankten Jugendlichen, bis hin zu einer Keuchhustenepidemie in den Jahren
2004/05 (bis zu 36% Jugendliche). Wie auch in Europa wurde daraufhin die
Auffrischimpfung flr Jugendliche empfohlen und die Inzidenz bei Jugendlichen
sank wieder.

Bei der nachsten Keuchhustenepidemie in den Jahren 2010 bis 2012 lag die
Hauptlast wieder auf Kindern unter einem Jahr, aber der Anteil der Kinder zwi-
schen 7 und 10 Jahren war ungewohnlich hoch. Im Jahre 2012 erreichte die
Zahl der Keuchhustenerkrankungen mit 48.277 den Hochsttand seit 1959. Be-

merkenswert ist, dass der Hauptanteil der erkrankten Personen geimpft war.



Das lasst den Schluss zu, dass die azellulare Pertussis Impfung an Wirkung
verliert (Clark 2014).

Daten wie diese zeigen, dass die Keuchhustenerkrankung keinesfalls ein his-
torisches Problem oder ein Problem der Entwicklungslander darstellt, sondern
nach wie vor auch die Industrielander mit hohen medizinischen Standards be-
trifft.

1.2.2. Stadien und Verlauf

Die Inkubationszeit der Keuchhustenerkrankung betragt 10-14 Tage, danach
verlauft die Erkrankung in 3 Stadien:

Im Stadium catarrhale beginnen die Symptome als die einer Erkaltungskrank-
heit mit maligem Fieber. Die Dauer betragt ein bis zwei Wochen.

Es folgt das Stadium convulsivum. Hier treten die typischen krampfartigen
Hustenanfalle auf, beginnend mit einer tiefen Inspiration gefolgt von einem
Hustenstakkato mit Rausstrecken der Zunge und Hervorwurgen von zahem
Schleim. Unterbrochen wird der Husten von scharfen, deutlich hérbaren Inspi-
rationen, bis es zum Stimmritzenkrampf mit Apnoe (evtl. mit Zyanose) kommt.
Der Hustenanfall endet in keuchender Atmung und es schlief3t sich i.d.R. ein
zweiter, meist milderer Anfall an (Reprise genannt). In dieser Phase besteht
kein Fieber. Sie dauert zwei bis sechs Wochen an. Der letzte Abschnitt der
Erkrankung wird Stadium decrementi genannt. Es bestehen Symptome einer
Bronchitis, wahrend die Erkrankung abklingt. Die Dauer betragt bis zu sechs
Wochen.

Im Rahmen der Keuchhustenerkrankung kann es zu einer Vielzahl an Kompli-
kationen und Krankheitsfolgen kommen: Es werden Pneumonien durch
Pneumokokken oder Hadmophilus influenza und eine Otitis Media als Superin-
fektionen beobachtet, begtlinstigt vor allem durch das filamentése Hémagglu-
tinin (FHA), das auch anderen Bakterien bei der Adhasion hilft. Durch die Hus-
tenanfalle kann es zu Aspirationspneumonien, Rupturen von Konjunktivalge-
falen und Alveolen bis hin zum Pneumothorax kommen. In 0,4% der Falle
zeigen sich das ZNS betreffende Spatfolgen, deren Pathomechanismen bisher

nicht ausreichend geklart sind. Die Letalitat liegt insgesamt bei 0,6%, bei Neu-



und Frihgeborenen 1-2%, wobei Sauglinge im ersten halben Lebensjahr 70%
der Erkrankten ausmachen. Nach durchgemachter Infektion besteht zwar eine
gewisse, jedoch nicht lebenslange Immunitat, sodass beispielsweise eine

Zweiterkrankung im Erwachsenenalter moglich ist (Hof, Dorries 2009).

1.2.3. Bordetella Pertussis

Bordetella pertussis (B. pertussis) ist ein gramnegatives, strikt aerobes, be-

kapseltes, unbewegliches Stabchenbakterium und obligat humanpathogen.
Es ist der Erreger des Keuchhustens (Abb. 2).

parg
S

Abbildung 2: B. pertussis (gelb) auf respiratorischem Epithel (Bild freundlicherweise zur

Verfigung gestellt von J.B. Baseman und W. Goldman).

Uber Tropfcheninfektion gelangt es in den Respirationstrakt, heftet sich mit
Adhasionsfaktoren an das respiratorische Epithel an und hemmt dort die Zili-
enbewegung (Hof, Dorries 2009). Es besitzt eine Vielzahl an Pathogenitats-

und Virulenzfaktoren. (Tab. 1)



Tabelle 1:
Dorries 2009)).

Pathogenitéats- und Virulenzfaktoren von B. pertussis (frei nach (Hof,

Name

Funktion lokal

Funktion systemisch

Pertussis Toxin (PT)

Adhésion (mit FHA)

Zellschadigung (Lymphozytose,
Insulinfreisetzung) durch ADP-RIi-
bolysierung von G-Proteinen
durch penetrierendes Teiltoxin

Adenylatzyklasetoxin
(ACT)

Intoxikation der Zellen der Immun-
abwehr (z.B. Granulozyten) durch
cAMP-Erhéhung

Tracheales Zytotoxin
(TCT)

Ziliostase

filamentoses Hamag-
glutinin (FHA)

Adhésion (mit PT)

Pertactin

Adhéasionsfaktor

Fimbrien

Adhasionsfaktoren, verschiedene
Serotypen

hitzelabiles Toxin

Spasmen der glatten Muskulatur
(vermutlich)

Lipooligosaccharid

Pyrogen, Zytokinfreisetzung

Pyrogen, Zytokinfreisetzung

1.2.4. Diagnostik

Die Diagnose der Keuchhustenerkrankung wird in erster Linie anhand der kili-
nischen Symptomatik gestellt. Im Blutbild findet sich eine Leukozytose.

Der Erregergewinn gestaltet sich oft schwierig und gelingt am ehesten aus
nasopharyngealen Sekret. Dort kann er mittels Immunfluoreszenz (PT, FHA
oder Pertactin dienen als Antigene) nachgewiesen werden. In der Praxis sind
hierbei jedoch sowohl falsch positive als auch falsch negative Ergebnisse
moglich. Weitere Mdéglichkeiten sind der kulturelle Nachweis auf einer selek-
tiven Platte oder die PCR, mit welcher auch noch tote Bakterien nachgewiesen
werden kdnnen. Ein kultureller Nachweis kann nur im Stadium catarrhale der

Infektion gelingen (Hof, Dérries 2009).

1.2.5. Therapie und Prophylaxe
Eine antibiotische Therapie dieser bakteriellen Infektion ist ebenfalls nur im

Stadium catarrhale indiziert, Erythromycin ist das Mittel der Wahl. Im Stadium



convulsivum sind die Toxine fihrend fur die Symptomatik verantwortlich, ggf.
kann hier Cortison hilfreich sein. Zusatzlich sollte eine Hustenstillung und in
besonders schweren Fallen eine Sedierung stattfinden. Als Postexpositions-
prophylaxe nicht immuner Kontaktpersonen wird ebenfalls fur 10 Tage Eryth-
romycin verabreicht. Die wirkungsvollste Prophylaxe einer Keuchhusteninfek-
tion ist jedoch die Impfung. In Deutschland wird derzeit vom RKI eine
Grundimmunisierung im Sinne von 4 Impfdosen eines azellularen Pertus-
sisimpfstoffs im Alter von 2, 3, 4, 11-14 Monaten empfohlen. Des Weiteren
sollen im Vorschul-, Jugend- und Erwachsenenalter niedriger dosierte Auf-
frischimpfungen erfolgen, bei bestimmten Indikationen (z.B. die Tatigkeit in
medizinischen Berufen) alle 10 Jahre. (Robert-Koch-Institut 2016, Robert-
Koch-Institut 2019).

Insbesondere wird die Impfung fur Kinder empfohlen, die entweder in Gemein-
schaftseinrichtungen verkehren, was ein erhdhtes Risiko des Erregerkontakts
mit sich bringt, oder ein Grundleiden wie etwa eine Lungenfunktionseinschran-
kung haben, bei dem eine Pertussisinfektion eine besondere Gefahr darstellt.
Ebenso wichtig ist eine Immunisierung der Menschen, die mit Kindern arbei-
ten, beispielsweise dem Personal von Kindergarten oder padiatrischen Klini-
ken.

Der heutzutage ubliche, azellulare Impfstoff enthalt die Kombination einiger
Stoffe des Bakteriums, das FHA, Pertactin und Pertussis Toxin. Der Impfstoff
gilt als wenig toxisch, jedoch lasst die Immunitat nach einigen Jahren nach und

es bedarf einer Auffrischung der Impfung (Hof, Dorries 2009).

1.2.6. Probleme und Forschungsbedarf

Aktuell gibt es an mehreren Stellen Forschungsbedarf. Zum einen gilt es durch
gezieltere Therapieansatze die Morbiditat und vor allem die Mortalitat der
Keuchhustenerkrankung zu senken. Zum anderen muss der Wirkungsverlust
der bisherigen Impfungen und somit der Anstieg der Inzidenz verstanden und
gestoppt werden. Dazu ist eine genaue Untersuchung der Interaktion von Bor-
detella pertussis mit dem respiratorischen Epithel auf zellularer Ebene nétig.

Problematisch ist dabei die obligate Humanpathogenitat des Erregers. Diese



sorgt daflir, dass die Arbeit mit Tiermodellen nur eingeschrankt verwendbare
Ergebnisse liefern kann. Beispielsweile beginnt dieses Problem schon damit,
dass viele klassische Labortiere (z.B. Mause) nach der Infektion gar keinen
Husten und somit keine Verbreitung von Tier zu Tier, bzw. nicht das klassische
Hustenmuster des Keuchhustens zeigen. Die einzigen Tiere, die den typi-
schen, paroxysmalen Husten und Schleimproduktion zeigen, sind Primaten.
Doch auch dieses Modell birgt die Einschrankung, dass erwachsene Primaten
schnell immun gegen B. pertussis werden und man so auf neugeborene Pri-
maten angewiesen ist, was zu einer geringen Verfligbarkeit des Primatenmo-
dells fuhrt. Auch fehlen selbst bei neugeborenen Primaten die typischen
trachealen Veranderungen. (Howson, Howe et al. 1991, Melvin, Scheller et al.
2014, Zimmerman, Papin et al. 2018). Eine Studie mit infizierten Ferkeln zeigte
trotz einer hohen Infektionsdosis keine schweren Verlaufe mit paroxysmalem
Husten, Apnoe und Hypoxie oder tédliche Verlaufe, wie sie v.a. bei Neugebo-
renen und Sauglingen vorkommen (Elahi, Brownlie et al. 2005). Da die Tier-
modelle nicht den Ablauf der humanen Infektion widerspiegeln, ist zu vermu-
ten, dass sie auch auf zellularer Ebene nicht dem Verhalten humaner Zellen
entsprechen.

Die herkdommliche Zellkultur ist zwar mit humanen Zellen, also den in vivo ent-
sprechenden Zielzellen von Bordetella pertussis, moglich. Beispielsweise wur-
den die Virulenzfaktoren, die fur die Adhasion an verschiedenen Zelltypen des
Atemwegs wichtig sind und die genauen Zielstrukturen der verschiedenen Ad-
hasionsfaktoren (der Fimbrien und der FHA) bestimmt (van den Berg,
Beekhuizen et al. 1999). Auch die Wirkungsweise der anderen Toxine (PT,
TCT, ACT, Lipooligosaccharid) wurden auf molekularer Ebene beschrieben
(Locht, Antoine et al. 2001). Jedoch zeigt die herkdbmmliche Zellkultur auch
Schwachen, z.B. brachte die Erforschung der Rolle der verschiedenen Viru-
lenzfaktoren bei der Invasion der Zielzellen mit Hilfe von verschiedenen huma-
nen Zelllinien wiederholt widerspruchliche Ergebnisse (Bassinet, Gueirard et
al. 2000). Auch ist sie allein schon auf Grund der mangelhaften Wiedergabe
der raumlichen, strukturellen und physiologischen Komplexitat eines in vivo

existierenden Zellverbands nicht ausreichend als Forschungsgrundlage.



1.3. Tissue Engineering

1.3.1. 3D Gewebemodelle der humanen Atemwege

Im Tissue Engineering geht es darum, die dreidimensionale (3D) Struktur ei-
nes Gewebes, inklusive der verschiedenen Zellarten, die dort vorkommen, in
vitro nachzubilden. So kdnnen dann verschiedenste biologische Vorgange an
komplexen Geweben untersucht werden.

Far das Atemwegsepithel stellt ein Erreichen der Differenzierung und Polari-
sierung der Epithelzellen einen elementaren Schritt in Richtung physiologi-
schem Gewebeaufbau dar. Eine relativ einfache Methode differenzierte
Epithelzellen in vitro zu kultivieren, sind sogenannte Spharoid Kulturen: Aus
nasal mittels Burstenbiopsie entnommenen, differenzierten Epithelzellen kon-
nen sich in Kultur Spharoide bilden, die ebenfalls Kinozilien tragende, differen-
zierte Epithelzellen beinhalten. Diese spiegeln z.B. eine Grunderkrankung des
Zellspenders, wie primére zilidre Dyskinesie, wider (Marthin, Stevens et al.
2017).

Wenn das 3D-Modell aus Zellen aufgebaut werden soll, die sich zuvor in her-
kommlicher Zellkultur befunden haben, mussen die Zellen dazu gebracht
werde, sich neu zu differenzieren. Dazu dienen sogenannte Air-Liquid-Kultu-
ren, bei denen die Zellen auf der einen Seite mit Medium versorgt werden, auf
der anderen Seite aber Luftkontakt haben. Um dies zu erreichen, werden die
Zellen beispielsweise auf ein Kollagengel gesat, das auf einer flussigkeits-
durchlassigen Membran liegt. Die Membran mit dem zellhaltigen Gel lasst sich
vom Boden des ZellkulturgefalRes abheben (Huang, Wiszniewski et al. 2013).
Erganzend sat die Firma MatTek noch Fibroblasten in das Kollagengel und
schafft so eine Co-Kultur (Hayden, Klausner et al. 2004). Ein Manko dieser
Modelle ist, dass die starre, pordse Membran nicht an biologischen Prozessen
teilnehmen kann und in vivo keine Entsprechung hat.

In unserer Arbeitsgruppe wurde 2012 damit begonnen, ein Modell fur das hu-
mane respiratorische Epithel zu entwickeln, das auf eine solche klnstliche,
stabilisierende Membran verzichtet. Dieses beinhaltet neben den Epithelzellen
auch Fibroblasten als Zellen des Bindegewebes. Als Matrix, auf der die Zellen



wachsen, dient azellularisierter Schweinedarm (Steinke, Gross et al. 2014).

1.4. Raman Spektroskopie

Bei der Ramanspektroskopie handelt es sich um eine nicht-invasive Methode
zur Messung der Zusammensetzung von komplexen Stoffen, unterer anderem
auch in lebenden Zellen, und beruht auf dem Raman-Effekt, der 1928 von dem
indischen Physiker Chandrasekhara Venkata Raman entdeckt wurde (Schmitt,
Popp 2014). In der Vergangenheit wurde ihre Tauglichkeit schon in einigen
biologischen Fragestellungen gezeigt, speziell wenn es um die Untersuchung
einzelner Zellen geht, z.B. die Unterscheidung von Zellen in verschiedenen
Stadien des Zellzyklus, die Interaktion von Zellen mit Medikamenten, die Un-
terscheidung bzw. Identifikation verschiedener Zelltypen (gesund vs. maligne,
eukaryotisch vs. prokaryotisch) (Schie, Huser 2013).

Das Prinzip der Ramanspektroskopie ist wie folgt:

Ein Molekul wird mit monochromatischem Licht bestrahlt. Am Zielmolekul wird
dieses Licht in alle Richtungen des Raums gestreut. Ein Grof3teil des Lichts
wird elastisch gestreut, d.h. es hat dabei dieselbe Wellenlange wie das einfal-
lende Licht. Diesen Teil nennt man die Rayleigh-Streuung. Ein kleiner Teil des
einfallenden Lichts (ca. eins von einer Millionen Photonen) wird hingegen
inelastisch gestreut. Bei dieser so genannten Raman-Streuung findet zwi-
schen dem auftreffenden Photon und dem Molekul ein Energieaustausch statt.
Jedes Molekul besitzt eine charakteristische Molekllschwingung, in der sich
der Aufbau des Molekils widerspiegelt. Da die ausgetauschte Energie bei der
Raman-Streuung dem energetischen Abstand zwischen den Schwingungsni-
veaus des streuenden Moleklls entspricht, kann das so entstehende Raman-
spektrum als ein charakteristischer Fingerabdruck fur das entsprechende Mo-
lektl angesehen werden.

Um sich diesen Effekt zu Nutze machen zu kénnen, bedarf es mehrerer Kom-
ponenten:

Da nur ein sehr kleiner Teil des einfallenden Lichts inelastisch gestreut wird,
ist eine sehr groRe Menge an Photonen notwendig, wie sie ein Laser liefert.
Des Weiteren bendtigt man Filter, die die intensive Rayleigh-Streuung von der
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schwachen Raman-Streuung trennen und einen sensitiven Detektor.

Bei der konfokalen Ramanmikroskopie, wie sie fur diese Arbeit genutzt wurde,
wird die Ramanspektroskopie mit Lichtmikroskopie kombiniert (Abb. 1). Das
bietet den Vorteil, dass die Messpunkte exakt im Zytoplasma der zu messen-

den Zellen platziert werden kénnen (Schmitt, Popp 2014).
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Abbildung 3: Strahlengang bei der konfokalen Ramanmikroskopie, Graphik aus (Schmitt,
Popp 2014), mit Genehmigung von Wiley Analytical Science.

Die Idee intrazellulare Vorgange zu untersuchen, ohne dabei einen Einfluss
auf sie zu nehmen, macht die Raman Spektroskopie zu einer interessanten
Option in der Erforschung von Infektionsvorgangen. Sie wiirde beispielsweise
die Darstellung der Auswirkung desselben Infektionsvorganges zu verschie-

denen Zeitpunkten ermaoglichen.
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1.5. Zielsetzung

In dieser Arbeit bestand mein Ziel darin, das bereits bestehende 3D-Gewebe-
modell der Atemwegsschleimhaut weiter zu entwickeln. Dazu wurde eine Me-
thode etabliert, um die verwendeten Zellarten (Epithelzellen und Fibroblasten)
eines Modells von demselben humanen Spender zu gewinnen.

Die entwickelten Modelle dienen fur Inkubationsversuche mit den Toxinen und
Pathogenitatsfaktoren von Bordetella pertussis, sowohl eines Wildtyps To-
hama I, als auch einer davon abgeleiteten Mutante, die das Tracheale Zytoto-
xin (TCT), jedoch keine bvg-abhangigen Virulenzfaktoren produziert, mit der
Erwartung, dass behandelten Modellen gegentber der Kontrolle morphologi-
sche Veranderungen zeigen, die idealerweise den vorbeschriebenen Wirkun-
gen von Toxinen und Pathogenitatsfaktoren zugeordnet werden konnen. Mit-
tels histologischer, immunhistochemischer und elektronenmikroskopischer
Analysen wird gezeigt, dass die Modelle grundsatzlich daflir geeignet sind die
detaillierten Ablaufe einer Infektion eines komplexen Gewebes mit einem obli-
gat humanpathogenen Erreger abzubilden und somit eine Grundlage zur wei-
teren Erforschung bilden kénnen.

Als zweite Fragestellung wird untersucht, ob es mittels Ramanspektroskopie
maoglich ist, mit Bakterienuberstand inkubierte Epithelzellen von nicht behan-
delten Epithelzellen zu unterscheiden und somit die intrazellularen Verande-
rungen zu messen. Wenn einer Trennung gelingt, kann eventuell anhand der
Wellenzahlen, bei denen sich die Gruppen trennen lassen, auf die Art der int-
razellularen Vorgange ruckgeschlossen werden. Da die zu messenden Zellen
mittels Mikroskopie manuell einzeln eingestellt werden mussen, soll die Ra-
man Untersuchung an mit Uberstand inkubierten 2D-Zellkulturen und entspre-

chenden Kontrollen durchgefuhrt werden.
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2.

3. Materialien und Methoden

3.1. Biologische Materialien

3.1.1. Humanes Material

Tabelle 2: Verzeichnis des humanen Materials.
Spender-/  Zellart Isolations-  Herkunft Versuchan-
Lognr. datum satz-Nr.
Ramanspekt-
roskopie
504-05a HTEpC (Human Tracheal PELOBiotech GmbH 1 und?2
Epithelial Cells) Planegg (DE)
506-05a HLF (Human Lung Fibro- PELOBIiotech GmbH
blasts) Planegg (DE)
B44 HTC 321 humane Tracheobronchiale 29.05.2014 Klinik fur Herz- 3
Epithelzellen (hTEC) 04.06.2014 Thorax-Chirurgie,
humane Tracheobronchiale Uniklinik Wirzburg
Fibroblasten (hBF)
B46 HTC 326 hTEC 12.06.2014 Klinik fur Herz- 5
hBF 17.06.2014 Thorax-Chirurgie,
Uniklinik Wirzburg
B47 HTC 331 hTEC 17.06.2014 Klinik fur Herz- 4
hBF 15.06.2014 Thorax-Chirurgie,
Uniklinik Wirzburg
B52 HTC 362 hTEC 23.09.2014 Klinik fur Herz- 6
hBF 30.09.2014 Thorax-Chirurgie,

3.1.2. Weiteres biologisches Material

Tabelle 3:

Material

Verzeichnis des biologischen Materials.

Herkunft

Uniklinik Wirzburg

Steril filtrierte Bakterienuiberstande von

Bp Tohama |
Bp 347

Lehrstuhl fur Mikrobiologie der

Universitat Wirzburg

Prof. Dr. Roy Gross
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E. coli

3.2. Geratschaften

Tabelle 4:

Ausstattung/ Gerit

Verzeichnis der Ausstattung und Geréate.

Hersteller

Absaugeeinrichtung: VacuBoy

Integra Biosciences, Fernwald (DE)

Autoklaven:
DX-45 Tischautoklav
Technoclav

Varioklav (Dampfsterilisator)

Systec, Wettenberg (DE)
Biomedis, Giessen (DE)

HP Medizintechnik, Oberschlei3heim (DE)

Begasungsbrutschrank

Heraeus, Hanau (DE)

Blockstation: EG 1150H

Leica, Wetzlar (DE)

Dampfgarer MultiGourmet

Braun, Kronberg/ Taunus (DE)

Einbettautomat: STP 120

Thermo Fisher Scientific, Dreireich (DE)

Eismaschine AF-80

Scotsman, Mailand (IT)

Eppendorfpipetten (0,5-10 / 10-100 / 100-1000 ul)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Gefrierbehalter: Mr. Frosty

VWR, Darmstadt (DE)

Gefrierschranke:
Comfort: -20 °C
HFU586 Basic: -80 °C

Liebherr, Biberach a. d. Riss (DE)
Heraeus Med, Hanau (DE)

Handzahler

neolLab, Heidelberg (DE)

Heildluftsterilisator

Memmert, Schwabach (DE)

Heizblock CH-100

Biosan, Latvia (LV)

Kassettendrucker manuell: VCP5001

Vogel Medizintechnik, Giessen (DE)

Kihlraum: 4 °C

Genheimer, Héchberg (DE)

Kihlschrank FKS 5000

Liebherr, Biberach a. d. Riss (DE)

Kurzzeitmesser Carl Roth GmbH, Karlsruhe (DE)
Laborabzug Prutscher Laboratory Systems, Neudorfl (AT)
Mikroskope:

Axiovert 40C Zeiss, Gottingen (DE)

Axio Lab A1 Zeiss, Géttingen (DE)

BZ-9000 Keyence, Neu-Isenbrug (DE)

Objekttragerdrucker manuell: VSP5001

Vogel Medizintechnik, Giessen (DE)

Paraffinstreckbad, Typ 1052

GFL, Burgwedel (DE)

Pipettenstopfmaschine

Bellco Glass, Asbach (DE)

Pipettierhilfe Pipetboy
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Ramanspektrometer BioRam®

Cell Tool GmbH (DE)

Reinstwasseranlage

Millipore, Schwalbach (DE)

Schlittenmikrotom SM2010R

Leica, Wetzlar (DE)

Septophag

Hesse, Emmerich (DE)

Sicherheitswerkbank NU-425-600 E

Nuaire, Plymouth (US)

Stickstoffbehalter MVE 815 P190: -180 °C

German-cryo, Juchen (DE)

Spullmaschine fiir Laborgeschirr

Miele, Gutersloh (DE)

Temperaturflihler

Eppendorf, Hamburg (DE)

Trockenschrank Memmert, Schwabach (DE)
Vortex Schuttler Genie 2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe (DE)
Warmeschrank Medite, Burgdorf (DE)

Wasserbad Julabo

Julabo Labortechnik, Seelbach (DE)

Wippschuttler

neolLab, Heidelberg (DE)

Zentrifuge Multifuge X1

3.3. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5:

Verbrauchsmaterial

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (DE)

Verzeichnis der Verbrauchsmaterialien.

Hersteller

Aluminium-Folie

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (DE)

Dako Pen: Fettstift

Dako, Hamburg (DE)

Deckglaser (24x24 mm/ 24x60 mm)

Menzel-Glaser, Braunschweig (DE)

Einbettfilterpapier

Labonord, Ménchengladbach (DE)

Einbettkassetten

Klinipath, Duiven (NL)

Einmalpipetten (5/ 10/ 25/ 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

Filterpapier

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Handschuhe
Latex
Nitril

Cardinal Health, Kleve (DE)
Medline, Kleve (DE)

Kryoréhrchen (1,5 ml)

Nunc, Wiesbaden (DE)

Mikrotom Einmalklingen, Typ S35

pfm medical, KéIn (DE)

Objekttrager:
Polysine™ (25x75x1 mm)
SuperFrost GELB (76 x 26 mm)
SuperFrost Plus (25 x 75 x 1 mm)

Langenbrinck, Emmerdingen (DE)
Langenbrinck, Emmerdingen (DE)

Langenbrinck, Emmerdingen (DE)

Parafiim M

Carl Roth, Karlsruhe, (DE)

Pasteurpipetten, Glas (230 mm)
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Petrischalen (35x10 /60x15/ 94x16/ 145x20 mm)
oberflachenbeschichtet

nicht beschichtet

mit Glasboden (35 mm)

TPP, Trasadingen (CH)
Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

Pipettenspitzen (0,5-10 / 10-100 / 100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg (DE)

ReaktionsgefalRe (1,5/ 2 ml)

Sarstedt, Nimbrecht (DE)

Septophag Ersatzbeutel, weild/ transparent

Porod, Frauenhofen (AT)

Skalpellklingen, abgerundet

Bayha, Tuttlingen (DE)

Vernichtungsbeutel PP

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Zellkultur Multiwell Platten (6-/ 12-/ 24-Well)

TPP, Trasadingen (CH)

Zellkulturflaschen (25/ 75/ 150 cm2)

TPP, Trasadingen (CH)

Zentrifugenréhrchen PP (15/ 50 ml)

3.4. Labormaterial

Tabelle 6:

Labormaterial

Verzeichnis der Labormaterialien.

Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE)

Hersteller

EdelstahlgieRformen (24x37x9 mm)

Labonord, Mdnchengladbach (DE)

Farbesystem
Drahtbiigel aus Edelstahl
Farberahmen aus Glas
Glaskuvetten mit Deckel

Objekttragergestell aus Edelstahl

Mercateo, Minchen (DE)

Feuchte Kammer

Lehrstuhl fir Tissue Engineering &

Regenerative Medizin, Wirzburg (DE)

Gestell fir Reaktionsgefalle

neolLab, Heidelberg (DE)

Gestell fir Zentrifugenréhrchen

neolLab, Heidelberg (DE)

Glaspipetten (5/ 10/ 25 ml)

Brand, Wertheim (DE)

Glaswaren Schott, Mainz (DE)
Magnetrihrstabchen Hartenstein, Wirzburg (DE)
Magnetstabentferner Hartenstein, Wirzburg (DE)

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wirzburg (DE)

Messbecher Schott, Mainz (DE)
Pinzetten Assistent, Sondheim (DE)
Schutzbrille neolLab, Heidelberg (DE)

Skalpellklingenhalter

Bayha, Tuttlingen (DE)

Spatel
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Spriihflasche (70 % Ethanol, Descosept) Hartenstein, Wirzburg (DE)

Trichter Hartenstein, Wirzburg (DE)

Zellkronen (Plastik) fir statische 3D-Kultur Lehrstuhl fir Tissue Engineering und

Regenerative Medizin, Wirzburg (DE)

3.5. Chemikalien und Losungen

3.5.1. Allgemeine Chemikalien und Losungen

Tabelle 7: Verzeichnis der Chemikalien und Losungen.
Chemikalien/ Losung Hersteller Katalog Nr.
2-Propanol (Isopropanol) Carl Roth, Karlsruhe (DE) 2316.5
Airway Epithetial Cell Growth Medium Provitro, Berlin (DE) 2030701
(AECG)
Alcianblau 8GX Sigma-Aldrich, Miinchen (DE) A3157-10G
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat VWR, Darmstadt (DE) 1.01047.1000
Aluminiumsulfat VWR, Darmstadt (DE) 100103M
Antikérper-Verdinnungsldsung DCS Innovative Diagnotiksysteme, AL 120R500
Hamburg (DE)
Chloralhydrat VWR, Darmstadt (DE) 22682.265
Citronensaure-Monohydrat Carl Roth, Karlsruhe (DE) 5110.1
DAPI-Fluoromount-G™ SouthernBiotech, Birmingham (US) SBA-0100-20
Descosept Seidel medipool, Reichertshofen 506125
(DE)
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Minchen (DE) #S7907
Dispase-Pulver Invitrogen, Darmstadt (DE) 17105-041
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich, Minchen (DE) D8418-50ml

Dulbecco's Modified Eagle Medium + Life technologies, Darmstadt (DE) 61965-026
GlutaMAX

Entellan, org. Eindeckmittel Merck, Darmstadt (DE) 1.079.600.500
EosinY Sigma-Aldrich, Minchen (DE) 861006-25G
Esel-Serum Life technologies, Darmstadt (DE) 31965080
Essigsaure 100 % Carl Roth, Karlsruhe (DE) 6755.2
Ethanol, absolut Carl-Roth, Karlsruhe (DE) 9065.4
Ethanol, vergallt (96 %) Carl-Roth, Karlsruhe (DE) T171.4

FCS (Fotales Kalberserum) Bio&SELL, Feucht (DE) FCS.ADD.0500
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Miinchen (DE) #G5882
Hamatoxylin Carl Roth, Karlsruhe (DE) 3861.1

17



Kernechtrot Merck, Darmstadt (DE) 1.15939.0025

Kollagenase-A-Pulver Roche, Mannheim (DE) 10103586001
Mowiol 4-88 Sigma-Aldrich, Minchen (DE) 81381-250G
Naz-EDTA-Salz x 2 H20 Sigma-Aldrich, Miinchen (DE) E5134-1KG
Natriumhydroxid (NaOH), 1N Carl Roth, Karlsruhe (DE) 6771.3
Natriumiodat AppliChem, Darmstadt A5027,0025
Natriumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Minchen (DE) #58282
Paraffin, Roti-Plast Carl Roth, Karlsruhe (DE) 6642.6
PBS- (Phosphatpuffersalzlésung ohne Sigma-Aldrich, Minchen (DE) D8537-6x500ml
Mg?* und Ca?*)
PBS+ (Phosphatpuffersalzlosung mit Sigma-Aldrich, Minchen (DE) D8662-6x500ml
Mg?* und Ca?*)
Penicillin/  Streptomycin (Pen/ Strep) PAA, Colbe (DE) P11-010
(100x)
PFA (Paraformaldehyd) AppliChem, Darmstadt (DE) A3813,1000
Phosphat gepufferter Formaldehyd (4 %), Carl Roth, Karlsruhe (DE) P087.2
pH 7
Reinstwasser Millipore, Schwalbach (DE)
Roticlear Carl Roth, Karlsruhe (DE) A538.5
Salzsaure, HCI (37 %, 1M) VWR, Darmstadt (DE) 1.09057.1000
Tris Carl Roth, Karlsruhe (DE) 48551
Trypanblau (0,4 %) Sigma-Aldrich, Minchen (DE) T8154-100ml
Trypsin (0,5 % (10x) mit EDTA, 4 Na) Invitrogen, Darmstadt (DE) 15400-054
Tween-20 Sigma-Aldrich, Minchen (DE) P7949-500ml
VE-Wasser Lehrstuhl f. TE & Reg. Medizin,

Wirzburg (DE)
Wasserstoffperoxid, H202 (30 %) Sigma-Aldrich, Minchen (DE) 216763-500ml
Xylol Carl Roth, Karlsruhe (DE) 9713.3
Zitronensaure VWR, Darmstadt (DE) 1.00244.1000

3.5.2. Hergestellte Medien und Lésungen

Tabelle 8: Verzeichnis der Medien und Gebrauchslésungen.
Medium/ Gebrauchslésung Zusammensetzung
Alcianblau-Farbelésung (1 %) 10 g/ L Alcianblau 8GX in VE-Wasser
Blocklésung fir IHC 0,5 % BSA in Waschpuffer (PBS-
/ Tween-20)
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Citratpuffer pH 6 (1x)

42 g/ L Citronensaure-monohydrat
5 M Natriumhydroxid
20 L VE-Wasser

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
F12 + Zusatze

DMEM/ F-12 (HAM)
mit 10 % FCS und 1 % Pen/ Strep

Eindecklésung

0,1 % DAPI in Mowiol

Eosin-Farbeldsung

10 mg/ ml Eosin in VE-Wasser

Wasserstoffperoxid-Lésung 3%

Hamalaun 1,2 g/ L Hamatoxylin
0,2 g/ L NalOs
20 g/ L KOH

20 g/ L Chloralhydrat
1 g/ L Citronensaure
in VE-Wasser

HCI/ EtOH (fur HE-Farbung)

6,85 % HCI, 1M
in EtOH (50 %)

Kernechtrot

5 g Aluminiumsulfat in VE-Wasser

PBS-/ EDTA-Gebrauchslésung

0,2 % Naz-EDTA-Salz x 2 H20 in PBS-

Phosphatpuffer 0,1 M (pH 7,3-- - 7,4)

Dinatriumhydrogenphosphat 10,9 g/ L
Natriumdihydrogenphosphat 3,2 g/ L

Transmissionselektronenmikroskop- (TEM-)

Fixans

Phosphatpuffer 0,1 M
1% Glutaraldehyd
4% PFA

Trypsin/ EDTA-Gebrauchslésung 0,05 % (1x)

Trypsin/ EDTA-Stammlésung 0,5 % (10x)
1:10-verdinnt in PBS-

Waschpuffer PBS-/ Tween-20 0,05 M

PBS-/ EDTAO0,5 M
1:10-verdiinnt in VE-Wasser
+ 0,5 % Tween-20

3.6. Kits

Tabelle 9: Verzeichnis der Kits.
Name des Kits Beschreibung Hersteller
DCS Super Vision 2 HRP- DCS Polmer-Enhancer (Link) DAKO, (DE)

Polymer-Kit
(Label)

Substrat-Chromogen:

Konzentrat

DAB-Substratpuffer
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Lung/ Cardiac Fibroblast Basal Medium 450 ml PELOBiotech, Planegg (DE)
Growth Medium Kit Supplemente 50 ml Katalognr. 516K-500

3.7. Enzyme

Tabelle 10:  Verzeichnis der Enzyme.

Enzym Zusammensetzung
Dispase (2 U/ ml) Dispase-Pulver gelost in PBS-
Kollagenase A (500 U/ ml) Kollagenase-Pulver geldst in PBS- oder DMEM

Trypsin/ EDTA-Stammldsung (0,5 %) Trypsin geldst in PBS-/ EDTA

3.8. Antikorper

Tabelle 11:  Verzeichnis der Antikorper.

Antikorper Wirt Konzentration Hersteller Bestelinr.

anti-B-Tubulin Maus 2,9 mg/ ml Sigma-Aldrich, Minchen T4026
1:1000 (IHC) (DE)

anti- Maus 50 mg/ ml DAKO Cytomation, Eching M7237

Cytokeratin 1:200 (IHC) (DE)

5/6

anti- Maus 135 mg/ ml DAKO Cytomation, Eching M7010

Cytokeratin 1:100 (IHC) (DE)
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3.9. Zellkulturtechnik

3.9.1. Steriles Arbeiten

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Das
bedeutet, dass die Arbeiten unter einer Sicherheitswerkbank mit laminarem
Luftfluss durchgefuhrt wurden, die vorher mindestens 15 Minuten lief, um ei-
nen sterilen Luftfluss zu garantieren. Samtliche Instrumente, Medien und sons-
tige Materialien wurden durch Autoklavieren oder Sterilfiltration sterilisiert. Der
Experimentator desinfizierte seine Hande bevor er Nitrilhandschuhe Uberzog.
Die Sicherheitswerkbank wurde vor Beginn der Arbeiten mit dem Desinfekti-
onsmittel Descosept (Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld, Deutschland) gerei-
nigt. Samtliche Medien und Gebrauchslésungen wurden nach dem Erwarmen
im Wasserbad mit Papiertichern getrocknet, um Kontaminationen durch Was-
sertropfen unter der Sicherheitswerkbank zu verhindern. Die Verschlisse der
unter die Bank gebrachten Gefalle wurden mit 70% Ethanol desinfiziert. Alle
steril verpackten Materialien wurden erst unter der Sicherheitswerkbank geoff-
net. Um den Stromungsverlauf der Luft nicht zu storen, wurden bei den Arbei-

ten so wenige Gegenstande wie maoglich unter der Bank platziert.

3.9.2. Kultivierung und Mediumswechsel

Die Kultivierung der bei PELOBiotech gekauften Zellen erfolgte mit Airway
Epithetial Cell Growth Medium (AECG) fur die humanen Trachea Epithelzellen
(HTEpC) und Lung/ Cardiac Fibroblast Growth Medium fur die humanen Lun-
genfibroblasten (HLF). Die Kultivierung der selbst isolierten humanen trache-
obronchialen Epithelzellen (hTEC) erfolgte ebenfalls mit AECG, die der selbst
isolierten tracheobronchialen Fibroblasten mit Dulbecco's Modified Eagle Me-
dium + GlutaMAX, das mit 10% fotalem Kalberserum (FCS) supplementiert
wurde. Inkubiert wurden alle Zellen unter Standardbedingungen, d.h. bei 37°C
und einer CO2-Konzentration von 5 %. Dreimal in der Woche wurden die Zell-
kulturen mittels Durchlichtmikroskopie auf Kontaminationen untersucht und
die Morphologie und Zelldichte kontrolliert. Anschliel3end erfolgte ein Wechsel

des Kulturmediums, um die ausreichende Versorgung der Zellen mit lebens-
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wichtigen Nahrstoffen zu gewahrleisten und den pH-Wert, der sich durch Ab-
fallprodukte des Zellstoffwechsels in den sauren Bereich verschiebt, stabil zu
halten (Schmitz 2011). Dazu wurde das verbrauchte Medium mit Hilfe einer
Pasteurpipette und der Absaugeinrichtung VacuBoy (Integra Biosciences
GmbH, Biebertal, Deutschaland) abgesaugt und durch frisches, zuvor im Was-

serbad auf 37°C erhitztes Medium ersetzt.

3.9.3. Passagieren und Zellzéhlung

Primarzellen stagnieren in der Zellteilung, wenn eine hohe Konfluenz erreicht
ist. AuBRerdem sinken mit héherer Zelldichte der pH-Wert und das Nahrstoffan-
gebot, was langfristig zur Selektion besonders anpassungsfahiger Zellen fuhrt
und so die Zellpopulation verandert (Schmitz 2011). Deshalb wurden die Zell-
kulturen bei ca. 80% Konfluenz passagiert, d.h. die Zellen wurden abgeldst,
gezahlt und die gewunschte Zellzahl in ausreichend Medium wieder neu aus-
gesat. Dazu wurde zunachst das Medium abgesaugt und mit Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) versetzter, phosphatgepufferter Salzlosung (phos-
phate buffered saline) ohne Kalzium und Magnesium (im Folgenden PBS-/
EDTA) gespdlt, um Serumreste zu entfernen. Diese kdnnten sonst die en-
zymatische Wirkung des als nachstes folgenden Trypsins hemmen. Bei Zellen,
die erfahrungsgemaf schwer abzuldsen sind, wurde zweimal 10 Minuten mit
PBS-/ EDTA inkubiert. Anschlie3end wurde Trypsin/ EDTA-Gebrauchsléosung
(0,05 % in PBS-/ EDTA) zugegeben und 3 Minuten (bei Fibroblasten) oder 4
Minuten (bei Epithelzellen) im Brutschrank inkubiert. Trypsin ist eine Serinpro-
tease, die die hydrolytische Spaltung von Proteinen und Peptiden katalysiert
und somit auch die Proteine, die fur die Anheftung der adharenten Zellen an
den Boden des Zellkulturgefalies verantwortlich sind, spaltet (Schmitz 2011).

Die Ablosung der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und gegebe-
nenfalls durch leichtes Klopfen an der Flasche unterstitzt. Anschliel3end er-
folgte die Zugabe von mindestens 10% FCS, um die Enzymreaktion zu stop-
pen und Zellschaden durch das Trypsin zu verhindern. Die Zellsuspension
wurde in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 Minuten bei 1200 rpm zent-

rifugiert. Der Flussigkeitstiiberstand wurde abgesaugt und das entstandene
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Zellpellet in einer geeigneten Menge Medium resuspendiert. Nun erfolgte die
Zellzahlung: 20 pl Zellsuspension wurden mit 20 pl 0,4% Trypanblaulésung
gemischt. Dabei handelt es sich um einen Vertreter der Azolfarbstoffe, dessen
Anionen an Zellproteine binden. Es wird in lebendige Zellen nicht aufgenom-
men, sondern gelangt ausschlielllich in das Zytoplasma toter Zellen, deren
Zellmembran durchlassig geworden ist. Somit kann man vor dem blauen Hin-
tergrund die hellen, lebendigen Zellen von den tiefblauen, toten Zellen unter-
scheiden (Schmitz 2011). Mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer und einem
Mikroskop wurden die lebendigen Zellen in den vier Quadranten bei 10-facher
VergroRerung gezahlt und anschlieRend die gesamte Zellzahl mit folgender
Formel berechnet (Schmitz 2011):

Z x VF x V x 10* = Gesamtzahl der Zellen im gesamten Volumen

Z: durchschnittliche Zellzahl pro Quadrant
VF: Verdinnungsfaktor (hier: 2)
V: Volumen, in dem das zu zahlende Zellpellet resuspendiert wurde

104 Kammerfaktor der Neubauer Zahlkammer

3.9.4. Einfrieren und Auftauen

Um die Zellen zu einem spateren Zeitpunkt noch einmal fur Experimente nut-
zen zu kénnen, wurden sie bei -80°C eingefroren und in einem Stickstofftank
gelagert. Nach dem Auftauen standen sie so zu einem beliebigen Zeitpunkt
wieder zur Verfugung. Dazu wurden die Zellen zunachst abgeldst und gezahlt
(1.1.3.) Durch entsprechende Mediumzugabe wurde eine Zellzahl von
1,25x10°¢ Zellen/ml eingestellt. Hiervon wurden 800 ul in je ein Cryoréhrchen
gegeben und jeweils 100 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) und 100 pl FCS erganzt,
sodass die Konzentration an beiden in der Gesamtlosung je 10% betragt. Das
DMSO wurde als Gefrierschutzmittel eingesetzt. Es dringt in die Zelle ein, ver-
ringert die Elektrolytkonzentration und fuhrt zur Bildung von kleineren, weniger
schadlichen Eiskristallen. Das FCS sorgt durch seinen hohen Gehalt an Mak-
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romolekulen (Proteinen) ebenfalls protektiv (Schmitz 2011). Da das Gefrier-
schutzmittel bei Raumtemperatur toxisch ist, wurden die Zellen nach Zugabe
desselben rasch in einen Gefrierbehalter Mr Frosty (Thermo Fisher Scientific,
Eindhoven, Niederlande) Uberfuhrt und fur 24 h bei -80°C eingefroren. Das
Material des Mr Frosty sorgt fur eine gleichmaRige Abkuthlung der Zellsuspen-
sion um ca. 1°C pro Stunde, was die Gefahr der Eiskristallbildung nochmal
reduziert. FUr eine langere Aufbewahrung wurden die Zellen in den Stickstoff-
tank bei ca. -180°C gelagert.

Auch bei wieder Auftauen der Zellen ist es wichtig, die Zellen nur moglichst
kurz bei Raumtemperatur einer DMSO Konzentration Uber 1% auszusetzten
(Schmitz 2011). Deshalb wurden bereits vor Entfernen des Cryoréhrchens aus
dem Stickstofftank ein Zentrifugenréhrchen mit mindestens 10 ml Kulturme-
dium vorbereitet und auf 37°C erwarmt. AnschlieRend wurde das Cryorohr-
chen auf Eis vom Tank zum Zellkultuslabor transportiert, unter Schwenken im
Wasserbad aufgetaut und sofort in das vorbereitete Medium transferiert. Diese
Zellsuspension wurde bei 1200 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert und der Flus-
sigkeitstiberstand anschliefiend abgesaugt, um das DMSO zu entfernen. Das
Zellpellet wurde in einem ausreichenden Volumen an frischem, vorgewarmtem
Kulturmedium resuspendiert und in eine sterile Zellkulturflasche ausgesat.
Nach Anwachsen der Zellen (meist am nachsten Tag) wurde ein Mediums-
wechsel durchgefuhrt, um die Konzentration des Restes an DMSO weiter zu

verringern.

3.9.5. Zellisolation

Zum Erstellen eines 3D-Modells der respiratorischen Mukosa werden zwei
verschiedene Zellarten bendtigt: Die humanen tracheobronchialen Epithelzel-
len (hnTEC) und die humanen tracheobronchialen Fibroblasten (hBF), die sich
im Bindegewebe befinden. Um eine mdglichst hohe in vivo - in vitro Korrelation
zu erhalten, wurden beide Zelltypen aus demselben Resektat eines Spenders
gewonnen. Die Resektate erhielten wir aus der Herz-Thorax-Chirurgie der Uni-
klinik Wirzburg. Sie wurden mit Genehmigung durch die zustandige Ethikkom-

mission (Votum 182/10 vom 16.11.2010) nach Aufklarung und Einwilligung der
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Patienten im Rahmen einer Operation enthommen, in ein Zentrifugenrdéhrchen
mit AECG + 1% Penicillin/ Streptomycin (Pen/ Strep) gebracht und bei 4°C
gekuhlt verschickt (Abb. 3 A). Die Resektate wurden binnen 24 h verarbeitet.

3.9.6. Isolation der hTEC und der hBF

Alle Schritte der Zellisolation wurden unter der Sterilbank durchgeflhrt, um
eine Kontamination der Zellen zu vermeiden. Die Isolation der hTEC erfolgte
nach folgender Arbeitsanweisung:

Das Transportmedium wurde abgesaugt und das Resektat mit frischem, kal-
tem AECG gesplilt. Anschlielend wurde das Resektat mit einer Pinzette aus
dem Zentrifugenrohrchen genommen und in einer beschichteten Petrischale
platziert (Abb. 3 B). Das respiratorische Epithel wurde mit einer Pinzette ab-
gezogen, in kleine Stlicke geschnitten und in der Petrischale verteilt. Eindeutig
zu erkennende Blutkoagel und Knorpelstiicke wurden entfernt und verworfen.
Nicht genau zu identifizierende Teile des Resektats wurden ebenfalls in kleine
Stucke geschnitten und verteilt. Dadurch entsteht mehr Randflache, aus der
die Zellen auswachsen kénnen. Auf jedes Stiickchen wurden 2-3 Tropfen Kul-
turmedium getropft, sodass die Stiicke bedeckt waren, jedoch nicht schwam-
men. Dies ist wichtig, da die hTEC als adharente Zellen den Kontakt zum Bo-
den der Petrischale zum Auswachsen bendtigen. Die Schale wurde von nun
an bei 37°C im Brutschrank bebrutet. Am folgenden Tag wurde etwas weiteres
vorgewarmtes Medium nachgetropft, dass der Boden der Schale bedeckt war,
die Stlicke aber nicht schwammen. Von nun an erfolgte alle 2-3 Tage ein Me-
diumswechsel. Ungefahr ab dem 3. Tag wuchsen die ersten Zellen aus (Abb.
30C).

Nach 7 Tagen wurden die Stliickchen zur Isolation der hBF weiterverwendet.
FUr die Isolation von Fibroblasten aus Bronchusgewebe existierte kein etab-
liertes Protokoll. Deshalb wurde das Protokoll zur Isolation von Fibroblasten
aus Hautbiopsaten, das am Lehrstuhl etabliert ist, verwendet und modifiziert.
Dabei wurden die Resektatstiickchen aus der Petrischale mit den hTEC ent-
fernt und in eine frische, sterile Petrischale Uberfiuhrt. Dort wurden sie 3 Mal
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mit PBS+ und 3 Mal mit PBS- gewaschen. AnschlieRend wurden die Stick-
chen mit 10 ml Dispaseldsung bedeckt und fur 16-18 Stunden (Uber Nacht) bei
4°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Dispaselosung abgesaugt und 10 ml PBS+ zuge-
geben. Die Resektatstiicke wurden nun in sehr kleine Stlickchen zerhackt und
mittels Skalpells oder groRer Einmalpipette in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt, in dem zuvor bereits 5 ml Kollagenaseldsung vorgelegt wurden. Die
Petrischale wurde anschlie3end, um auch alle Stucke zurickzugewinnen, mit
weiteren 5 ml Kollagenaseldsung gewaschen, die auch in das Zentrifugenréhr-
chen gegeben wurden. Das Ganze wurde flir 45 min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend bei 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde ab-
gesaugt und mit 10 ml Kulturmedium gewaschen. Der Zentrifugationsschritt
wurde wiederholt, das Pellet mit ca. 2 ml Kulturmedium resuspendiert und in
eine sterile Petrischale Uberfliihrt. Am nachsten Tag wurde etwas Kulturme-
dium erganzt. Auch hier wurde darauf geachtet, dass die kleinen Stlckchen
den Boden der Petrischale noch beruhren.

Die ersten Zellen wuchsen nach ca. 3 Tagen aus, nach spatestens 7 Tagen
wurden die Gewebestlickchen entfernt. Ein Mediumswechsel erfolgte alle 2-3

Tage.
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Abbildung 4: Isolation der hTEC: (A) humanes Bronchusresektat im Transportmedium,
(B) Das Resektat zur Bearbeitung in einer beschichteten Petrischale, (C) Resektatstlick-
chen mit 2-3 Tropfen Medium betropft, (D) hTEC aus Resektatstlickchen ausgewachsen
(Abbildungen zur Verfligung gestellt von Sebastian Hausner).

3.9.7. Aufbau eines statischen 3D-Modells
Um die dreidimensionale Struktur eines Gewebes, in diesem Falle der respi-

ratorischen Mukosa, in vitro nachstellen zu kénnen, braucht es eine geeignete
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Tragerstruktur. Zu diesem Zweck wurde eine biologische Matrix die SIS-Ser
(Small intestine submucosa ohne Mukosa), basierend auf dem Biological Va-
scularized Scaffold (BioVaSc-TERM®) verwendet (Abb. 4 und 6 A). Diese Mat-
rix stammt aus einem Teil des Schweineleerdarms (Abb. 4 A) (Mertsching,
Walles et al. 2005). In das Gefalisystem werden zwei geklrzte Venenverweil-
kanulen eingebracht und befestigt (Abb. 4 B). Die Azellularisierung erfolgt in
einem Bioreaktorsystem durch Spulen mit Natriumdesoxycholat-Losung Uber
den arteriellen Zufluss und den vendsen Abfluss (Abb. 4 C). Im Anschluss wird
die BioVaSc y-sterilisiert und kann zur statischen (Abb. 4 D) oder dynamischen
(Abb. 4 E) Kultur eingesetzt werden. Fur die statische Kultur werden kleine
Segmente des Tubus entnommen und in Zellkronen (zwei Metall- oder Plas-
tikzylinder) als Matrix zur dreidimensionalen Besiedelung mit Zellen einge-
setzt. Das dynamische Modell wird in einem Bioreaktorsystem angeschlossen,
in dem die Kultivierungsbedingungen computergesteuert variiert werden kon-
nen (Rossi, Fecher et al. 2014).
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Abbildung 5: Praparation und Vorbereitung des BioVaSc-TERM® fiir die statische und
dynamische Zellkultur. Abbildung aus ,Humane 3D-in vitro-Testsysteme fiir die praklinische
Forschung” (Rossi, Fecher et al. 2014), mit Genehmigung der Springer-Verlag GmbH
Deutschland.

3.9.7.1. Bespannung der Zellkronen mit SIS-Ser

Die SIS-Ser wurde zum Aufbau des statischen Gewebemodells auf Plastikzell-
kronen fixiert (Abb. 6 B). Einen Tag vor dem Aufbau der Modelle wurden sie in
einem Becherglas, das mit Alufolie abgedeckt wurde, autoklaviert. Alle nach-
folgenden Schritte wurden unter der Sterilbank durchgefuhrt. Die Bespannung
fand gemaR Abb. 5 statt, dort gezeigt mit Metallzellkronen und er SIS-Muc (SIS
mit erhaltener Mukosa).

In einer 145x20 mm grol3en Petrischale wurde ein Stick der SIS-Ser platziert
und ein 2-3mm breiter Rand mit einem Skalpell abgeschnitten, sodass sich der
Darmschlauch aufklappen liel3 (Abb. 5 A, B). So lag die luminale Seite nach
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oben zeigend vor (Abb. 5 C). Die Matrix wurde nun in passende Stlicke ge-
schnitten (ca. 1,5 cm?) (Abb. 5 D) und auf den inneren Ring der Zellkrone auf-
gezogen, sodass die luminale Seite nun nach unten zeigt (Abb. 5 E). Mit einer
Pinzette wurde die Matrix zurechtgezogen und gespannt und anschlieend der
aulere Ring Ubergestilpt (Abb. 5 F, G, H). Nun wurden die Zellkronen umge-
dreht und je in einer Vertiefung einer 6-Wellplatte platziert (gemafd Abb. 5 I,
dargestellt mit einer 12-Wellplatte). Die luminale Seite zeigte nun nach oben,
die Erhdhungen am aulReren Ring sorgten dafur, dass zwischen der Matrix und
dem Boden der Wellplatte Medium flie3en konnte. Vor der Besiedelung wurde
die Matrix 2 Stunden bei 37°C in Medium getrankt, wozu das Well aul3erhalb
und innerhalb der Zellkrone mit Medium aufgefullt wurde. So konnte anschlie-

Rend die Besiedelung auf eine mit Medium gesattigte Matrix stattfinden.
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Abbildung 6: Ablauf der Fixierung der SIS-Muc in Zellkronen. (A) Ausrichten eines Stiicks
der SIS-Muc in einer Petrischale. (B) Entfernen eines schmalen Streifens an der Seite.

(C) Geoffnete SIS-Muc mit der luminalen Seite nach oben. (D) SIS-Muc geschnitten. (E-

H) Aufziehen, Straffen und Fixieren der SISmuc auf Zellkronen. (1) Umsetzen der bespann-
ten Zellkronen in 12-Well-Platten. (Diese Abbildung wurde von Corinna Rosenbaum (geb.

Moll) zu Verfiigung gestellt. Die Bilder wurden von Milena Wasik aufgenommen).

3.9.7.2. Besiedelung der SIS-Ser

Die Besiedelung erfolgte nachdem die SIS-Ser mit Medium aufgesattigt wurde.
Am ersten Tag wurden die Fibroblasten auf die Matrix gesat, da diese in die
Matrix einwandern sollten. Dazu wurden sie gemaf 2.9.3. abgeldst und ge-
zahlt und auf eine definierte Zellzahl eingestellt. Da im Rahmen dieser Arbeit
auch an der Optimierung des 3D-Modells gearbeitet wurde, variierte die Zell-
zahl zwischen 20.000 und 200.000 Zellen pro ml. Das Medium, das im Inneren
in der Zellkrone stand, wurde abgesaugt, das im basolateralen Kompartiment
belassen. AnschlieRend wurden je 500 pl der Zellsuspension innen (also api-

kal) in je eine Zellkrone gegeben. Die besiedelten Zellkronen wurden Uber

31



Nacht im Brutschrank bebritet (Abb. 6 C).

Am zweiten Tag wurde wiederum das Medium in der Zellkrone abgesaugt. Die
Fibroblasten hatten zu diesem Zeitpunkt bereits genug Zeit an die Matrix zu
adharieren bzw. in diese einzuwandern. Nun wurden die hTEC gemal 2.9.3.
abgelost und eine Zellzahl von 400.000 bzw. 800.000 Zellen pro ml eingestellt
(auch hier die Variation im Rahmen der Optimierung des Modells). Dazu wurde
statt des Ublichen Kulturmediums AECG eine 1:1 Mischung der Kulturmedien
der hTEC (AECG) und hBF (DMEM + 10% FCS) verwendet. Dieses Mischme-
dium ist von nun an mit dem Kulturmedium der Gewebemodelle gemeint. Es
wurden je 500 pl der Zellsuspension apikal in je eine Zellkrone gegeben und
die Zellkronen anschlieRend Uber Nacht im Brutschrank inkubiert (Abb. 6 D).
Am dritten Tag wurde lediglich etwas vorgewarmtes Kulturmedium apikal

nachgeben.

3.9.7.3. Kultivierung unter Airlift-Bedingungen

Am vierten Tag wurde mit der Kultivierung unter Airliftbedingungen begonnen.
Diese sollten die in vivo Situation in den Atemwegen mdglichst gut nachstellen
und die Zellen zur Differenzierung anregen. Airlift bedeutet, dass basal, d.h.
unter der Zellkrone Medium steht, um die Zellen zu versorgen, wahrend apikal
kein Medium steht, die Matrix und die Zellen darauf also Luftkontakt haben
(Abb. 6 E).

Dazu wurde bei dem Mediumswechsel ab dem vierten Tag das Medium innen
und aulden komplett abgesaugt und anschlieend nur auf3en 2 ml Medium zu-
gegeben. Die Mediumswechsel fanden alle 2-3 Tage statt, wobei jedes Mal vor
dem Absaugen eine geringe Menge des alten Kulturmediums mit Hilfe einer
Pasteurpipette angenommen und als Sterilkontrolle in eine 32 Wellplatte ge-
geben wurde. Die Mediumsreste wurden jeweils am nachsten Tag mikrosko-
pisch auf Kontaminationen untersucht. Zusatzlich zu den Mediumswechseln
erfolgte unter der Woche jeden Tag eine Kontrolle der Airliftbedingungen. Dazu
wurden geringe Mengen Medium, die durch die Matrix nach apikal diffundiert
waren, abgesaugt. Die Kultivierung der Modelle erfolgte stets im Brutschrank
bei 37°C.

32



Zur Differenzierung der Zellen und somit zur Reifung der Modelle wurde dieses

Prozedere Uber 3 Wochen ab Tag 2 fortgefuhrt.

D Humane Tracheo- C Humane

bronchiale Epithelzellen Fibroblasten

H Flimmerzellen

D Becherzellen

A Basalzellen

E Airlift-
bedingungen

«» Fibroblasten

Humanes
Brochusresektat

B Fixierung der Matrix A BioVaSc

-

Abbildung 7: Herstellung eines 3D Gewebemodells: (A) Die verwendete Matrix
(BioVaSc), (B) Bespannung der Zellkronen, (C) Zugabe der HFB, (D) Isolation und Zugabe
der hTEC, (E) Schemadarstellung der Airliftkultur. (Die Graphik wurde freundlicherweise

von Dr. Maria Steinke zur Verfligung gestellt und modifiziert).

3.9.8. Imitation einer Infektion

Fir die Imitation einer Infektion wurden steril filtrierte Uberstéande von Bakteri-
enkulturen zur Inkubation mit den Modellen verwendet. In diesen Uberstéanden
finden sich die vom Bakterium sezernierten Stoffe und Toxine, jedoch keine
Bakterien selbst. Es handelte sich um Kulturen von B. Pertussis Tohama |
(Tohl), B. Pertussis 347 (Bp347) und Escherichia coli (E. coli). Bei B. pertussis
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Tohl handelt es sich um den Wildtyp des Bakteriums, der alle Pathogenitats-
faktoren produziert. B. pertussis 347 ist eine Mutante, die das Tracheale Zyto-
toxin (TCT), jedoch nicht bvg-abhangige Virulenzfaktoren, produziert. E. coli
produziert zwar Lipopolyaccharid (ahnlich dem Lipooligosaccharid von B. per-
tussis), aber keine weiteren Toxine, die direkt dem respiratorischen Epithel
schaden. Als Kontrolle dienten die Bakterienmedien von B. pertussis und E.
coli. Die sterilfiltrierten Uberstande wurden von Prof. Dr. Roy Gross (Lehrstuhl
fur Mikrobiologie der Universitat Wurzburg) zu Verfugung gestellt. Als weitere
Kontrolle diente das Kulturmedium der hTEC (AECG).

3.9.8.1. Inkubation der 3D-Modelle und Resektate

Nach einer Kultivierungsdauer von 3 Wochen wurden die Inkubationsversuche
durchgefiihrt. Dazu wurde der Uberstand bzw. das Medium apikal auf das Mo-
dell gegeben. Bei Resektaten wurde ebenfalls das Medium abgesaugt, diese
wurden dann vollstandig mit Bakterientberstand/ Kontrollmedium bedeckt.
Danach wurden die Modelle/Resektate fur 5 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Anschlie3end erfolgte die Fixierung.

3.9.8.2. Inkubation zur Ramanspektroskopischen Auswertung

Die Zellen, die fur die Ramanspektroskopie vorgesehen waren, wurden statt
in einer Zellkulturflasche in eine sterile Petrischale mit Glasboden ausgesat.
FUr die Inkubation wurde das Kulturmedium abgesaugt und stattdessen 2 ml
des Bakterientberstands bzw. des Mediums zur Kontrolle auf die Zellen gege-
ben. Auch hier folgte eine Inkubation flr 5 Stunden im Brutschrank. Anschlie-

Rend wurde die Ramanspektroskopie durchgefuhrt (s. Punkt 4.3.).

3.10. Histologie

Zur morphologischen Auswertung der mit Bakterienuberstand inkubierten 3D-
Modelle wurde nach abgeschlossener Inkubation zum einen mit der Herstel-
lung von Paraffinschnitten zur lichtmikroskopischen Analyse, zum anderen mit
der Verarbeitung einiger Modelle fir die ultrastrukturelle Analyse mittels
Transelektronenmikroskopie begonnen.
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3.10.1. Herstellung der Paraffinschnitte

3.10.1.1. Fixieren

Zur morphologischen Untersuchung von Zellen und Geweben missen sie aus
der Kultur entfernt werden. Um trotzdem ein naturgetreues Bild der Gewebe
zu erhalten, mussen sie fixiert werden, bevor die Folgen der fehlenden Versor-
gung, morphologische Veranderungen durch Zelltod das Bild verandern kon-
nen (Lang 2006).

Zunachst wurde dir Matrix vorsichtig mit 2 sterilen Pinzetten von der Zellkrone
abgezogen, damit auch die Abschnitte, die zwischen den beiden Komponen-
ten der Zellkrone lagen, vom Fixans erreicht werden konnten. Nach Absaugen
des Uberstands oder Kontrollmediums erfolgte das dreimalige Spllen mit
PBS-, zur Entfernung aller Medium- und Toxinreste. Auch dieses wurde an-
schlieRend wieder abgesaugt. Als Fixierungsmittel wurde anschlieRend 4 %
gepufferter Paraformaldehyd-Losung (PFA) zugegeben. Es sorgt fur eine
Quervernetzung der funktionellen Gruppen der Proteine und somit fir die Auf-
rechterhaltung der Sekundarstruktur beim nachfolgenden Einbettungsprozess
(Lang 2006). Die Modelle wurden fur 2 Stunden bei Raumtemperatur im PFA
inkubiert, die Resektate, abhangig von ihrer Dicke, ca. 1 Stunde/mm. Anschlie-
Rend wurde das PFA wieder abgesaugt und die Proben mit zwei Pinzetten in
mit Filterpapier ausgelegten, beschrifteten Einbettkassetten Gberfihrt und in
diesen in einem Becherglas, gefillt mit Leitungswasser fir 2 Stunden gewas-
sert, um PFA-Reste zu entfernen. Anschlieend wurden sie zu Paraffineinbet-

tung im Einbettautomaten platziert.

3.10.1.2. Paraffineinbettung
Die Paraffineinbettung erfolgte automatisiert mittels des Programmes 01 des
Einbettautomaten. Nach folgendem Schema wurden die Proben zuerst ent-

wassert und anschlieend in Paraffin eingebettet.
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Tabelle 12:  Aufsteigende Alkoholreihe der Paraffineinbettung:

Zeitablauf [h] Loésung Ziel/ Bemerkung

1-2h Leitungswasser Wassern

Mindestdauer: 1 h 50% EtOH

1 70% EtOH

1 90% EtOH aufsteigende Alkoholreihe:

1 96% EtOH Dehydratisierung

1 Isopropanol |

1 Isopropanol Il

1 Isopropanol / Xylol (1:2)

1 Xylol 1 Inkubieren bei Raumtemperatur
1 Xylol 11

3h Paraffin | Paraffinierung, Inkubieren bei
3h Paraffin II 60°C

Mit der aufsteigenden Alkoholreihe wurde das Wasser aus den Proben ver-
drangt, damit Paraffin, welches ein hydrophobes Medium ist, eindringen
konnte. Isopropanol und Xylol dienten als Zwischenmedien, die wiederrum den
Alkohol verdrangten, da dieser, wie auch Wasser, zu einer schlechteren
Schneidbarkeit der Probe fihrt. Danach erfolgte die Infiltration mit Paraffin bis
zur Sattigung. Diese fand bei 60°C statt.

3.10.1.3. Aufblocken

Nachdem das Paraffin ausgehartet war, wurden die Proben an der Aufblock-
station in Paraffin gegossen. Dazu wurden die Kassetten mit den Proben zu-
nachst in flissiges, heilles Paraffin Uberfihrt. Anschliefend wurden die Kas-
setten aufgebrochen, die Proben herausgenommen und auf einen Objekttra-
ger gelegt. Bei den Modellen erfolgte erst zu diesem Zeitpunkt die Entfernung
der Uberschussigen, unbesiedelten Matrix mit einem Skalpell, da das Modell
nun eine hohe Stabilitat erreicht hat und zuvor moglichst wenig daran manipu-
liert werden sollte. Der besiedelte Abschnitt der Matrix war stets noch eindeutig
zu erkennen. Nun wurden die Modelle in 3-5 mm breite Streifen geschnitten
und die mit Hilfe einer vorgewarmten Pinzette senkrecht in ein metallenes, zu
Halfte mit Paraffin gefllltes Ausgielschalchen gestellt. Zur Stabilisierung
wurde das Schalchen nun auf eine -10°C kalte Kuhlflache gestellt, woraufhin
das Paraffin am Boden sofort erhartete und das Modell so fixierte. Bei den

Resektaten wurde bei der Ausrichtung im Schalchen darauf geachtet, dass
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Abschnitte mit Epithel moglichst senkrecht zum Boden des Schalchens ste-
hen. Der Rest des Schalchens wurde ebenfalls mit Paraffin vollgegossen und

der beschriftete Boden der Einbettkassette zur ldentifikation ausgelegt.

3.10.1.4. Schneiden am Mikrotom

Es folgte die Herstellung von Paraffinschnitten mit dem Schlittenmikrotom. Mit
dem Objekttragerdrucker wurden zunachst die gewlnschten Objekttrager be-
schriftet, Superfrost Plus oder Polysine-Objekttrager fur die Immunhistoche-
mie und Superfrost GELB-Objekttrager fur die HE- und Alcianblaufarbung. An-
schlielfend wurden die Metallschalchen mit dem Boden auf eine Kihlplatte
gestellt bis sich die Paraffinblocke aus ihnen herausldsen lieRen. Diese wur-
den anschlieffend ebenfalls auf eine Kuhlplatte gelegt, um eine Verfestigung
und Hartung der Paraffinblocks zu erreichen (Lang 2006). Zur Herstellung der
Schnitte wurde eine Schnittdicke von 3-5 pm eingestellt. Die Schnitte wurden
mit einem Pinsel aufgenommen und zuerst in kaltes VE- Wasser gebracht, um
sich zu entfalten. Dort wurden sie mit einem Objekttrager aufgenommen und
zur Streckung und Glattung in ein beheiztes Wasserbad uberfliihrt und an-
schlielRend auf den entsprechenden Objekttrager aufgezogen. Auf diesen
wurde zum Abschluss ein Filterpaper aufgelegt, mit 70% Ethanol bespriht und
dadurch der Schnitt manuell fest an den Objekttrager angedruckt. Es folgt die

Trocknung im Warmeschrank bei 37°C Uber Nacht.

3.10.2. Histologische Farbungen

Das Paraffin wurde entfernt und verschiedene histologische Farbungen durch-
gefuhrt, bei denen unterschiedliche Farbstoffe Affinitdt zu unterschiedlichen
Gewebekomponenten hatten und sich diese so darstellen lie3en (Lang 2006).
Sofern nicht anders erwahnt fanden alle Schritte der histologischen Farbungen

bei Raumtemperatur statt.

3.10.2.1. Entparaffinieren und Rehydratisieren
Die Schnitte wurden zunachst entparaffiniert und rehydratisiert, um den Farb-
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stoffen Zugang zum Gewebe zu ermdéglichen. Die benutzten Reagenzien ent-
sprechen denen, die zur Einbettung benutzt wurden in umgekehrter Reihen-
folge (siehe 3.2.1.2.) (Lang 2006). Zuvor wurden die Schnitte flr eine Stunde
in einen Warmeschrank bei 60°C gestellt, um das Paraffin vollstandig zu
schmelzen. Sofort im Anschluss folgte dann die Entparaffinierung und Rehyd-

ratisierung nach folgendem Schema:

Tabelle 13:  Rehydratisierungsreihe:

Zeitablauf [min] Losung Ziel/ Bemerkung
10 Roticlear |
10 Roticlear Il absteigende Alkoholreihe:
3x auf- und abtauchen 96% EtOH Entparaffinieren, Rehydrati-
3x auf- und abtauchen 70% EtOH sieren
3x auf- und abtauchen 50% EtOH

VE-Wasser Schwenken

Roticlear entspricht dabei in seinen Eigenschaften dem Xylol aus dem Einbet-

tungsprozess.

3.10.2.2. Hamatoxylin-Eosin

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung ist eine Ubersichtsfarbung bestehend
aus einer Kern- und einer Plasmafarbung. Dem Oxidationsprodukt des Hama-
toxylins, dem leicht sauren Hamatein, werden Alusalze zugesetzt, sodass
durch Komplexbildung von Hamatein und Metallionen die eigentlich farbenden
Hamatoxylinlacke entstehen. Da diese Lacke stark positiv geladen sind, eig-
nen sie sich zur Anfarbung des negativ geladenen Zellchromatins, also der
Zellkerne (Lang 2006). Das Eosin, ein Xanthenfarbstoff, ist ein saurer Farb-
stoff. In Wasser geldst geht dieser negativ geladene, anionische Farbstoff eine
lonenbindung mit den positiv geladenen, kationischen Plasmaproteinen ein
und farbt so das Zytoplasma und die extrazellulare Matrix an (Lang 2006).

Der Farbevorgang erfolgte nach folgendem Schema:
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Tabelle 14:  Hamatoxylin-Eosin Farbung.

Zeitablauf [min] Lésung Ziel/ Bemerkung
8 Hamalaun Farbung der Zellkerne
schwach flieRend, bis keine Farbe mehr aus-
VE-Wasser ..
wascht
2x kurz eintauchen HCI-Alkohol Differenzieren des Hamalaun-Farbstoffes
VE-Wasser Spllen
5 Leitungswasser Blauen
1 Eosin Farben
schwach flieRend, bis keine Farbe mehr aus-
VE-Wasser ..
wascht

AnschlielRend wurden die Schnitte entwassert.

Tabelle 15:  Aufsteigende Alkoholreihe.

Zeitablauf [min] Losung Ziel/ Bemerkung

3x auf- und abtau- 70% EtOH

chen

2 96% EtOH

5 Isopropanol | aufsteigende (Alkohol-) Reihe: Entwassern
5 Isopropanol Il

5 Xylol |

5 Xylol Ii

Zuletzt wurden die Praparate mit Entellan (ein organisches Eindeckmittel) und

einem Deckglas eingedeckt und Uber Nacht unter dem Abzug getrocknet.

3.10.2.3. Alcianblau

Alcianblau ist ein wasserléslicher, basischer Phtalocyaninfarbstoff, der auf
Grund seiner positiven Ladung, mit den sauren Gruppen der Mukopolysaccha-
ride, die bei saurem pH-Wert negativ geladen sind, eine Bindung eingeht.
Dazu gehoren auch die in der Extrazellularmatrix des Knorpels enthaltene Pro-
teoglykane. Die Kernsauren werden aufgrund der MolekulgroRe der Alcian-
blaus nicht angefarbt. Das respiratorische Epithel enthalt die Mukus produzie-
renden Becherzellen. So sollte der Mukus auf den 3D-Modellen und Resekta-
ten, sowie der Knorpel in den Resektaten hellblau angefarbt und so sichtbar
gemacht (Lang 2006). Die Gegenfarbung erfolgte mit Kernechtrot, einem sau-

ren Anthrachinonfarbstoff, der die Zellkerne rot anfarbt und fir eine hellrosa
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Hintergrundfarbung sorgte (Lang 2006).

Tabelle 16:  Alcianblau Farbung.

Zeitablauf [min] Losung Ziel/ Bemerkung
3 3% Essigsaure
30 1% Alcianblau 8GX Anférben der negativ geladenen sulfa-
tierten Proteoglykane
VE-Wasser Spilen
5 Kernechtrot Anfarben der Zellkerne
VE-Wasser Spilen

Daraufhin folgten die Entwasserung mittels aufsteigender Alkoholreihe und

das Eindecken mit Entellan (entsprechend 2.10.2.2.)

3.10.2.4. Methylenblau

Die Methylenblaufarbung wurde im Institut fir Anatomie und Zellbiologie in
Wirzburg durchgefiihrt, in Vorbereitung auf die Elektronenmikroskopie. Me-
thylenblau ist ein basischer Farbstoff, der sich an das negativ geladene Chro-
matin des Zellkerns anlagert und dieses damit blau anfarbt (Lang 2006). Mit
Hilfe der Methylenblauschnitte wurden die Areale der Modelle und Resektate

ausgesucht, die fur die Elektronenmikroskopie aufbereitet wurden.

3.10.3. Immunhistochemie

Zum Nachweis bestimmter Strukturen in den Gewebemodellen wurde sich der
Immunhistochemie bedient. Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf ei-
ner spezifischen, hochaffinen Antigen-Antikdrper-Reaktion zwischen einer be-
stimmten Gewebeeigenschaft (= Epitope z.B. einer Aminosaurengruppe, einer
Oligosaccharidkette) und dem passenden Antikérper. Dieser wiederum ist an
ein Detektionssystem gekoppelt. So kdnnen schon geringe Mengen an Epitop
im Gewebe sichtbar gemacht werden (Lang 2006).

Sofern nicht anders erwahnt fanden alle Schritte der immunhistochemischen

Farbungen bei Raumtemperatur statt.
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3.10.3.1. Verwendete Antikorper

Zur Darstellung verschiedener wichtiger Komponenten des respiratorischen
Epithels wurden verschiede Antikdrper benutzt. Um ein gutes Farbeergebnis
zu erzielen, muss fur jeden Antikorper der richtige Titer eingestellt werden. Da-
mit ist die Konzentration gemeint, bei der eine mdglichst gute Zielfarbung bei
mdglichst geringer Hintergrundfarbung entsteht (Lang 2006). Zusatzlich ist auf
die Zielspezifitat (Human) der Antikorper zu achten.

Die Einsatzkonzentrationen, Zielstrukturen und Vorbehandlungen mit Pufferlo-

sungen sind Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17:  Ubersicht der verwendeten Antikorper.

Antikorper Zielstruktur Spezies Emsaltz- Behandlung
verdiinnung

anti-B-Tubulin Epithelzellen, Kinozilien Ms 1:1000 pH9

anti-Cytokeratin nicht ausdifferenzierte )

5/6 Epithelzellen (Basalzellen) Ms 1:200 PH9
nicht-neuronale Zellen

anti-Cytokeratin 18 | (Vikrovilli- Stitz- und Aus- | ) 1:100 pH 9
fliihrungsgangzellen), u.a.
differenzierte Epithelzellen

anti-Vimentin Fibroblasten Rb 1:1000 pH 6

3.10.3.2. Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Zuerst mussten die Schnitte, analog zu den histologischen Farbungen, entpa-
raffiniert und rehydratisiert werden (siehe 2.10.2.1.).

Des Weiteren war eine Demaskierung der Epitope nétig, da die Fixierung mit
den dabei entstandenen Vernetzungsreaktionen den Zugang des Primaranti-
korpers zu seinem Reaktionspartner erschwert (= Maskierung). Bei der De-
maskierung wurden diese Vernetzungen wieder aufgespalten und so der Far-
bevorgang ermdglicht (Lang 2006).

Dazu wurde HIER (heat induced epitop retrieval) benutzt. Die formalinfixierten
Schnitte wurden nach der Entparaffinierung fir 20 min mit einer speziellen Puf-
ferlésung in einem Dampfgarer gekocht. Durch die feuchte Hitze erhoht sich
die Permeabilitat im Gewebe und verbessert so den Zugang der Antikdrper zu
den Epitopen (Lang 2006). Je nach Antikorper wurde ein Citratpuffer (pH 6)
oder ein Tris/ EDTA-Puffer (pH 9) verwendet (siehe Antikdrpertabelle, Tabelle
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17).

3.10.3.3. Antikorperfarbung mit HRP-basiertem Nachweissystem

Nach der Demaskierung wurden die Schnitte in VE-Wasser uberfuhrt. Die Ge-
webeschnitte wurden mit einem Fettstift umrandet, um den Verbrauch von An-
tikdrper moglichst gering zu halten und um zu verhindern, dass Antikorperlo-
sung mit der Negativkontrolle in Kontakt kommt.

Als Wasch- und Pufferlosung wurde PBS-/ Tween-20 verwendet, welches
durch das PBS- Salzgehalt und pH-Wert konstant halt. Tween-20 dient als De-
tergens. Wahrend der Waschschritte wurden die Glasklvetten mit den Schnit-
ten auf einem Wippschuttler platziert.

Die Inkubationsschritte fanden in einer feuchten, dunklen Kammer statt, um
ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern und lichtempfindliche Reagenzien
zu schutzen.

Die Kammer wurde stets waagerecht gehalten, um ein Verlaufen die Reagen-
zien zu vermeiden. Nach jedem Waschschritt wurde der Waschpuffer von den
Objekttragern abgeklopft, um einen Verdinnungseffekt zu vermeiden.

Es wurden bei jedem Ansatz Negativkontrollen von jeder Gruppe der verschie-
denen Gewebeschnitte angelegt. Diese wurden statt mit der spezifischen
Menge Antikorper in Antikorperverdunnungslosung mit der reinen Antikor-
perverdinnungslosung Uberschichtet. Sonst wurden diese genau wie die Ub-
rigen Proben behandelt. Die Negativkontrollen dienen zum Erkennen einer

mdglichen, unspezifischen Farbung der Schnitte durch das Detektionssystem.

Das zu einem spateren Zeitpunkt verwendete Detektionssystem beruht auf ei-
ner Chromogenumsetzung mittels Enzymen. Um falsch positive Ergebnisse
zu vermeiden muss sichergestellt sein, dass keine Chromogenumsetzung
durch endogene Enzyme der angefarbten Gewebe stattgefunden hat, sondern
ausschlieBlich das Enzym des Detektionssystems dafur verantwortlich ist.
Deshalb muss die endogene Peroxidase, bei der es sich um ein solches En-
zym handelt, inaktiviert werden (Lang 2006). Dazu wurden die Schnitte fur 10

min mit 3 %igem H202 Uberschichtet und die Peroxidaseaktivitat so kompetitiv
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gehemmt.

Als Detektionssystem wurde die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxi-
dase HRP) in Kombination mit dem Chromogen DAB (3,3 -Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid) verwendet. Zur Signalverstarkung wurde die Markierung mit
HRP in zwei Schritten durchgeflhrt: Zunachst wurde ein Biotin-konjugierter
Sekundarantikdrper zugegeben (Polymer-Enhancer), danach die Avidin-ge-
koppelte HRP (HRP-Polymer). Es entstand ein Avidin-Biotin-Komplex, Uber
den nun mehrere Molekule HRP an einen Antikorper gebunden wurden. Diese
konnten so eine grélkere Menge an Chromogen (DAB) durch Oxidierung zu
einem stabilen Farbstoff umsetzen. Das Ergebnis ist eine unldsliche, stabile
Braunfarbung am Ort der Reaktion, also des zu detektierenden Antigens (Lang
2006) (Mulisch, Welsch 2010).

Zur besseren Kontrastierung und Orientierung im Gewebe wurde eine Gegen-
farbung mit Hamalaun mit anschlie3ender Blauung in Leitungswasser vorge-
nommen.

Die abschlieRende Behandlung mit der aufsteigenden Alkoholreihe und das
Eindecken erfolgten entsprechend der histologisch gefarbten Schnitte (siehe
2.10.2.2.)

Tabelle 18:  Immunhistochemische Farbung.
Zeitablauf [min] Losung Ziel/ Bemerkung
10 3% H,0, Blockierung der zelleigenen Peroxi-
dasen
5 PBS-/ Tween-20 Waschschritt
60 Primarantikorper Markierung der Epitope
3x5 PBS-/ Tween-20 Waschschritt
10 Polymer-Enhancer (Link) Biotinylierter Sekundarantikorper
3x5 PBS-/ Tween-20 Waschschritt
20 HRP-Polymer (Label) Ayidin—gekoppelte Amplifikation des
Signals
3x5 PBS-/ Tween-20 Waschschritt
3-5 DAB Farben, Detektion der Antigene
PBS-/ Tween-20 Waschschritt
30-45 sec Hamalaun Gegenfarbung (Nukleus)
60-90 sec Leitungswasser Blauen
VE Schwenken
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3.10.4. Transmissionselektronenmikroskopie

3.10.4.1. Fixierung

Die Vorbereitung zu Fixierung fur die Elektronenmikroskopie erfolgte wie die
zur Lichtmikroskopie (siehe 2.10.1.1.). Als Fixans wurde anschlieRend 0,1 M
Phosphatpuffer (PB) mit 4% PFA und 1% Glutaraldehyd zugegeben. Der PB
verdichtet das Zytoplasma, das Glutaraldehyd bewirkt eine besonders feinma-
schige Vernetzung und starkere Hartung (Lang 2006). AnschlieRend wurden
die Proben im Fixans in das Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Univer-
sitat Wirzburg gebracht und dort den Mitarbeitern zur weiteren Verarbeitung
Ubergeben. Nach Fertigstellung der Methylenblauschnitte erfolgte die Sich-
tung der Schnitte und die Auswahl der zur Elektronenmikroskopie geeigneten
Stellen, nach Anfertigung der Ultradinnschnitte und Kontrastierung mit

Uranylacetat und Bleizitrat die Elektronenmikroskopie.

3.11. Ramanspektroskopie

3.11.1. Kalibrierung des BioRam®

Da das Ramanspektrometer in den gemessenen Wellenzahlen leichte Abwei-
chungen von Messtag zu Messtag zeigen kann, muss an jedem Messtag eine
Kalibrierung mit Silicium stattfinden. Silizium hat in der Ramanspektroskopie
einen eindeutigen Peak bei 520/cm. Das 60x Objektiv mit einer Deckglaskor-
rektur von 1 mm wurde ausgewahlt und ein Siliciumplattchen auf einem 1 mm
dicken Glasobjekttrager mit Hilfe der Navigation des BioRam® im Strahlen-
gang des Lasers platziert. Im Programm wurden die Einstellungen ,single
scan“ und 1 sek bei 10 counts ausgewahlt. Der Z-Fokus wurde so eingestellt,
dass der Siliciumpeak die maximale Hohe erreichte. Wenn diese bei einem
Wert Uber 11.000 counts lag, galt die Kalibrierung als erfolgreich. Wenn nicht
wurde mit der Navigation eine andere Stelle des Plattchens ausgewahlt. Die
Wellenzahl, bei der der Peak das Maximum erreichte, wurde abgelesen und in
Messprotokoll notiert. Die Differenz dieses Wertes zu 520/cm wurde nach der

44



Messung der Zellen als Korrekturwert auf alle gemessenen Wellenzahlen an-
gewendet.

Das BioRam® besitzt eine spektrale Auflésung von 3-5 cm-?, welche durch das
instrumentale Setup gegeben ist. Das bedeutet, dass die Wellenzahlen in
Schritten von 3-5 cm! dargestellt werden. Fir die Auswertung der Ramanda-
ten bedeutet das, dass wir nicht die Unterschiede einzelner Wellenzahlen ana-
lysieren konnen, sondern Wellenzahlbereiche (z. B. von 1789 — 1793 cm™)
auswerten. Zur Auswertung biologischer Proben stellt dies jedoch kein Prob-
lem dar, weil sich die Ramansignale vieler biologischer Komponenten tber
definierte Wellenzahlbereiche erstrecken. Beispielsweise werden Lipide dem
Wellenzahlbereich 1655 — 1680 cm™ und bestimmte Aminosauren dem Wel-
lenzahlbereich 1400 — 1430 cm* zugeordnet (Talari, Movasaghi et al. 2015).

3.11.2. Messung der hTEC

Nach erfolgreicher Kalibrierung wurden die hTEC in 6 Versuchsansatzen ge-
messen. Hierbei wurde die Zellen von 5 Spendern gemessen; die Zellen eines
Spenders (HTEpC, PELOBiotech) wurden an zwei unterschiedlichen Tagen
gemessen. Dazu wurde das 60x Immersionsobjektiv mit einem Tropfen Reinst-
wasser und einer Deckglaskorrektur von 0,15 mm ausgewahlt. Als Einstellung
wurden ,accumulated und 10 sek 4 counts gewahlt. Mit Hilfe des Z-Fokus
wurden die Zellen scharf gestellt und bis zu 5 Messpunkte (je nach Verteilung
der Zellen) in das Zytoplasma jeweils einer Zelle gesetzt und die Messung
gestartet. Der optische Fokus des BioRam® entspricht dem Laserfokus. Nach
jeder Messung wurde die Datei gespeichert. Es wurden Bildschirmfotos der
hTEC mit Messpunkten angefertigt. In jeder Gruppe (Control, Tohama I,
Bp347) wurden 180 Messungen getatigt und es wurde ein nicht destruktiver
Laser (785 nm) verwendet. Diese Bedingungen ermdglichen es, viable Zellen

in Kultur zu messen ohne diese zu schadigen (Charwat, Schutze et al. 2015).
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3.11.3. Datenvorbehandlung und -analyse

Die Vorbehandlung der Messdaten, die am Ramanspektroskop erzeugt wur-
den, erfolgte zuerst Uber die BioRam®-Software. Zur Reduzierung der Hinter-
grundspektren, die durch Glas erzeugt werden, wurde eine Basislinienkorrek-
tur angewendet. Der gesamte Datensatz wurde auf den Wellenzahlbereich
von 600 — 1801 cm™" reduziert, da dieser Bereich ein hohes Maf an biologi-
schen Informationen beinhaltet (Talari, Movasaghi et al. 2015). Die sich an-
schlieRende Datenvorbehandlung und die multivariate Datenanalyse erfolgten
mit der Software The Unscrambler® X (CAMO Software AS, Oslo, Norwegen).
Um Hintergrund-Spikes zu eliminieren, wurde ein Medianfilter verwendet und
fur eine Ubersichtlichere Darstellung der Daten eine Einheitsvektornormierung
durchgefuhrt. AnschlieRBend wurden Hauptkomponentenanalysen (PCA)
durchgefuhrt.

Die PCA ist ein Verfahren zur Analyse multivariater Datensatze. Sie reduziert,
vereinfacht und strukturiert die sehr komplexe Spektreninformation der in die-
ser Arbeit erhaltenen Datenmatrix (540 x 275). Diese Datenmatrix setzt sich
aus 3 x 180 Messungen (=540) mit jeweils 275 Einzelmesswerten Uber den
Wellenzahlbereich von 600 — 1801 cm™ zusammen. Das Ziel der PCA ist, die
relevantesten Informationen eines multivariaten Datensatzes zu extrahieren
und diese Informationen in Form einer geringeren Anzahl an Variablen, den
Hauptkomponenten (PC), auszudricken. Hierbei erklart die erste PC den
gréflten Teil der Varianz des urspringlichen Datensatzes (in %). Die 2. PC klart
so viel Restvarianz wie moglich auf. Dieses Verfahren wird so lange durchge-
fuhrt, bis theoretisch die Gesamtvarianz aller Daten durch PCs erklart ist. Die
berechneten PCs beschreiben ein neues Koordinatensystem mit neuen Koor-
dinaten, die scores genannt werden. Die scores haben keine Einheiten. Im
s0g. scores plot lassen sich z. B. 2 verschiedene PCs gegenuberstellen und
man kann prufen, ob sich die Datenpunkte Uber diese PCs auftrennen lassen.
In den sog. loadings plots der PCA kann man ablesen, welche Wellenzahlen
fur die Datenauftrennung verantwortlich sind. Fir jede PC gibt es einen zuge-
horigen loadings plot.

Zusatzlich wurden fur jede Behandlungsgruppe (Control, Tohama |, Bp347) die
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Mittelwertspektren erstellt und vergleichend analysiert.
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4. Ergebnisse

4.1. 3D- Modell

4.1.1. Morphologie

Wahrend der Reifung wurden die Gewebemodelle makroskopisch kontrolliert.
Bei 20% der Modelle (4/21 Zellkronen) traten im Laufe der Reifung Locher in
der Matrix auf, wobei in einem Fall auch ein Abrutschen der Matrix von der
Zellkrone ursachlich sein konnte. Obwohl diese die Barrierefunktion des
Epithels beeintrachtigten, wurden auch diese Modelle morphologisch analy-

siert und fur Inkubationen verwendet.

4.1.1.1. Lichtmikroskopie

Die Gewebemodelle, die aus den selbst isolierten hTEC und hBF aufgebaut
wurden, wurden mit Hilfe von histologischen und immunhistochemischen Far-
bungen untersucht (Abb. 8 C-F) und mit Bronchusgewebe verglichen (Abb. 8
A, B). In allen histologischen Farbungen ist der typische Schichtaufbau des
respiratorischen Epithels erkennbar. Auch erkennt man neben Kinozilien tra-
genden Epithelzellen (Abb. 8 A-1, B-1, E-1) (die eindeutige Identifikation der
Kinozilien brachte die Elektronenmikroskopie) auch schleimgefullte Becherzel-
len (in der Alcianblaufarbung blau) (Abb. 8, A, C, E-2).
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Gewebemodell Bronchusgewebe

Gewebemodell

Abbildung 8: Histologische Farbungen von Bronchusgewebe (A, B) und dem 3D-Modell
(C - F): Alcianblaufarbung (A, C, E); HE-Farbung (B, D); Methylenblaufarbung (F) mit Kino-
zilien tragenden Epithelzellen (1) und Becherzellen (2), aber auch Einschliisse von Epithel-

zellen in der Matrix (3).

In den Modellen sind einige Einschliusse von Epithelzellen im Bereich der Mat-
rix zu erkennen, die keine in vivo Entsprechung haben (Abb. 8 C-3, E-3). Auch
ist die Dicke des Epithels teilweise ungleichmaRig.
Bei der Zellisolation nach der Auswachsmethode, wie sie in diesem Projekt

verwendet wurde, findet keine sichere Selektion des gewlnschten Zelltyps
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statt. Darum wurden immunhistochemische Farbungen durchgefihrt, um die
einzelnen Zelltypen zuverlassig zu identifizieren.

Wiederrum wurden die gefarbten Schnitte der Gewebemodelle (Abb. 9 B, D,
F, H) ebenso behandelten Schnitten von Bronchusgewebe (Abb. 9 A, C, E, G)
gegenubergestellt.

Es ist zu erkennen, dass mit CK 18 die apikalen, also differenzierten Zellen
gefarbt sind (Abb. 9 A, B). CK 5/6 farbt die basal liegenden Zellen und die
Epithelzelleinschusse, in denen sich die Zellen nicht differenzieren konnten
(Abb. 9 C, D). Da beide Farbungen spezifisch fur die Epithelzellen sind, erbrin-
gen sie aul’erdem den endgultigen Beweis, dass bei der Isolation nach Aus-
wachsmethode tatsachlich Epithelzellen isoliert wurden.

In der Farbung mittels B-Tubulin zeigt sich eine stark gefarbte Schicht apikal
der Epithelzellen. B-Tubulin farbt v.a. Kinozilien und das Zytoskelett und bringt
so, neben den TEM-Aufnahmen, den Nachweis von Kinozilien (Abb. 9 E, F).
Die mit Vimentin gefarbten Fibroblasten sind ausschlielich in der Matrix, nicht
in der Epithelschicht zu finden (Abb. 9 G, H). Lediglich beim Resektat ist etwas
Farbstoff apikal auf die Zellen aufgelagert (Abb. 9 G). AuRerdem dient diese
Farbung, analog zu den CK 18- und CK 5/6- Farbungen fiir die hTEC, dazu,

die Isolierten hBF eindeutig als solche zu identifizieren.
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Bronchusgewebe Gewebemodell

Abbildung 9: Histologische Charakterisierung von Bronchusbiopsat und Gewebemodell.
Bronchusgewebe (linke Spalte) und Gewebemodell (rechte Spalte) im Vergleich mit im-
munhistochemischen Farbungen: (A, B): Cytokeratin (CK) 18, (C, D): CK 5/6, (E, F): B-Tu-
bulin, (G, H): Vimentin, farbt die Fibroblasten.

51



Es entstanden insgesamt 21 Gewebemodelle, verteilt auf 5 Ansatze.

4.1.1.2. TEM

Auf ultrastruktureller Ebene konnte ebenfalls eine hohe Korrelation zwischen
den in vitro-Modellen und der in vivo-Situation beobachtet werden (Abb.10). In
den elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist ein intakter Zellverband er-
kennbar (Abb. 10 A, B). An charakteristischen Merkmalen des respiratorischen
Epithels sind Schleim-sezernierende Becherzellen (Abb. 10 A-1), Kinozilien
(Abb. 10 C-2) und Mikrovilli (Abb. 10 C-3) sowie die fir jedes Epithel entschei-
denden Tight junctions (Abb. 10 D-5, E-5) zu erkennen. Mitochondrien (Abb.
10 C-4) sind ebenfalls zu erkennen. In der Matrix sind die Fibroblasten und
Kollagenfibrillen (Abb. 10 F-6) zu erkennen.
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Abbildung 10: Elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Gewebemodells. Ein intakter
Zellverband (A, B) mit Becherzellen (A-1), Kinozilien (C-2), Mikrovilli (C-3), Tight junctions
(D-5, E-5) und Mitochondrien (C-4); Fibroblasten und Kollagenfibrillen (F-6) in der Matrix.
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4.1.2. Zellzahloptimierung

Trotz der bereits vorhandenen, hohen in vivo - in vitro- Korrelation sind in der
strukturellen und ultrastrukturellen Analyse noch einige, oben bereits kurz er-
wahnte Schwachen aufgefallen, die mich zu einer Anpassung der Zellzahlen
veranlasst haben.

Die Einschlisse von Epithelzellen in der Matrix lieRen uns die Zellzahl der
Epithelzellen von 400.000 auf 200.000 Zellen pro Zellkrone reduzieren.

Far die Locher, die im Laufe der Reifung in der Matrix entstanden, wurde ein
zu starkes Remodeling durch die Fibroblasten als Ursache angenommen. Eine
Reduktion der Fibroblastenzahl sollte dies verhindern. Da eine gewisse Anzahl
an Fibroblasten jedoch fur die Differenzierung der Epithelzellen nétig ist, wur-
den einmalig Modelle mit 10.000, 20.000 und 50.000 aufgebaut und verglichen
(Abb. 11).

1001

Abbildung 11: Zellzahloptimierung (N=1): 200.000 hTEC mit 10.000 hBF (A), 20.000 hBF
(B) und 50.000 hBF (C). Nur in (C) ist die typische Epithelschicht zu erkennen.

Ein Modell mit 200.000 hTEC und 50.000 hBF wurde nach dieser Versuchs-
reihe als optimal angesehen.

4.1.3. Imitation einer Infektion im 3D-Modell

Parallel zur Optimierung des 3D-Modells fanden die Inkubationsversuche statt.
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Abbildung 12: Gewebemodell nach der Inkubation mit dem Uberstand von B. pertussis
Tohama I.

Nach der Inkubation mit den Bakterienuberstanden traten an den 3D-Modellen
eine Reihe morphologischer Veranderungen auf, die im unbehandelten Modell
und der Kontrollgruppe nicht zu finden sind (Abb. 12, vgl. Abb. 10). In einigen
Epithelzellen ist die Bildung zahlreiche Vakuolen zu beobachten (Abb. 12 A-
1). In Abb. 12 B kann man eine Zelle erkennen, die aus dem Zellverband aus-
tritt, eine sogenannte Zellextrusion. Abb. 12 C zeigt die komplette Zerstérung
einer Epithelzelle und als Folge davon eine Unterbrechung der Epithelbarriere.
In den veranderten Zellen ist eine am ehesten als Schwellung zu beschrei-
bende Formanderung der Mitochondrien zu beobachten (Abb. 12 C-2). Zu-
satzlich konnte ein nahezu vollstandiger Verlust der Kinozilien nach dem Inku-

bationsversuch beobachtet werden.
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4.2. Raman Spektroskopie

Da bei den Inkubationsversuchen fur die Ramanspektroskopie mit den primaren
hTEC gearbeitet wurde, ist es fur die Interpretation der Daten, insbesondere fiir
den Vergleich der verschiedenen Messungen mit Zellen verschiedener Spen-
der, wichtig, dass es keine messbaren Unterschiede zwischen den verschiede-
nen Spendern gibt, welche die Effekte der Inkubation mit den bakteriellen Uber-
standen uberlagern konnten. Die Versuchsansatze sind im Folgenden mit 1-6
nummeriert. Es handelt sich um 6 unterschiedliche Stichproben von insgesamt
5 Spendern. Die kommerziell erworbenen Zellen (HTEpC, Pelobiotech) wurden

an 2 unterschiedlichen Messtagen gemessen (entspricht Stichprobe 1 und 2).

Die erste Hauptkomponentenanalyse (PCA, Abb. 13) umfasst alle Versuchs-
ansatze 1-6, wobei die Datenpunkte bzgl. der Behandlung (Control, Tohama |,
Bp347) gruppiert wurden. Die Kontrollmessungen der Versuchsansatze 1-5
lieRen sich tber die Hauptkomponente 2 (PC-2) von den Behandlungsgruppen
(Tohama | und Bp347) weitestgehend unterscheiden. Im Versuchsansatz 6
(umkreiste Datenpunkte in Abb. 13) unterschieden sich die Kontrollmessungen
nicht von den Behandlungsgruppen. Die PC-2 erklart 22% der Gesamtvarianz

und scheint die Datenauftrennung nach Behandlungsgruppen zu beschreiben.
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Abbildung 13: Scores plot der Hauptkomponentenanalyse (PCA) aller 6 Versuchsansatze.
Die Kontrollgruppe grenzt sich weitestgehend von den Behandlungsgruppen (Tohama | und

Bp347) ab. Umkreiste Datenpunkte zeigen Ansatz Nummer 6.
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AnschlielRend wurde mittels PCA Uberprtft, ob sich die Messdaten anhand der
unterschiedlichen Versuchsansatze (1-6) auftrennen lassen. Uber die PC-1
trennt sich der Versuchsansatz 6 vom Grolteil der Ubrigen Versuchsansatze
ab. Weiterhin zeigen alle Gruppen eine geringe Auftrennung auf der PC-2, wel-
che auf die spenderabhangige, biologische Variabilitat zurickzuflihren sein
kann (Abb. 14).
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Abbildung 14: Scores plot der PCA mit Gruppierung der unterschiedlichen Versuchsan-
satze 1-6

Im Verlauf der Ramanmessungen des Versuchsansatzes 6 wurde festgestellt,
dass beim Aufbringen des Reinstwassers auf das Objektiv des BioRam® eine
verunreinigte Pipettenspitze verwendet wurde. Diese Verunreinigung flhrte
dazu, dass sich der Wassertropfen leicht verfarbte und somit die Messergeb-
nisse beeinflusste. Dieser Umstand bietet eine plausible Erklarung, warum
sich die Datenpunkte des Versuchsansatzes 6 von den Ubrigen Versuchsan-
satzen abgrenzen und legitimieren den Ausschluss aus der weiteren Auswer-
tung.

AnschlielRend wurde unter Ausschluss von Ansatz Nr. 6 eine PCA durchgefuhrt
und die Datenpunkte wurden bzgl. der Behandlung (Control, Tohama |, Bp347)
gruppiert. Ein GroRteil der Datenpunkte behandelter Zellen grenzen sich Gber
die PC-1 von den Datenpunkten nicht behandelter Zellen ab (Abb. 15). Die
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PC-1 umfasst hier 46% der Gesamtvarianz, was fur biologische Proben be-
achtlich ist.
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Abbildung 15: Scores plot der PCA mit Gruppierung der Datensatze bzgl. der Behandlung
(Control, Tohama |, Bp347) unter Ausschluss des Versuchsansatzes 6.

Abbildung 16 zeigt denselben scores plot wie Abbildung 15, jedoch sind hier
die Datenpunkte nicht bzgl. der Behandlung (Control, Tohama | und Bp347),
sondern bzgl. der Versuchsansatze 1-5 gruppiert. Die Daten zeigen, dass eine
Trennung der Versuchsansatze uber die PC-1 nicht moglich ist. Das bedeutet,
dass PC-1 eine Unterscheidung zwischen behandelten und nicht behandelten
Zellen ermdglicht und die unterschiedlichen Versuchsansatze keinen Einfluss
auf diese Datenauftrennung haben. Eine Auftrennung der Datenpunkte der un-
terschiedlichen Versuchsansatze (1-5) ist hingegen auf der PC-2, die 11% der
Gesamtvarianz beschreibt, zu beobachten (Abb. 16).
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Abbildung 16: Scores plot der PCA mit Gruppierung der Datensatze bzgl. der Versuchsan-
satze 1-5

Fir jede Behandlung (Control, Tohama I, Bp347) wurde mit jeweils 2 unter-
schiedlichen Uberstanden gearbeitet. Um zu analysieren, ob die Verwendung
von Uberstanden unterschiedlicher Chargen die Messergebnisse beeinflusst,
wurde derselbe scores plot wie in Abb. 15 und 16 verwendet, jedoch wurden
die Datenséatze bzgl. der verwendeten Uberstéande gruppiert (Abb. 17).

Die beiden Kontrolliberstande haben keinen Effekt auf die Auftrennung der
Datenpunkte tber die PC-1. Beide Uberstande des Tohama | Stammes sorgen
zum Grol3teil fur eine Abgrenzung Uber die PC-1 von den Datenpunkten der
Kontrolliberstande, ebenso der Uberstand 1 der B. pertussis 347 Mutante.
Das bestatigt, dass die PC-1 die Behandlungsgruppen abbildet. Der U2 Bp347
hingegen zeigt keinen Effekt und wurde deshalb von allen weiteren Analysen
ausgeschlossen (Abb. 17).
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Abbildung 17: Scores plot der PCA mit Gruppierung der Datensatze bzgl. der verwendeten
Uberstéande

Unter Ausschluss des U2 Bp347 wurde erneut eine PCA durchgefiihrt (Abb.
18). Es ist zu erkennen, dass die Behandlung mit den bakteriellen Uberstan-
den zu einer Auftrennung der Datenpunkte Uber die PC-1 fuhren. Ein wesent-
licher Teil der Datenpunkte behandelter Zellen grenzt sich von nicht behandel-
ten Kontrollzellen ab (Abb. 18).
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Abbildung 18: Scores plot der PCA mit Gruppierung der Datensatze bzgl. der verwendeten
Uberstande unter Ausschluss des U2 Bp347.

Abbildung 19 zeigt denselben scores plot wie die Abb. 18 mit dem Unterschied,

dass die Datenpunkte bzgl. der Versuchsansatze (1-5) gruppiert sind. Eine
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Trennung der Ansatze Uber die PC-2 wie in Abb. 16 ist nicht mehr zu beobach-
ten.
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Abbildung 19: Scores plot der PCA mit Gruppierung der Datensétze bzgl. der Versuchsan-
sétze

Abb. 20 zeigt denselben scores plot wie Abb. 18 und 19 mit dem Unterschied,
dass hier die Datenpunkte bzgl. der Behandlungsgruppen (Control, Tohama |,
Bp347) dargestellt sind. Auch hier zeigt sich, dass sich ein Grol3teil der Daten-
punkte behandelter Zellen von nicht behandelten Kontrollzellen tGber die PC-1
abgrenzen. Die Datenpunkte der mit Tohama I-Uberstdnden behandelten Zel-

len grenzen sich nicht von mit Bp347 behandelten Zellen ab.
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Abbildung 20: Scores plot der PCA mit Gruppierung der Datensatze bzgl. der Behandlung
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Die PCA umfasst nicht nur die in Abb. 13 — 20 dargestellten scores plots, son-
dern auch sog. loadings plots. Abb. 21 zeigt den zu Abb. 20 zugehorigen loa-
dings plot der PC-1. Hier lasst sich ablesen, welche Wellenzahlbereiche flur
die Auftrennung der Datenpunkte im scores plot Uber die PC-1 ausschlagge-
bend sind. Je héher ein Betrag auf der Y-Achse des loadings plots ist, desto
relevanter ist dieser fur die Auftrennung der Datenpunkte im scores plot. Als
relevant wurden Loadingswerte = 0,1 bzw. < -0,1 definiert. Als relevant wurden
die Wellenzahlbereiche von 1667 — 1675 cm-', von 1464 — 1472 cm™ und von
940 — 944 cm" eingestuft. Im Wellenzahlbereich von 1389 — 1401 cm™' weist
das Objekttragerglas einen charakteristischen Raman-Peak auf und wird da-
her in der Auswertung nicht bericksichtigt.

Befindet sich beispielsweise ein Wellenzahlbereich im loadings plot der PC-1
im positiven Bereich (> 0) und Datenpunkte im dazugehdrigen scores plot
ebenso im positiven Bereich auf der X-Achse (PC-1), so sind die Datenpunkte
im scores plot fur den entsprechenden Wellenzahlbereich im loadings plot als
uberdurchschnittlich anzusehen (+ * + ergbit +). Befindet sich ein Wellenzahl-
bereich im loadings plot im negativen Bereich (< 0) und Datenpunkte im dazu-
gehorigen scores plot ebenso im negativen Bereich auf der X-Achse (PC-1),
so sind die Datenpunkte im scores plot fur den entsprechenden Wellenzahlbe-
reich im loadings plot ebenfalls als Uberdurchschnittlich anzusehen (— * —
ergibt +). Um diese Zusammenhange zu veranschaulichen, wurden fur die drei
Gruppen (Control, Tohama | und Bp347) zusatzlich die Mittelwertspektren er-
stellt (Abb. 22).
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Abbildung 21: Loadings plot der PC-1, passend zum scores plot in Abb. 20

Analog zum loadings plot in Abb. 21 ist hier zu sehen, dass die Wellenzahlbe-
reiche von 1667 — 1675 cm™, von 1464 — 1472 cm™ und von 940 — 944 cm-!
relevant sind, um die Kontrollgruppe von den Behandlungsgruppen zu unter-
scheiden (Abb. 22, s. Pfeile). Die Ramanpeaks in den Wellenzahlbereichen
von 1667 — 1675 cm™ und 1464 — 1472 cm™' sind in den Behandlungsgruppen
hoéher als in der Kontrollgruppe (positive Loadingswerte, s. Abb.21 und Daten-
punkte der Behandlungsgruppen im scores plot sind hauptsachlich im positi-
ven Bereich auf der X-Achse (PC-1), s. Abb. 20, bedeutet Uberdurchschnittlich
im Vergleich). Der Ramanpeak im Wellenzahlbereich von 940 — 944 cm ist in
der Kontrollgruppe hoher als in den Behandlungsgruppen (negative Loadings-
werte und Datenpunkte im scores plot im negativen Bereich auf der PC-1 be-

deutet Uberdurchschnittlich im Vergleich).
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Abbildung 22: Mittelwertspektren der Versuchsgruppen. Die Wellenzahlbereiche mit den
relevanten Unterschieden (Control vs. Behandlungsgruppe) sind durch Pfeile gekennzeich-

net.
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5. Diskussion

Bei der Erforschung von obligat humanpathogenen Erregern wie Bordetella
pertussis ist man bisher auf Tiermodelle angewiesen, die aber nur einge-
schrankt geeignet sind. In den letzten Jahren steigt die Inzidenz des durch B.
pertussis verursachten Keuchhustens wieder deutlich an. Es wird vermutet,
dass der aktuell verwendete Impfstoff seine Wirkung zunehmend verliert
(Clark 2014). Deshalb werden fur die Erforschung der B. pertussis-Infektion
sowie fur die Behandlung des Keuchhustens dringend neue Untersuchungs-
modelle bendtigt.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Gewebemodell aus humanen Primarzellen
entwickelt, das die in vivo-Situation des respiratorischen Epithels mdglichst
exakt darstellt. Dieses Gewebemodell wird dann in vitro mit B. pertussis infi-
ziert, um seine Eignung als Untersuchungsmodell zu Uberprifen. Zusatzlich
wird die Ramanspektroskopie darauf Uberpruft, ob mit ihr der Infektionsvor-
gang in dem entwickelten Gewebemodell dargestellt werden kann.

Das 3D Testsystem der humanen Atemwegschleimhaut zeigte sowohl auf
lichtmikroskopischer als auch auf ultrastruktureller Ebene eine hohe in vitro -
in vivo-Korrelation. Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte deutliche
morphologische Veranderungen nach der Inkubation mit den B. pertussis
Uberstanden, wie z.B. ein Aufbrechen des Epithelzellverbands und den Verlust
der Kinozilien. Mittels der Ramanspektroskopie lielien sich die Spektren un-
behandelter Zellen von solchen unterscheiden, die zuvor mit bakteriellen Uber-
standen von Tohama | und Bp347 inkubiert wurden. Somit zeigte sich die Ra-
manspektroskopie sensitiv fur intrazellulare Infektionsfolgen.

Die durchgefuihrten Infektionsstudien sind aufgrund der relativ geringen Stich-
probengrofRe als ein ,Proof of Principle” zu werten. Das entwickelte 3D-Gewe-
bemodell und die Ramanspektroskopie sind geeignet eine Pertussisinfektion

in vitro zu untersuchen.
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Andere Arbeitsgruppen haben Gewebemodelle flir das Atemwegsepithel ent-
wickelt, die ebenfalls auf dem Prinzip einer Air-Liquid-Kultur beruhen und hu-
mane Primarzellen verwenden (Haghi, Hittinger et al. 2015). Einige Modelle
sind bereits kommerziell zu erwerben. Auch ein Modell mit einer Cokultur aus
Epithelzellen und Fibroblasten existiert bereits (Hayden, Klausner et al.
2004). Unser Modell unterscheidet sich von anderen Modellen darin, dass wir
statt einer Kollagenmatrix und einer starren, porésen Membran eine biologi-
sche Matrix verwenden, die an biologischen Prozessen teilnehmen kann.

FUr die Ramanspektroskopie wurde bereits gezeigt, dass sie verschiedene
Zustande von lebenden Zellen differenzieren kann, z.B. die verschiedenen
Phasen des Zellzyklus (Schie, Huser 2013). Die im Rahmen dieser For-
schungsarbeit durchgefuhrte Analyse von Infektionsvorgangen, insbesondere

der Infektion mit Bordetella pertussis, ist ein neues Anwendungsgebiet.

Durch die Verwendung von Spenderzellen wird in dem von uns geschaffenen
Modell die naturliche Heterogenitat und Variabilitat abgebildet, die auch als
spenderabhangige Auftrennung der Messpunke in Abb. 16 auf der PC-2 abge-
bildet wird. Spenderabhangige Varianz in der Ramenspektroskopie ist in der
Literatur bereits vorbeschrieben (llyushina, Dickensheets et al. 2019). Fir eine
Standardisierung der 3D-Gewebemodelle als in vitro Untersuchungsverfahren
konnten die Modelle alternativ aus Zelllinien aufgebaut werden.

Die Zellen werden durch immunhistochemische Farbungen identifiziert, jedoch
findet bei der Zellisolation keine sichere Selektion von hTEC und hBF statt.
Deshalb ist eine Verunreinigung der Zellpopulationen beispielsweise mit Im-
munzellen moglich. Fir eine Reinheitskontrolle der Zellkulturen, beispielsweise
mittels der Durchflusszytometrie (FACS-Sorting), ware eine deutlich héhere
Zellzahl erforderlich gewesen. Die fur die Reinheitskontrolle verwendeten Zellen
waren fur den Aufbau des Gewebemodells verloren gegangen, sodass insge-
samt die Kultivierung der Primarzellen in eine hohere Passage ndtig gewesen
ware. Somit hétte sich unweigerlich auch das Risiko fur eine hohere Anzahl an
avitalen Zellen oder Zellen mit veranderter Morphologie und Physiologie erhdht.

Beispielsweise sollten hTEC nur bis zur 3. Passage verwendet werden
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(Widdicombe, Sachs et al. 2005). Deshalb wurde in der vorliegenden For-
schungsarbeit auf die Reinheitskontrolle zu Gunsten der niedrigeren Passagen-
zahl verzichtet. Hinzu kommt, dass Zellarten, die die Kultur verunreinigen, auch
dem Resektat entstammen und somit auch in vivo im Atemweg vorkommen. In-
wieweit eine relevante Verunreinigung der primaren Zellkultur mit immunkompe-
tenten Zellen vorliegt, ist unklar. Da Immunzellen jedoch sehr spezifische Kulti-
vierungsbedingungen bendtigen und in AECG als Kulturmedium in der Regel
nicht tberleben, ist ihr Beitrag zu einer Verunreinigung eher unwahrscheinlich.
Andere Arbeitsgruppen haben auRerdem mittels Immunfluoreszenz gezeigt,
dass die auswachsenden Zellen bei vergleichbaren Isolationsverfahren grof3-

tenteils Epithelzellen sind (Yaghi, Zaman et al. 2010).

Um die Gewebemodelle zuklnftig als standardisierte Testsystem anbieten zu
koénnen, ist eine Standardisierung der verwendeten Zellen unbedingt erfor-
derlich. Deshalb sollen in kuinftigen Forschungsansatzen die isolierten Pri-
marzellen in Bezug auf ihre Reinheit, Verdopplungszeit und Vitalitat in ver-
schieden Passagen untersucht und standardisiert werden. Eine gewisse phy-
siologische Variabilitat der Isolate wird auf Grund der Variabilitat der Spender
(Genetik und Epigenetik) nicht zu vermeiden sein.

Wir nehmen fur unsere Versuche an, dass die Virulenzfaktoren von Bordetella
pertussis in den Uberstanden der Bakterienkulturen enthalten sind. Ein Nach-
weis der einzelnen Toxine in den Uberstadnden oder gar eine Messung ihrer
Konzentration fand jedoch nicht statt. Zusatzlich wurden fur die einzelnen In-
kubationen Uberstande von 2 verschiedenen Bakterienkultur verwendet. Des-
halb muss davon ausgegangen werden, dass die Toxinkonzentrationen zwi-
schen den einzelnen Versuchen variiert. Eine geringe Toxinkonzentration im
Uberstand, die z.B. durch Probleme bei der Abnahme der Uberstande, des
Transports oder bereits beim Wachstum der Baketerin in Kultur verursacht
werden kdénnen, kann dazu gefihrt haben, dass die Inkubation mit einem der
Bp347-Uberstande in der Ramanspektroskopie zu keinen messbaren Veran-
derungen geflihrt hat. Auch die Messreihe, in der der Strahlengang mit rotem

Farbstoff verunreinigt war, zeigt, wie sensitiv die Ramanspektroskopie auf Ab-
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weichungen im Versuchsaufbau reagiert. Umso wichtiger ist es, die experi-
mentellen Konditionen bei alles Versuchsansatzen zu standardisieren und da-
mit so vergleichbar wie moglich zu halten, da bereits kleine Unterschiede im
Messprotokoll oder in der Probenvorbereitung die Ergebnisse beeinflussen
kénnen. Der ,Proof of Principle“ wurde dennoch erbracht.

Im Rahmen der Standardisierung muss eine genaue Analyse der Zusammen-
setzung der Bakterienlberstande angestrebt werden. Ein anderer Ansatz ware

es, sich stattdessen der Arbeit mit vitalen Bordetellen am Modell zuzuwenden.

Im Verlauf der Kultivierung traten bei einigen 3D-Modellen Lécher in der Matrix
auf. Dieses Problem trat neu auf, als wir zum Aufbau der Gewebemodelle erst-
malig beide Primarzellen vom selben Spender verwendeten. Wir vermuten,
dass die Locher durch eine ausgepragtere Interaktion der Zellen untereinan-
der, und somit durch verstarkte Remodeling-Prozesse der Matrix durch die
Fibroblasten, entstehen. Bereits beschrieben ist, dass Fibroblasten durch Kon-
traktionskrafte eine auf Gel basierende Kollagenmatrix nicht nur verformen
kénnen, sondern auch fur die Entstehung von Léchern sorgen kénnen (Klein
2009 ), (Stopak, Harris 1982). Mit der Reduktion der Anzahl an Fibroblasten
konnte dieses Problem im Verlauf behoben werden.

Um im Rahmen dieser Arbeit zu zeigen, dass das auf Primarzellen basierende
Epithelmodell grundsatzlich in der Lage ist auf die Inkubation mit Pertussis-
toxinen zu reagieren, wurde dieses Problem als nachrangig angesehen. Da-
rum wurden auch Gewebemodelle mit Léchern in die Auswertung mit einbe-
zogen. Bei der Auswertung der imitierten Infektion an diesen Modellen muss
jedoch bedacht werden, dass die Toxine nicht wie bei der in vivo Infektion das
Epithel nur von der apikalen Seite angreifen konnten, sondern durch die L6-
cher auch auf die basale Seite gelangt sind. Somit wurde die essenzielle Bar-
rierefunktion des Epithels umgangen.

Grundsatzlich sollte ein als Testsystem verwendetes Gewebemodell bei unter-
schiedlichen Versuchsansatzen eine reproduzierbare Barriereintegritat auf-
weisen. Dazu wurde in dem vorliegenden Forschungsprojekt die Messung des
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transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER-Wert) als geeignete Me-
thode identifiziert, wenngleich sie aufgrund zuvor beschriebenen Problematik
noch nicht erfolgreich umgesetzt werden konnte (Haghi, Young et al. 2010),
(Haghi, Hittinger et al. 2015). Auch Anbieter anderer Atemwegsepithelmodelle
verwenden die Messung des TEER-Werts als Qualitatskontrolle
(http://www.epithelix.com/ , www.mattek.com).

Bei 50% der untersuchten 3D-Gewebemodelle konnte unter dem Elektronen-
mikroskop keine zufriedenstellende Epithelstruktur dargestellt werden. Unklar
ist, ob das Problem schon in der Reifung dieser Modelle bestand und sie somit
keine Epithelschicht ausgebildet haben, oder ob diese im Rahmen der Aufbe-

reitung zerstort wurde.

5.1. Inkubationsversuche im 3D-Modell

Die Folgen der Inkubationen der 3D-Modelle mit den Uberstanden lassen sich
durch die Wirkungsweise verschiedener B. pertussis Toxine gut erklaren. Ein
Vergleich mit einem mit vitalen Bordetellen infizierten Bronchusresektat zeigt,
dass sich dort nach der Infektion dieselben morphologischen Anderungen wie
in 3.1.3. beschrieben, zeigen: Vakuolenbildung, Zellextrusion und ein Aufbruch
des Zellverbandes. Einzig der Verlust der Kinozilien konnte nur im 3D Gewe-
bemodell beobachtet werden (Steinke, Gross et al. 2014).

Eine verstarkte Vakuolenbildung und eine Schwellung der Mitochondrien, wie
sie im Gewebemodell auftraten, konnen als typisches Zeichen fur einen nek-
rotischen Zelltod gewertet werden (Shen, Vandenabeele 2014). Sowohl die
Zellextrusionen, als auch der nahezu vollstandiger Verlust der Kinozilien sind
vorbeschriebene Effekte des TCT (Wilson, Read et al. 1991).

Die komplette Zerstdrung einer Epithelzelle bedeutet, dass das Epithel bei der
Infektion seine Barrierefunktion verliert.

Diese Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen: In einer
Versuchsreihe, die die Adhasion von B. pertussis an primare respiratorische
Epithelzellen und Zellreihen untersucht, wurden zytoskelettale Veranderungen
wie die Rarefizierung der Kinozilien und eine Abflachung der Epithelzellen be-
schrieben. Auch die Ablosung einzelner Zellen aus dem Zellverband wurde
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beobachtet (Guevara, Zhang et al. 2016).

5.2. Ramanspektroskopie und Multivariate Datenanalyse

Die Nutzung des BioRam® bietet einige Vor- und Nachteile: Das BioRam®
wurde speziell fur die Analyse von biologischem, viablem, Material konzipiert.
Zur Anregung der Proben verwendet es einen 785 nm Laser, der fur biologi-
sches Material nicht destruktiv ist (Charwat, Schutze et al. 2015). Andere Ra-
manspektroskope sind gewdhnlich mit starkeren Lasern, z. B. 532 nm ausge-
stattet. Mit einer Anregung bei dieser Wellenlage lassen sich wesentlich sen-
sitivere Ergebnisse, also detaillierter Peaks und i.d.R. auch hohere Peaks, als
mit einem 785 nm Laser generieren. Allerdings wurde ein Laserstrahl von 532
nm Zellen und Gewebe irreversibel schadigen. Solche Raman-Setups sind
beispielsweise eher fur fixierte, also nicht viable, biologische Proben oder che-
misches Material geeignet.

Weiterhin besitzt das BioRam® eine spektrale Auflésung von 3-5 cm™, welche
durch das instrumentale Setup gegeben ist. Fir die Auswertung der Raman-
daten bedeutet das, dass wir nicht die Unterschiede einzelner Wellenzahlen
analysieren konnen, sondern Wellenzahlbereiche (z. B. von 1789 — 1793 cm-
1) auswerten. Zur Auswertung biologischer Proben stellt dies jedoch kein Prob-
lem dar, weil sich die Ramansignale vieler biologischer Komponenten tber
definierte Wellenzahlbereiche erstrecken.

Die Auswertung der erhobenen Daten deuten darauf hin, dass man mittels Ra-
manspektroskopie die Folgen einer Inkubation mit B. pertussis Uberstanden
analysieren kann. Da die Mutante Bp347 zwar das TCT, aber keine Bvg-asso-
ziierten Toxine produzieren kann, sich die mit Tohama | Uberstanden behan-
delten Zellen jedoch nicht von denen, die mit Bp347 Uberstand behandelt wur-
den, in der PCA trennen lassen, gibt einen Hinweis darauf, dass die gemesse-
nen Effekte hauptsachlich auf der Wirkung des TCT beruhen kénnten.
Relevante Unterschiede zwischen nicht behandelten und mit B. pertussis
Uberstanden behandelten Zellen wurden in den Wellenzahlbereichen von
1667 — 1675 cm™, von 1464 — 1472 cm™" und von 940 — 944 cm' gefunden.
Die Wellenzahlbereiche von 1655-1680 cm™' und von 1464-1472 cm™' kbnnen
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Lipiden zugeordnet werden (Talari, Movasaghi et al. 2015). Ein Grolteil der
behandelten Zellen wies hier ein Uberdurchschnittliches Ramansignal auf und
in den Mittelwertspektren waren die Peaks der behandelten Zellen deutlich
hoher als der Peak der Kontrollproben. Es kann folglich ein erhohter Gehalt an
Lipiden in behandelten Zellen angenommen werden. Uber die biologische Be-
deutung dieser Beobachtung kann an dieser Stelle nur spekuliert werden. Um
diese Annahmen zu bestatigen, mussten weiterfuhrende Experimente durch-
gefuhrt werden. Es wird angenommen, dass hauptsachlich TCT fur die zellu-
laren Veranderungen ausschlaggebend ist (s. oben). Die im 3D-Modell beo-
bachteten, morphologischen Veranderungen sind eher nekrotischen als
apoptotischen Prozessen zuzuordnen, ((Shen, Vandenabeele 2014), s. oben),
aber auch apoptotische Prozessen kdnnen nicht ausgeschlossen werden. Im
Verlauf der Apoptose kommt es zur Bildung zytoplasmatischer Lipidtropfchen
(Boren, Brindle 2012). Es ist moglich, dass diese Strukturen in behandelten
Zellen gemessen wurden und somit die Lipid-assoziierten Peaks dadurch er-
hoht vorliegen.

Der Wellenzahlbereich von 940 — 944 cm™' wird Proteinen (vermutlich den Ami-
nosauren Prolin und Valin) zugeordnet (Talari, Movasaghi et al. 2015). Sowohl
wahrend der Apoptose als auch der Nekrose werden intrazellulare Proteine
degradiert. Das verminderte Ramansignal behandelter Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen kann auf solche Prozesse hindeuten.

In den scores plots lasst sich erkennen, dass auch in den Gruppen, die mit
Bakterienuberstanden behandelt wurden, sich nicht alle Datenpunkte von der
Kontrollgruppe abtrennen. Eine mdgliche Erklarung ist, dass einzelne Atem-
wegs-Epithelzellen in den Kulturen unterschiedlich auf die bakteriellen Uber-
stande reagieren. Es ist bekannt, dass 2D Kulturen der Atemwegsepithelzellen
zu ca. 90% aus Basalzellen bestehen, aber ein gewisser Anteil der Zellen dif-
ferenzieren und beispielsweise Mukus bilden kann. Unterschiedlich differen-
zierte Zellen kénnen unterschiedlich auf die Behandlung reagieren (Hiemstra,
Tetley et al. 2019).

In sich anschlielenden Experimenten kdnnte zuklinftig auch eine Messung

von Zellen innerhalb des Gewebemodells versucht werden. Dazu musste es
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zusatzlich gelingen, die Matrix wahrend der Messung zwar mit Medium zu ver-
sorgen, um sie vor Vertrocknung zu schutzen und sie dabei trotzdem so zu
fixieren, dass die Messung bei stabilen Z-Fokus am gewunschten Messpunkt
stattfindet. Die Zellkronen kommen hierfur nicht in Frage, da sie fur die Pro-
benhalterung im BioRam® zu hoch sind. Vergleichbare Methoden sind in der

Literatur bisher nicht beschrieben.

5.3. Ausblick

Fir die Optimierung des 3D-Gewebemodells sind weitere Schritte geplant. So
soll die Isolation und Charakterisierung der Primarzellen standardisiert wer-
den.

Um eine glattere Epithelschicht zu erhalten, soll versuchsweise vor der Besie-
delung die Serosa von der SIS-Ser abgezogen werden. Zusatzlich kann die
apikale Seite des Modells regelmaliig mit Medium gewaschen werden, um ab-
gestorbene Zellen zu beseitigen. Als Qualitatskriterium der 3D-Modelle des re-
spiratorischen Epithels soll in Zukunft der Zilienschlag mittels einer an ein Mik-
roskop gekoppelten Hochgeschwindigkeitskamera bestimmt werden.

Um der Infektionssituation in vivo exakter zu entsprechen, konnen die Modelle
mit vitalen B. pertussis Bakterien infiziert werden. Dies geschieht idealerweise
uber ein Aerosol-Applikationssystem, um ein Fluten des Epithels mit Medium
zu vermeiden. Durch die Nutzung unterschiedlicher Mutanten von Bordetella
pertussis, die bestimmte Toxine nicht bzw. ausschlieRlich produzieren, kbnnen
einzelne Infektionseffekte auf bestimmte Toxine zurtickgeflhrt werden.
Langfristig kbnnen mit dem entwickelten in vitro 3D-Atemwegsmodell weitere
(obligat) humanpathogene Erreger mit ihren Krankheitsprozessen untersucht
werden. Dazu kann unter Umstanden das Erganzen weiterer Zellarten zu dem
Modell notwendig werden. Ein Beispiel hierfir ist das Masernvirus, das das
Epithel Gber dendritische Zellen angreift.

Die Untersuchung pathogener oder modifizierender Prozesse ist nicht auf in-
fektiose Genesen beschrankt. Auch die Auswirkungen von Noxen (z.B. Niko-
tin), Medikamenten oder mechanischer Irritation konnen zuklnftig mit Hilfe des
3D-Modells untersucht werden.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit und die hier etablierten Methoden dienten bereits
als essentielle Grundlagen fir weiterflhrende Arbeiten und Publikationen am
Lehrstuhl (Schweinlin, Rossi et al. 2017, Lodes, Seidensticker et al. 2020).

5.4. Fazit

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden Verfahren entwickelt, um aus
Bronchus-Gewebeproben dreidimensionale Gewebemodelle der menschli-
chen Atemwegsschleimhaut herzustellen. Die Gewebemodelle haben mor-
phologisch eine sehr grofde in vivo — in vitro Korrelation. Mit Hilfe des Gewe-
bemodells kann die Infektion der menschlichen Atemwegsschleimhaut mit B.
pertussis untersucht werden. Erstmals wurde zudem der Nachweis geliefert,
dass Zell- und Gewebeinteraktionen in vitro mittels Ramanspektroskopie

nachgewiesen werden kdnnen.

6. Zusammenfassung

Mittels Tissue Engineering hergestellte humane 3D in vitro-Testsysteme sind
ein neuer Ansatz, um u.a. Erkrankungen der Atemwege zu simulieren und zu
untersuchen. lhr groRer Vorteil ist, neben einer Reduktion der Tierversuche,
dass sie die Mdglichkeit bieten, auch obligat humanpathogene Erreger zu un-
tersuchen. Obwohl gegen B. pertussis, den Erreger des Keuchhustens, Impf-
stoffe zur Verfigung stehen, nimmt die Erkrankungs-Inzidenz in den letzten
Jahren deutlich zu. Da B. pertussis zu den obligat humanpathogenen Erregern
zahlt, sind die aus Tierversuchen stammenden Daten nur unzureichend auf
den Menschen Ubertragbar. Die genauen Pathomechanismen der Infektion
sind bisher noch nicht geklart. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die Eig-
nung eines humanen 3D Gewebemodells zur Darstellung der pathogenen Wir-
kung von B. pertussis untersucht werden.

Hierfir wurde auf einer biologischen Kollagenmatrix (SIS-Ser) eine Ko-Kultur
aus humanen tracheobronchialen Fibroblasten (hBF), die nach einem neu ent-
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wickelten Protokoll isoliert wurden, und humanen tracheobronchialen Epithel-
zellen (hTEC) angesiedelt, die 3 Wochen unter apikaler Beluftung kultiviert
wurde. Die ausdifferenzierten 3D Testsysteme wurden mit Uberstanden von
Bordetella pertussis-Kulturen inkubiert und anschlieRend auf licht- und elekt-
ronenmikroskopischer Ebene analysiert. Weiterhin wurden inkubierte her-
kémmliche 2D Kulturen der hTEC morphologisch und mit Hilfe der Raman-
spektroskopie nicht invasiv auf intrazellulare Veranderungen nach der Inkuba-
tion mit den bakteriellen Uberstanden untersucht.

Das 3D Testsystem der humanen Atemwegschleimhaut zeigte sowohl auf
lichtmikroskopischer als auch auf ultrastruktureller Ebene eine hohe in vitro —
in vivo-Korrelation. Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte morphologi-
sche Veranderungen nach der Inkubation mit den B. pertussis Uberstanden,
die zu mit vorbeschrieben Effekten einer B. pertussis Infektion korrelieren. Mit-
tels der Ramanspektroskopie lieRen sich Gruppen von nicht behandelten Zel-
len von Gruppen, die zuvor mit bakteriellen Uberstéanden inkubiert wurden,
trennen. Somit zeigte sich die Ramanspektroskopie sensitiv fur intrazellulare
Infektionsfolgen.

Zusammenfassend belegen die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten,
dass das 3D-Modell der humanen Atemwegschleimhaut zur Untersuchung ob-
ligat humanpathogener Infektionserreger geeignet ist und dass die Raman-
spektroskopie eine nicht-invasive Methode ist, um beispielsweise durch Infek-
tionen veranderte Zellen zu erkennen und ihre intrazellularen Pathologien zu

analysieren.
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