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Zusammenfassung

Lungenerkrankungen sind die weltweit zweithaufigste Todesursache. Zur Entwicklung neuer
Therapiemadglichkeiten werden aussagekraftige Testsysteme bendtigt. Human-relevante, physio-
logische In-vitro-Modelle fir die Lunge kénnen beispielsweise aus humanen induzierten pluripo-
tenten Stammzellen (hiPSCs) generiert werden. Die Herstellung alveolarer Epithelzellen aus hiPSCs
flr den Einsatz in der praklinischen Medikamentenentwicklung erfordert die Entwicklung und
Optimierung robuster und reproduzierbarer Differenzierungsstrategien, da die Zellen in einer
industriell relevanten und reproduzierbaren Quantitat und Qualitat zur Verfligung stehen massen.
Aus diesem Grund war die Zielsetzung dieser Arbeit, eine geeignete Strategie zur Differenzierung
alveolarer Epithelzellen aus hiPSCs fur ihren Einsatz in der praklinischen Forschung zu identifi-

zieren.

Zur Erreichung des Ziels wurden die planare, statische 2D- und die dynamische Bioreaktor-basierte
3D-Differenzierung als potentielle Methoden ausgewahlt und verglichen. Da die alveolare
Differenzierung ein komplexer Prozess aus funf aufeinanderfolgenden Stufen darstellt, wurden
Gen- und Proteinexpressionsanalysen relevanter Marker in jeder Differenzierungsstufe ver-
gleichend zwischen 2D und 3D durchgefihrt, um die Eignung der Kulturbedingungen fir die
Simulation der embryonalen Lungenentwicklung in vitro zu prifen. Dabei wurde sowohl auf
gesunde, als auch genetisch veranderte hiPSC-Linien zurickgegriffen und anhand dieser die
Robustheit und Ubertragbarkeit der Methoden auch fir Krankheitsmodelle (am Beispiel Cystische
Fibrose) demonstiert. Mit dem in dieser Arbeit entwickelten, uniformen Differenzierungsprotokoll
konnte gezeigt werden, dass sowohl die 2D-, als auch die 3D-Differenzierung geeignet ist,
alveolare Epithelzellen aus hiPSC fur die praklinische Forschung zu generieren. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass deutliche Unterschiede zwischen 2D und 3D in der Gen- und Protein-
expression in den frihen Differenzierungsstufen auftreten, sich diese in fortschreitenden
Entwicklungsstufen abschwachen und letztlich auf die Reife der resultierenden alveolaren
Epithelzellen keinen Einfluss nehmen. Am aktuellen Krankheits- und Forschungsbeispiel COVID-19
konnte demonstriert werden, dass die aus beiden Differenzierungsstrategien stammenden
alveolaren Epithelzellen fur Infektionsstudien mit SARS-CoV-2 genutzt werden kénnen. Zudem
wurde in dieser Arbeit ein geeigneter Zeitpunkt zur Kryokonservierung von 2D-differenzierten
Lungenvorlauferzellen identifiziert, um die zukUnftige Aufbewahrung und Verklrzung der

Differenzierung in alveolare Epithelzellen zu ermdglichen.



Summary

Lung diseases rank the second place of the global leading causes of mortality. In order to tackle
pulmonary diseases and to find new therapeutic options, it is necessary to focus on the
development of physiological relevant in vitro lung models. Human induced pluripotent stem cell
(hiPSC)-derived alveolar epithelial cells (AECs) are promising tools for pharmaceutical in vitro
screening. With regard to the required quality and quantities for industrial application, the
development of reproducible and robust differentiation processes is demanded. For this reason,
the overall goal of this work was the identification of suitable strategies for the differentiation of
AECs for their application in preclinical research.

To achieve this goal, the planar, static 2D- and the dynamic bioreacor-based 3D-differentiation
have been pursued and compared as potential methods. Since the alveolar differentiation is a
complex process consisting of five consecutive stages, comparative gene and protein expression
analysis between 2D and 3D have been performed in order to test the suitability of the methods
to simulate the embryonal lung development in vitro. Healthy as well as genetically modified
hiPSC-lines have been used to prove the robustness and transferability of the methods even for
disease models as for Cystic Fibrosis. With the uniform differentiation protocol, which has been
developed within the scope of this work, it could be demonstrated, that the 2D- as well as 3D-
differentiation method are suitable to generate AECs for preclinical research applications.

It could be shown, that significant differences in the gene and protein expression between 2D
and 3D occur at early differentiation stages and mitigate at later developmental stages, thus not
influencing the quality of the resulting AECs in the end. By the current example of COVID-19,
AECs generated within both methods were successfully demonstrated to recapitulate the infection
with SARS-CoV-2 at a physiological manner. Moreover, an appropriate time point for the
cryopreservation of 2D-differentiated lung progenitor cells has been identified to enable the

storage and shorter differentiation time of AECs for preclinical applications in future.
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1. Einleitung

1.1. Lungenerkrankungen: Die zweithaufigste Todesursache weltweit

Jahrlich sterben nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) etwa 55 Millionen
Menschen weltweit [1]. Die Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), die meist durch
Rauchen verursacht wird, fordert etwa 3 Millionen Todesopfer pro Jahr [2]. Erworbene Atemwegs-
erkrankungen wie Lungenentzindungen, Grippe oder COVID-19 machen ca. 3,2 Millionen
Todesfalle aus. Lungenkrebs fordert jahrlich weitere 1,7 Millionen Menschenleben, als Ursache
hierfUr wird ebenfalls meist das Rauchen benannt. Summiert man diese Todesursachen, die die
Atemwege und die Lunge betreffen, fordern Lungenerkrankungen mit insgesamt 7,9 Millionen
Todesfallen jahrlich die zweit meisten Menschenleben [1]. Laut Prognosen der WHO werden sie
in den nachsten 20 Jahren an Bedeutung zunehmen. Einen Uberblick h&ufiger Lungener-

krankungen gibt nachfolgende Abbildung 1 [3].

Allergien Asthma

Infektionen (
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Cystische Fibrose

Abbildung 1: Haufigste Lungenerkrankungen beim Menschen [3]. Lungenerkrankungen liegen vor,
wenn Trachea, Bronchien, Bronchiolen, Alveolen, Lungen- oder Rippenfell oder die BlutgefaBe der Lunge
betroffen sind. Sie konnen infektidser, chronischer, genetischer oder immunologischer Ursache sein.
Abbildung erstellt mit Biorender.com.
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1.2. Die Funktion und Histologie der Lunge

Ein Erwachsener nimmt zur Deckung seines Sauerstoffbedarfs im Durchschnitt 12 bis 15 Atem-
zUge pro Minute. Pro Tag stromen somit 10.000 Liter Luft durch die Atemwege, die aus Nasen-
hohlen, Rachen (Pharynx), Kehlkopf (Larynx), Luftréhre (Trachea), Bronchien, Bronchiolen und
Lunge bestehen (Abb.2) [4]. Die Lunge stellt das zentrale Organ der Atmung dar, sie Ubernimmt
den lebenswichtigen Prozess des Gasaustauschs, bei dem Sauerstoff (O,) ins Blut aufgenommen
und Kohlenstoffdioxid (CO,) aus dem Koérper ausgeschieden wird [5]. Die eingeatmete Luft
gelangt Uber die Nase oder den Mund Uber die Luftrohre in die beiden Hauptbronchien, welche
sich baumartig in immer kleiner werdende Bronchiolen verzweigen, in die tiefen Atemwege. Die
Bronchiolen werden schlieBlich von der kleinsten funktionellen Einheit der Lunge, den Alveolen,
umgeben (Abb. 2). Damit diese die Funktion des Gasaustauschs erflllen konnen, mussen sie eine
groBe Oberflache besitzen und die Gasdiffusion Uber eine maglichst kurze Distanz ermoglichen.
Da ein Netzwerk aus feinen BlutgefaBen die Alveolen umagibt, sind Luft und Blut durch eine nur
0,1-2 um dinne Zellschicht voneinander getrennt [5, 6]. Da die Blut-Luft-Schranke in einer
gesunden humanen Lunge eine Oberflache von etwa 150-200 m?2 umfasst, sind die anatomischen
Voraussetzungen eines funktionierenden Gastaustauschs gewabhrleistet. Da die Blut-Luft-Schranke
mit ihrer groBen Oberflache im standigen Kontakt zur AuBenwelt steht, stellt sie auch einen

potentiellen Eintrittspfad fir Toxine und Pathogene durch Inhalation dar [4].

Nasenhohle

Pharynx

Larynx

Trachea

Bronchien

Bronchiolen

Alveolen

Abbildung 2: Atemwege des Menschen [4]. Eingeatmete Luft gelangt Uber die Nase oder den Mund in
den Rachen, Uber die Luftrohre und Bronchien in die Alveolen, dem Ort des Gasaustauschs. Sie bestehen
aus vielen verbundenen Blaschen und sind von BlutgefaBen umgeben. Abbildung erstellt mit Biorender.com.
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Die als Korperbarriere agierende Trennschicht zwischen Luft und Blut enthalt das alveolare Epithel,
welches zu 99 % aus zwei Zelltypen, den alveolaren Epithelzellen Typ 1 und Typ 2 besteht.
Alveolare Epitelzellen Typ 1 (AT1) sind flache, sich ausbreitende Zellen, die die fir den Gasaus-
tausch notwendige Oberflache von etwa 95 % der alveolaren Oberflache stellen [7, 8]. Alveolare
Epithelzellen Typ 2 (AT2) sind in ihrer Form kubische, metabolisch aktive Zellen, die zwar einen
kleineren Teil der alveolaren Oberflache einnehmen, jedoch doppelt so haufig wie AT1 im
alveolaren Epithel vertreten sind. Sie produzieren und sekretieren Lungensurfactant durch die
Anwesenheit von speziellen Organellen, den sogenannten Lamellarkorperchen (Lamellar Bodies,
LBs). Lungensurfactant ist eine lipoproteinreiche Substanz, deren Funktion unter anderem das
Herabsetzen der Oberflachenspannung der Alveoli umfasst und somit fir eine korrekte Lungen-
funktion unerlasslich ist [7, 9-11]. AT1 sind terminal differenzierte Zellen, die teilungsunfahig sind
und bei Verlust durch differenzierende AT2 ersetzt werden [7, 12]. Da die Basallamina dieser
beiden Zelltypen mit der des Kapillarendothels verschmolzen vorliegt, ist eine direkte Verbindung
zum Blutkreislauf gewahrleistet (Abb.3) [7, 8]. Neben den beiden Epithelzelltypen und den
Endothelzellen, die gemeinsam eine Korperbarriere ausbilden, sind auch Zellen der Immunabwehr
in den Alveolen vertreten. Alveolare Makrophagen sind spezialisierte, gewebsresidente Makro-
phagen, die eingeatmeten Staub und Pathogene wie Viren phagozytieren und andere Vertreter
des Immunsystems wie Monozyten, T-Zellen und neutrophile Granulozyten in die Lunge
rekrutieren (Abb. 3) [7, 13].

Die alveolare Barriere stellt Angriffspunkt fir viele Schadstoffe und Pathogene dar, die tagtaglich
mit der Atemluft in den Alveolarraum gelangen. Diese umfassen beispielsweise Luftschadstoffe,
industrielle und kommerzielle Chemikalien, Konsumguter, Feinstaub, Bakterien und Viren. Viele
dieser Schadstoffe und Pathogene kénnen akute oder chronische Auswirkungen auf die Lungen-
funktion haben und die Entstehung von Krankheiten fordern [14]. So |I6st das neu aufgetretene
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) durch Infektion der respira-
torischen Epithelzellen und AT2 die Krankheit COVID-19 (Coronavirus Disease-2019) aus. Diese
kann aufgrund schwerwiegender, respiratorischer Pathologien zu langanhaltenden Schadigungen
der Lunge flhren und sogar lebensbedrohlich werden [15]. Eine weitere, nicht erworbene,
sondern durch einen genetischen Defekt angeborene, schwere Lungenkrankheit stellt die
Cystische Fibrose (CF) dar. In den folgenden Kapiteln werden die theoretischen Hintergriinde zu
diesen beiden Krankheitsbildern erlautert, da sie Lungenerkrankungen mit akutem Forschungs-
bedarf zur Entwicklung von neuartigen Arzneimitteln und Behandlungsmaglichkeiten darstellen
und somit in dieser Arbeit als potentielle Anwendungsbeispiele von alveolaren Epithelzellen in der

praklinischen Forschung dienen.
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Alveolare
Epithelzellen Typ 1
(AT1)

Alveolare
Epithelzellen Typ 2
(AT2)

Alveolare
Makrophagen

Fibroblasten

Endothelzellen

Abbildung 3: Zelluldrer Aufbau der Alveole. Das alveolare Epithel besteht aus alveolaren Epithelzellen
Typ 1 und 2. lhre Basallamina aus Fibroblasten verbindet sie mit dem Kapillarendothel. Der eingeatmete
Sauerstoff diffundiert in sauerstoffarmes Blut, wahrend Kohlenstoffdioxid in die Alveole diffundiert und
ausgeatmet wird. Eindringende Pathogene werden von alveolaren Makrophagen eliminiert. Abbildung
modifiziert von Casals et al. [11]. Abbildung erstellt mit Biorender.com.

1.3. Lungenerkrankungen mit akutem Forschungsbedarf

1.3.1. COVID-19

SARS-CoV-2 ist ein RNA-Virus und wird den sogenannten Betacoronaviren zugeordnet. Es 16st
nach erfolgter Infektion des Menschen COVID-19 aus. Mit den in den letzten 20 Jahren aufge-
tretenen Coronaviren Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) und Middle
East Respiratory Sydrome-Coronavirus (MERS-CoV), die ebenfalls schwere, respiratorische Erkank-
ungen auslosen, konnten Sequenzubereinstimmungen von 79.5 % und 51.8 % nachgewiesen
werden [16]. Es wird vermutet, dass SARS-CoV-2, das schnell nach seinem erstmaligen Auftreten
Ende des Jahres 2019 in China eine weltweite Pandemie durch die Ubertragung von Mensch zu
Mensch ausloste, von einem urspringlichen Coronavirus aus der Fledermaus stammt [15, 17, 18].
Die drei genannten Coronaviren SARS-CoV, SARS-CoV-2 und MERS-CoV unterscheiden sich von
weiteren humanen Coronaviren wie HCoV-229E and HCoV-0C43, die in der Bevolkerung
zirkulieren und saisonale und milde respiratorische Infektionen auslésen, in ihrer Pathogenitat.
Durch die Infektion von bronchialen und alveolaren Epithelzellen oder Epithelzellen in den oberen
Atemwegen, kdnnen SARS-CoV(-2) und MERS-CoV schwerwiegende, respiratorische Pathologien
wie Pneumonien, bis hin zum lebensbedrohlichen Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)

verursachen [15].
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SARS-CoV-2 enthalt eine 30 kilobasenpaarlange, einzelstrangige RNA (single-stranded RNA,
sSRNA), die fur vier Virusproteine kodiert: Spike-Protein (S), Membran-Protein (M), Envelope-
Protein (E) und Nukleocapsid-Protein (N) [19, 20]. Die Coronavirus-Infektion einer Wirtszelle
beginnt mit der spezifischen Bindung des S-Proteins an die Eintritts-Rezeptoren. SARS-CoV-2
dringt Uber die Adsorption an den Angiotensin-converting enzyme 2 Rezeptor (ACE2) mit
anschlieBender Endozytose in die Wirtzelle ein [20-23]. Folglich spielt die Expressionshaufigkeit
von ACE2 verschiedener Zelltypen sowie das Vorkommen in verschiedenen Gewebetypen eine
entscheidende Rolle Gber den viralen Tropismus und die Pathogenitat der Virusinfektion [15]. Das
Virus bendtigt zur Aktivierung der endozytotischen Route nach der Adsorption an der
Zelloberflache eine proteolytische Prozessierung des S-Proteins, woran die Proteasen der Wirtszelle
maBgeblich beteiligt sind, darunter die Transmembran-Protease-Serin-Protease 2 (TMPRSS2).
Durch RNA-Sequenzierungen von Einzelzellen konnte die Co-Expression von ACE2 und TMPRSS2
unter anderem in nasalen Epithelzellen, in den Bronchien und der distalen Lunge nachgewiesen
werden, womit der Gewebe-Tropismus von SARS-CoV-2 erklart werden konnte [24, 25]. Durch
die Bindung an die Epithelzellen des respiratorischen Trakts beginnt die Replikation des Virus,
folgend von der Migration neu entstandener Viruspartikel entlang der Atemwege (Abb. 4) [15,
20]. In schwerwiegenden Fallen erreicht SARS-CoV-2 schlieBlich die alveolaren Epithelzellen und
fuhrt in Folge eines Cytokinsturms zu ARDS, einer diffusen Schadigung der Alveolen, verbunden
mit schwerer Atemnot. ARDS wird als hauptsachliche Todesursache in Patienten mit COVID-19

angesehen [17].
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Abbildung 4: Struktur und Lebenszyklus von SARS-CoV-2. Das Virus besteht aus Membranproteinen
(M), Spikeproteinen (S) mit zwei Untereinheiten (51+52), Envelopeproteinen (E) und Nucleocapsidproteinen
(N). Das Spikeprotein adsorpiert an den Rezeptor ACE2. Die endozytotische Aufnahme in die Zielzelle erfolgt
nach Prozessierung des Spikeproteins von TMPRSS2. Es erfolgt die Transkription und Translation viraler RNA
in der Zielzelle. Aus den hergestellten Virusproteinen werden neue Viruspartikel synthetisiert, die die Zielzelle
via Exozytose verlassen [20]. Abbildung erstellt mit Biorender.com.

Die Zulassung der COVID-19 Impfstoffe Ende 2020 ermdglichte die Eingrenzung der rapiden Aus-
breitung des Virus und verhalf Krankenhausaufenthalte und Todesfalle zu reduzieren. Durch die
zu geringe Impfquote in vielen Landern, der schwindenden Immunitat und dem bestehenden
Risiko vor dem Auftreten neuer Virusvarianten wird deutlich, wie wichtig die Entwicklung
innovativer, wirksamer COVID-19 Medikamente und therapeutischer Modalitaten in Zukunft sein
wird [26]. Seit Beginn der Pandemie wurden eine Reihe von Virustatika, Antibiotika, immun-
modulatorische Medikamente sowie Pharmazeutika gegen Malaria als wirkungsvoll gegen
SARS-CoV-2 vermutet. Die meisten vielversprechenden Kandidaten konnten in einer hohen
Anzahl an klinischen Studien in Stufe lll + IV keine oder eine begrenzte Wirkungsfahigkeit zeigen,
darunter Hydroxychloroquin, Remdesivir, Dexamethason, Baricitinib und viele weitere [26]. Der
Arzneimittelkonzern Pfizer erlangte Anfang 2022 eine vorlaufige Zulassung von Paxlovid fur den
europaischen Markt, einer Wirkstoffkombination aus Nirmatrelvir und Ritonavir. Es hemmt die
Virusvermehrung im Korper effektiv durch den Proteaseinhibitor Nirmatrelvir, welches aufgrund

der CYP450 Inhibierung in der Leber durch Ritonavir in ausreichend hoher Konzentration und
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Dauer im Korper zirkulieren kann. Das Medikament ist daher bei frih erkannten SARS-CoV-2-
Infektionen vorbeugend gegen schwere Verlaufe und Krankenhausaufenthalte einsetzbar [27].
Jedoch bestehen viele Kontraindikationen, wie z.B. Unvertraglichkeit mit Herzmedikamenten,
Allergiemitteln und Krebsmedikamenten, weshalb das Praparat nicht breit eingesetzt werden
kann. Zudem wurde berichtet, dass Patienten nach einer Paxlovid-Gabe nach einigen Tagen erneut

erkranken konnen, was als sogenannter Rebound-Effekt beschrieben wird [27].

Bislang werden zur Untersuchung vielversprechender Wirkstoffkandidaten und zum Verstandnis
der Biologie, des Tropismus und der Pathogenese von SARS-CoV-2, zellbasierte Modelle sowie
Tiermodelle (insbesondere Affen und transgene Mause) angewendet [28]. Mithilfe von RNA-
Sequenzierungen einzelner Zelltypen konnten AT2 und AT1, Enterozyten und nasale Gobletzellen
als co-exprimierende Zellen von ACE2 und TMPRSS2 identifiziert werden [29]. Bei zellbasierten
Studien kommen immortalisierte Zelllinien wie Vero E6, Calu-3 und A549 aufgrund der
Verfugbarkeit und geringen Kosten haufiger zum Einsatz als primare Zellen [30]. Allerdings
mussen Ergebnisse, die mit solchen Zelllinien generiert werden, in primaren Zellen oder
Tiermodellen Uberprift werden. Vero E6 Zellen sind beispielsweise immortalisierte Nierenzellen
aus dem Affen, die ACE2 exprimieren. Forscher, die Untersuchungen an dieser Zelllinie mit dem
Anti-Malaria Medikament Hydroxychloroquin durchfihrten, kamen zu dem Schluss, dass dieses
effektiv SARS-CoV-2 inhibieren kénne [31], allerdings konnte dieser antivirale Effekt in humanen
Atemwegsepithelzellen nicht bestatigt und auch in Hamstern, nicht-menschlichen Primaten und
in klinischen Studien konnten keine prophylaktischen und therapeutischen Wirkungen festgestellt
werden [32, 33]. Zuklnftig werden also Zellmodelle bendtigt, die die Wirkung antiviraler

Medikamente im Menschen besser abbilden und voraussagen kénnen.

Organoidmodelle, die fur die Untersuchung der SARS-CoV-2 Biologie und fir das Screening von
Inhibitoren vielversprechend sind, kénnten die Briicke zwischen simplen Zelllinien und komplexen
Tiermodellen bilden. Eine veroffentlichte Studie mit humanen Nierenorganoiden beschrieb
mithilfe derer die Identifikation von l6slichem ACE2 als effektiven SARS-CoV-2-Inhibitor und
bewies somit die physiologische Eignung von Organoiden zum Screening von Inhibitoren [34]. Mit
Lungen- und Darmorganoiden konnten bisher potentielle Inhibitoren und multimodale Wirkungen
von bereits FDA-zugelassenen Medikamenten identifiziert werden und sind daher fir den Einsatz
in der praklinischen Testung von COVID-19 Medikamenten als humane krankheitsrelevante
Modelle geeignet [35-37]. Zurzeit bringen Organoide noch Limitationen mit sich, die fir die breite
Anwendbarkeit in der Medikamentenentwicklung und —testung zunachst noch Uberwunden

werden mussen. Hierauf wird in den Kapiteln 1.4 und 1.5. weiter eingegangen.
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1.3.2. Cystische Fibrose

Cystische Fibrose (CF), auch Mukoviszidose genannt, ist eine autosomal-rezessiv vererbte und
somit angeborene schwere Stoffwechselerkrankung, die die Epithelzellen mehrerer Organe
betrifft. Die Krankheit kann durch verschiedene Mutationen im sogenannten CFTR-Gen (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Gen) ausgelost werden. Das auf Chromosom 7
lokalisierte Gen st seit 1989 bekannt und codiert fir einen membranstandigen lonen-
transportkanal, der als Chloridkanal den Salz-Wasser-Haushalt von Epithelzellen reguliert [38]. Die
auftretenden Veranderungen im Gen eines CF-Patienten fUhren zu einer Dysfunktion oder gar
einem totalen Funktionsverlust dieses lonenkanals. Derzeit sind Uber 2000 verschiedene Muta-
tionen im CFTR-Gen bekannt, die in sieben Mutationsklassen kategorisiert werden (Abb.5) [7].
Klasse | Mutationen flhren zu einem ganzheitlich fehlenden CFTR-Protein, da Stopp-Codon- oder
Frameshift-Codon-Mutationen zu einem frihzeitigen Abbruch der Translation fihren. Klasse Il
Mutationen fUhren zu einer fehlerhaften Prozessierung des Proteins, infolgedessen wird es intra-
zellular enzymatisch abgebaut, bevor es die Zellmembran erreicht. In manchen Fallen ist das CFTR-
Protein apikal vorhanden, jedoch stark reduziert. Klasse Il Mutationen ermdglichen zwar die
Synthetisierung des Proteins, jedoch kommt es zu einem gestorten Offnungsmechanismus des
Kanals. Eine verminderte Leitfahigkeit von CFTR fUhrt zu einem reduzierten lonenfluss bei Klasse IV
Mutationen. Klasse V Mutationen fihren zu einer verringerten Synthese des Proteins und infolge-
dessen zu einer reduzierten Anzahl funktionsfahiger Kanale. Bei Klasse VI Mutationen wird das
Protein aufgrund von Instabilitat frihzeitig von Lysosomen abgebaut. Bei Klasse VII Mutationen
ist keine mMRNA fur CFTR vorhanden (Abb. 5) [39]. Nur ein kleiner Teil der bekannten Mutationen
fUhrt tatsachlich zum Ausbruch der Krankheit [40]. Mit etwa 70.000 Krankheitsfallen und 1.000
jahrlichen Neuerkrankungen weltweit, zahlt CF zu einer der haufigsten lebensverklrzenden
Krankheiten [41]. Die Deletion von Phenylalanin an Position 508 der Aminosauresequenz
(F508del), ist die am haufigsten auftretende CFTR-Mutation. Rund 95 % aller CF-Patienten
besitzen wenigstens ein Allel mit dieser Mutation, homozygote F508del-Patienten machen ca.
70 % aller CF-Falle mit der schwerwiegendsten Form der Krankheit aus [41]. Diese Mutation wird
als Klasse lI-Mutation definiert, hat aber zusatzliche Charakteristika von Klasse Ill und IV
Mutationen, weshalb oftmals eine strikte Zuordnung der auftretenden Mutationen zu einer Klasse

nicht moglich ist [39, 42].
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WT-CFTR Klasse | Klasse Il Klasse lll  Klasse IV Klasse V Klasse VI Klasse VI
Kein Protei Fehlerhafte Keine Gestorte Zu wenig Instabiles Kei RINA
CREISECIR Prozessierung Offnung Leitfahigkeit Protein Protein RIS

Abbildung 5: CFTR-Mutationsklassen bei Cystischer Fibrose. Gezeigt sind die sieben maoglichen
Mutationsklassen, die entweder die Proteinsynthese ganzlich verhindern (Klasse 1+VII), Fehler im Protein zu
einer gestorten Funktionsweise (Klasse lI+lI+1V), einer reduzierten Anzahl (Klasse V) oder einem verfriihten
Abbau (Klasse VI) fuhrt. Modifiziert nach De Boeck 2020 [39].

Bei Betroffenen tritt die Bildung eines zahflissigen Schleims auf, welcher der fehlenden Diffusion
von Wasser aus der Zelle geschuldet ist. Diese tragt normalerweise zur Befeuchtung der Schleim-
haute bei steigender Salzkonzentration auBBerhalb der Zelle bei. Im gesunden Zustand werden in
Folge von einstromenden Na*-lonen Cl-lonen aus der Zelle gepumpt. Aufgrund des Konzentra-
tionsgefalles stromt Wasser aus der Zelle und es entsteht ein FlUssigkeitsfilm im Extrazellularraum.
Durch den fehlenden oder dysfunktionalen lonenkanal bei CF werden keine Cl-lonen in Folge des
Na*-loneneinstroms aus der Zelle gepumpt und Wasser verbleibt im Zellinneren. Hierdurch
entsteht eine angesauerte, wasserarme Umgebung auBerhalb der Zelle, was zur Bildung eines
zahfllssigen Schleims fahrt, der verschiedene Organe beeintrachtigt, vor allem aber zu
Beschwerden in den oberen Atemwegen flhrt [43]. Die erleichterte Ansiedlung von Viren,
Bakterien und Pilzen durch den vorhandenen Schleim in den Atemwegen birgt ein hohes
Infektionsrisiko, weshalb haufig auftretende Lungenentziindungen und Infektionen zu den
haufigsten Todesursachen von CF-Patienten zahlen [38, 41]. Die Krankheit ist derzeit nicht heilbar,
allerdings konnte die Lebenserwartung und Lebensqualitat von CF-Patienten durch verschiedene

Therapieansatze in den letzten Jahrzehnten stetig verbessert werden [44, 45].

Die Therapie bei CF umfasst weitgehend die Behandlung der Symptomatik durch den Einsatz von
Mukolytika (Schleimloser), Bronchodilatatoren (Bronchien-erweiternde Wirkstoffe), Antibiotika,
Virustatika und Fungiziden zur Behandlung und Vorbeugung haufig auftretender Atemwegs-
infektionen [41, 46]. Die Entdeckung und FDA-Zulassung des Wirkstoffs lvacaftor im Jahre 2011

ebnete den Weg fur den Therapieansatz von CFTR-Modulatoren, deren Ziel die Verbesserung oder
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Wiederherstellung der Funktionalitat des CFTR-Kanals ist [41, 47, 48]. Ivacaftor agiert als
Potentiator, der das Offnen der Chloridionenkanale verstarkt und somit ein hoherer lonenfluss
erzielt. Die dem Offnungsdefekt zugrundeliegende Mutation (G551D) ist jedoch selten, weshalb
nur ca. 5 % der CF-Patienten von dem Wirkstoff profitieren [49]. Eine weitere Art von CFTR-
Modulatoren zielt auf die Korrektur des generellen Defekts im CFTR-Kanal ab. Eine Kombination
aus zwei Wirkstoffen (Lumacaftor + Ivacaftor) unterstlitzt den Transport des fehlgefalteten
Proteins an die Zelloberflache und korrigiert und erhoht die Aktivitat des nicht-funktionellen
Kanals. Dieses Medikament ist fUr die weitverbreitete F508del-Mutation und fir weitere Muta-
tionen mit einer Restfunktion des Kanals zugelassen, allerdings liegt die um nur etwa vier Prozent
verbesserte Lungenfunktion deutlich unter den Erwartungen [50, 51]. Patienten mit sehr seltenen
Mutationen profitieren bisher nicht von der Entwicklung der CFTR-Modulatoren, da die
Entwicklung wirtschaftlich unprofitabel ist. Um die Wirksamkeit von Medikamenten auf schnellem
Weg nachweisen zu konnen, werden Methoden benatigt, die bestenfalls individuell auf Patienten
abgestimmt angewendet werden konnen, da nicht nur die genetische Ausstattung, sondern auch
viele weitere Faktoren eines Patienten, zur Unwirksamkeit oder Wirksamkeit eines Medikaments
beitragen kdonnen. Derzeit spielen die Entwicklung von In-vitro-Testmodellen und Biobanken eine
groBe Rolle in der CF-Forschung [45]. So werden beispielsweise Organoide aus dem Darmepithel
von CF-Patienten mit seltenen Mutationen generiert, um die Wirksamkeit eines Medikaments fir
den jeweiligen Patienten daran bestimmen zu konnen. Mit dieser Methode konnten insgesamt
schon 200 Patienten getestet werden, 33 davon aus Deutschland [52]. Kanadische Forscher
untersuchen derzeit die Wirksamkeit verflgbarer Substanzen an nasalen Epithelzellen, die aus
Patienten isoliert wurden [53]. Auch die Errichtung einer Biobank mit eingelagerten Patienten-
proben ist im Rahmen dieses kanadischen Programms geplant, sodass neu entwickelte Wirkstoffe
direkt an den hinterlegten Patientenproben getestet werden kdnnen, um diesen schnellstmoglich
eine Therapie zu ermdglichen [54]. Vor allem humane induzierte pluripotente Stammzellen
(hiPSCs) sind als nutzliches Instrument fir die Erforschung der Pathophysiologie von CF und fir
die patienten-individuelle Wirkstofftestung anzusehen. Zuletzt wurde 2021 eine neue
Teststrategie fur die CF-Therapieentwicklung publiziert, die auf in Lungenvorlauferzellen
differenzierten hiPSCs aus CF-Patienten beruht [55].

1.4. Bedeutung von In-vitro-Modellen in der Lungenforschung

Um der hohen Sterblichkeitsrate von Lungenkrankheiten zukuinftig entgegenwirken zu konnen,
werden aussagekraftige, human- und krankheitsrelevante Testmodelle bendtigt, die zur Auf-
klarung molekularer Mechanismen eines Krankheitsbildes oder eines neu auftretenden Erregers

beitragen, Wirkstofftargets schnell identifizieren konnen, die Entwicklung geeigneter neuer



Einleitung | 11

Therapien vorantreibt oder aber auch toxikologische Einschatzungen von giftigen inhalativen
Substanzen und Umweltschadstoffen erlauben. Die Entwicklung von physiologisch relevanten In-
vitro-Modellen ist in den letzten Jahren rasant fortgeschritten und ist fortan das Ziel vieler Wissen-
schaftler und internationalen Forschungsprojekten. Trotz der bereits betriebenen Forschung in den
letzten Jahrzehnten im Bereich der Lungenkrankheiten, konnten fir viele Fragestellungen noch
keine zufriedenstellenden Antworten oder Losungen gefunden werden. Dies ist zu einem grof3en
Teil auch auf den Einsatz von Tiermodellen zurlckzufiihren, die es nicht erlauben, die
gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen zu Ubertragen, da sich die Lungenfunktion und
Gewebeorganisation zwischen Mensch und Tier, insbesondere die des oft eingesetzten Nagers,
erheblich unterscheiden. So ist beispielsweise das Chemokin Interleukin-8, welches im Menschen
wahrend einer Entztindungsreaktion neutrophile Granulozyten rekrutiert und aktiviert, in Mausen
nicht vorhanden [56]. Es wurde auBerdem herausgefunden, dass Tiermodelle, die duBerst komplex
ablaufende Karzinogenese beim Menschen nicht ausreichend abbilden kénnen, da die Ergebnisse
von praklinischen auf klinische Studien zu weniger als 8 % Ubertragen werden konnten [57]. Die
Entwicklung von In-vitro-Modellen kann hingegen dazu beitragen, Studienergebnisse besser auf
den Menschen zu extrapolieren und Tiermodelle im Sinne des 3R-Prinzips zu reduzieren. Ziel von
3R, welches 1959 von William Russell und Rex Burch verdffentlicht wurde, ist es, Tierversuche zu
vermeiden und durch Alternativmethoden zu ersetzen, wann immer es maglich ist (Replacement),
die Zahl der Tiere zu reduzieren (Reduction) und Leiden der Versuchstiere auf ein Minimum zu
beschranken (Refinement) [58]. Das 3R-Prinzip wurde 2010 in der europaischen Richtlinie
2010/63/EU zum Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere umgesetzt und gilt
in Deutschland und vielen anderen Landern als Grundlage fir die Tierschutzpolitik und Praxis
moderner Forschungsansatze [59, 60]. Die Entwicklung und Optimierung von sogenannten NAMs

(non-animal methods) ist flr die Umsetzung und Anwendung des 3R-Prinzips somit unerlasslich.

Organtypische Modelle, die die humane Lungenphysiologie und Anatomie korrekt widerspiegeln,
spielen bei NAMs eine sehr bedeutende Rolle. Die pulmonale Architektur und die Zellheterogenitat
der Lunge sind in vitro schwer nachzustellen und die Interaktion verschiedener organspezifischer
Zelltypen, das Zusammenspiel mit der umgebenden Extrazellularmatrix (EZM) und systemische
Antworten im Organismus sind sehr komplex. Jedoch werden unterschiedliche Anstrengungen
unternommen, gewebs- und organtypische Merkmale in verschiedenen Modellansatzen nach-
zustellen. Organoide sind beispielsweise vielversprechende Ansatze, da sich die Zellen in ihrer
anatomisch korrekten Anordnung selbst organisieren und je nach GroBe, Nahrstoffgradienten
entstehen [61]. Mikrofluidische Chip-Modelle sollen zum einen den Scherstress, den Zellen in vivo
erfahren, nachahmen und die systemische Verteilung und den Metabolismus von beispielsweise
pharmakologisch aktiven Substanzen im Organismus abbilden. Hierbei kommen auch mehrere

Chipsysteme zum Einsatz, die aus verschiedenen Organmodulen bestehen und in ihrem
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Zusammenspiel einen Organismus imitieren sollen. Zum anderen wurden bereits Chip-Modelle
entwickelt, die die Atmungsbewegungen der Lunge berlcksichtigen, das heiBt Lungenzellen
bewusst unter mechanischen Stress zu setzen, damit sie sich physiologisch verhalten. Im Bereich
des Tissue Engineerings arbeitet man an vielversprechenden Biomaterialien als Geruststrukturen
(Scaffolds) und an De- und Rezellularisierungstechniken von EZM, um Lungen beispielsweise zur
Transplantation nachzubauen [61]. Ein weiterer, zu berlcksichtigender Aspekt ist die anatomisch
gegebene Grenzflache zwischen Blut und Luft. Daher werden Lungenepithelzellen in
organtypischen Modellen bevorzugt an der Luft-FlUssigkeits-Grenzflache (air-liquid-interface, ALl)
kultiviert und mit Testsubstanzen in daflr vorgesehenen Apparaturen exponiert [62]. Nicht nur
die Komplexitat der Lunge an sich stellt eine Herausforderung fur die In-vitro-Forschung dar,
sondern auch die Auswahl bzw. Verflgbarkeit einer geeigneten Zellquelle, die nicht nur die
pulmonale Zellbiologie und Zellfunktion widerspiegelt, sondern auch in ausreichender Menge und
gleichbleibender Qualitat fUr Screeningansatze zur Verfligung steht. Gangige Zelllinien wie A549,
Calu-3, BEAS-2B oder 16HBE140 sind in ihrer Handhabung einfach und unbegrenzt verflgbar,
jedoch ist unklar, wie gut sie die Physiologie der Lunge aufgrund ihrer Abstammung aus Tumor-
gewebe oder aufgrund ihrer Immortalisierung oder Transformation, tatsachlich widerspiegeln
kdnnen [63]. Primarzellen hingegen, die aus Gewebsmaterial von Bronchoskopien oder Biopsien
isoliert werden konnen, reflektieren die funktionellen Eigenschaften des Lungenepithels sehr gut
[64]. Sie konnten 1975 zum ersten Mal in vitro kultiviert werden und bilden an der Luft zelltypische
Zilien aus und unterliegen auch einer Selbstorganisation, wenn man sie in EZM kultiviert. GroBe
Nachteile dieser Zellquelle sind jedoch die stark begrenzte Verfligbarkeit und die limitierte
Kultivierungsspanne, die die Immortalisierung von humanen bronchialen Epithelzellen (HBE), die
1988 erstmalig publiziert wurde, zu Zelllinien wie BEAS-2B und 16HBE 140 hervorgerufen haben.
Eine immortalisierte, AT 1-ahnliche Zelllinie wurde erst 20 Jahre spater, 2008, erstmals beschrieben
[64]. Die erste 3D-Methode mit HBE wurde 2009 publiziert, mithilfe derer sogenannte
Bronchospheren generiert werden konnten [65]. Sie dhneln den strukturellen Einheiten der Lunge
und konnten als Screening-Plattform eingesetzt werden [66]. Der Begriff Alveolospheren, also
vergleichbare 3D-Modelle aus alveolaren Epithelzellen anstatt Bronchialepithelzellen, wurde 2013
erstmals genannt. Die zeitliche Verzogerung zwischen dem Fortschritt bronchialer und alveolarer
Zelltypen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die stark limitierte Beschaffung von Zellen aus der
distalen Lunge zurtckzuflhren, da hierfir Biopsien, idealerweise aus gesundem Gewebe, bendtigt
werden [63]. Eine mogliche Zellquelle, die unbegrenzt verfligbar und physiologisch ist, zudem
ermadglicht, einen bestimmten Zelltyp Uber einen langeren Zeitraum differenziert in Kultur zu
halten, sind induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs). Aufgrund ihres pluripotenten Zustandes
sind sie vergleichbar mit embryonalen Stammzellen, rufen jedoch keine ethischen Bedenken

hervor, da sie aus reifen Kérperzellen beliebiger Spender generiert werden kdnnen. Daher sind sie
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auch besonders vielversprechend im Bereich der personalisierten Medizin  und
Medikamentenscreenings. Im beispielhaften Fall von genetischen Krankheiten wie CF, wo das
Erbgut einzelner Patienten flr den Therapieerfolg entscheidend ist, konnten personalisierte
Lungenmodelle, die individuelle genetische Eigenschaften des Patienten reprasentieren, den
klinischen Erfolg maBgeblich verbessern [67]. Protokolle flr die Herstellung verschiedener
Lungenzelltypen aus dieser Zellguelle bestehen bereits, jedoch mussen noch viele Optimierungen
vorgenommen und Strategien entwickelt werden, den gewlnschten Zelltyp in gleichbleibender
Qualitat und hoher Quantitat fir den Einsatz in der Grundlagen- und angewandten Forschung zu

generieren.

1.4.1. Humane induzierte pluripotente Stammzellen als vielversprechende Zellquelle

Im frihen 20. Jahrhundert ging man davon aus, dass die Differenzierung somatischer Zellen einen
unidirektionalen und irreversiblen Prozess darstellt, der es fur Zellen unmaoglich macht, in einen
unspezialisierten, pluripotenten, stammzell-ahnlichen Zustand zurlckzukehren [68]. Der britische
Zellbiologe John B. Gurdon entdeckte durch seine Experimente mit afrikanischen Krallenfréschen
jedoch, dass die Programmierung adulter Zellen unter bestimmten Bedingungen rtickgangig zu
machen ist. 1962 gelang es ihm, durch das Austauschen des Zellkerns einer Eizelle mit dem einer
Darmzelle, eine voll funktionsfahige Kaulquappe mit allen notwendigen Geweben und Zellen
heranwachsen zu lassen [69]. Es muss also eine Umprogrammierung des Erbguts der Darmzelle in
der Umgebung der Eizellhille stattgefunden haben. Die Frage, welche Faktoren dazu flhrten,
dass eine differenzierte Kérperzelle zu einer undifferenzierten Stammzelle wurde, blieb lange Zeit
unbeantwortet [69]. Mehr als 40 Jahre spater gelang es dem japanischen Stammzellforscher
Shin’ya Yamanaka im Jahre 2006, diese Frage zu beantworten. Der Forscher arbeitete mit murinen
embryonalen Stammzellen, Zellen in einem pluripotenten Zustand, die neben einem unbegrenzten
Selbsterneuerungspotential, in alle Gewebetypen eines Korpers differenzieren kdnnen. Sie
kommen in einem sehr frihen Zustand der Embryonalentwicklung, in der Blastozyste, vor [70].
Die Antwort auf die Frage, was embryonale Stammzellen zu diesen macht, vermutete Yamanaka
in den Genen der Zellen vorzufinden. Er stellte die Hypothese auf, dass spezifische
Transkriptionsfaktoren zu den Eigenschaften der Stammzellen, wie dem Differenzierungs- und
Proliferationspotential, beitragen und schlieBlich diese Faktoren auch dazu fuhren konnten,
differenzierte Korperzellen zu transformieren [71]. 24 potentielle Gene wurden von Yamanaka et
al. ausgewahlt, die zur Reprogrammierung in murine Fibroblasten durch Retroviren eingebracht
wurden. Durch eine schrittweise Reduktion der Transkriptionsfaktoren, konnten schlieBlich vier,
OCT3/4, SOX2, c-MYC und KLF4, definiert werden, deren Uberexpression in den Fibroblasten zum

Auftreten von Stammzellkolonien fihrten. Die in den pluripotenten Zustand rlickversetzten Zellen
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wurden induzierte pluripotente Stammezellen genannt (induced pluripotent stem cells, iPSCs) [72].
Die Experimente und erfolgreiche Reprogrammierung, wie sie mit murinen Zellen durchgefuhrt
wurden, konnte nur ein Jahr spater von denselben Forschern mit humanen Haut-Fibroblasten
wiederholt werden [73]. Fast zeitgleich veroffentlichte eine weitere Forschungsgruppe aus den
USA die ebenfalls gelungene Reprogrammierung von humanen somatischen Zellen mit den teils
abweichenden Expressionsfaktoren Oct3/4, SOX2, NANOG und LIN28 [74]. Gurdon und
Yamanaka wurden 2012 schlieBlich gemeinsam fir die Entdeckung, dass reife Zellen
reprogrammiert werden kdénnen, mit dem Nobelpreis in Physiologie und Medizin ausgezeichnet
[75]. Der experimentelle Durchbruch Yamanakas wurde als Losung fur die ethischen Probleme,
die die Stammzellforschung bislang mit sich brachte, angesehen, da embryonale Stammzellen nur
aus frihen Embryonen gewonnen werden kdnnen [76]. Humane induzierte pluripotente Stamm-
zellen (hiPSCs) haben zudem den Vorteil, dass sie aus jeglichen Korperzellen eines individuellen
Spenders gewonnen werden kdnnen. So ist es prinzipiell moglich, aus jeder Gewebeprobe durch
verschiedene bis heute entwickelte Methoden (z.B. Reprogrammierung durch Adeno-, Lenti-,
Sendai- oder Retro-Viren, episomale Plasmide, RNA, DNA oder rekombinante Proteine) hiPSCs
eines jeden Menschen herzustellen. Durch diese Moglichkeit 6ffneten sich neue Turen fir die
regenerative Medizin hinsichtlich der Entwicklung von Zelltherapien, die personalisierte Arznei-
mittelentwicklung, die Untersuchung von Pathophysiologien und die toxikologische Forschung
(Abb.6) [68].
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Abbildung 6: Herstellung und Anwendungsmdéglichkeiten von humanen induzierten pluripoten-
ten Stammzellen (hiPSCs). Aus somatischen Zellen eines Spenders werden durch Zugabe von Repro-
grammierungsfaktoren hiPSCs generiert. Diese konnen in beliebige Kérperzellen differenziert werden, um
sie einem Patienten zu transplantieren, passende Wirkstoffe zu identifizieren, die Toxizitat von Substanzen
zu bestimmen oder um Krankheitsmechanismen zu erforschen. Abbildung erstellt mit Biorender.com.

Es ware beispielsweise denkbar, aus dem Blut eines Patienten mit pulmonaler Alveolarproteinose,
einer Storung des Surfactantmetabolismus der Lunge, infolgedessen die Phagozytosefahigkeit der
alveolaren Makrophagen Uberlastet ist, hiPSCs zu generieren. Diese kdnnten in funktionale
Makrophagen differenziert werden, um sie dem Patienten schlieBlich in die Lunge zu
transplantieren. Die defekten Makrophagen in den Alveolen des Patienten wirden somit durch
eigene, gesunde Zellen ohne die Gefahr einer ImmunabstoBung, ersetzt werden kénnen [67].
Dieses Vorgehen wdrde sich fur viele verschiedene Krankheitsbilder, wie z.B. Diabetes oder auch
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson, eignen [77]. Die patientenspezifischen
Zellen bieten auBerdem die Moglichkeit einer Feststellung von genetisch pradestinierten Arznei-
mittelrisiken in vitro, bevor dieses dem Patienten verabreicht wird [78]. AuBerdem konnte getestet
werden, ob die gewlinschte Wirkung eines Medikaments bei einem Patienten erzielt werden kann,
zudem konnen Krankheiten in vitro modelliert und molekulare Mechanismen untersucht werden,
um geeignete Behandlungsmoglichkeiten zu entwickeln [79, 80]. Bereits zugelassene Wirkstoffe

kdnnten auch an verschiedenen Krankheitsmodellen im Hochdurchsatzverfahren getestet werden,
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um neue Indikationen eines bestehenden Arzneimittels zu identifizieren [68]. Einige wissen-
schaftliche Publikationen konnten die Nutzlichkeit von differenzierten hiPSCs aus Patienten zur
Vorhersage von Arzneimittelwirkungen im Vergleich zu immortalisierten Zelllinien und Tier-
modellen bereits aufzeigen [81-83]. Durch die Nutzung von hiPSCs statt Tiermodellen kénnen
auch Markt-Ricknahmen von Arzneimitteln aufgrund unerwinschter Nebenwirkungen und
Toxizitat vermieden werden [68, 84]. Alleine zwischen 1990 und 2010 wurden 133 solcher Falle
bekannt, Kardiotoxizitat und Hepatotoxizitat wurden hierbei als die meisten Ursachen benannt
[85]. Aufgrund immer besser werdender Protokolle zur Differenzierung von Kardiomyozyten aus
hiPSCs, wurden Anstrengungen unternommen, diese zukinftig als Modell zur Bestimmung der
Kardiotoxizitat von Arzneimitteln heranzuziehen [86]. hiPSC-differenzierte Hepatozyten bringen
zudem die Maoglichkeit mit, genetische Polymorphismen der Cytochrom P450 (CYP450)-
Expression (insbesondere CYP2D6) verschiedener Individuen mit einzubeziehen, die fir den
Medikamentenstoffwechsel und die Hepatotoxizitat eines Wirkstoffs eine grundlegende Rolle
spielt. Verglichen mit primaren Hepatozyten, konnten in hiPSC-Hepatozyten je nach Patient unter-
schiedliche Aktivitatslevel der CYP450 und Ansprechbarkeiten durch Wirkstoffe gezeigt werden
[87]. Es ist also wahrscheinlich, dass verschiedene hiPSC-Modelle aufgrund ihres Potentials,
zukinftig in verschiedenen Stufen der Arzneimittelentwicklung, auch in klinischen Studien,
Anwendung finden werden. Derzeit sind sie vorrangig in frihen Entwicklungsphasen, wie der
Grundlagenforschung und praklinischen Studien im Einsatz, in denen die Krankheitsmechanismen
verstanden und Wirkstofftargets identifiziert werden. Nachfolgende Tabelle 1 zeigt hiPSC-abge-
leitete Zelltypen, die zuletzt in frihen Phasen der Arzneimittelentwicklung angewendet wurden
[88].

Tabelle 1: Bisher verwendete hiPSC-abgeleitete Zelltypen in der Arzneimittelentwicklung.
Modifiziert nach De Masi et al. 2020 [88].

Zelltypen Krankheit

Kortikale Neuronen Lesch-Nyhan Syndrom

Neuronen Morbus Alzheimer
Motorneuronen Amyotrophe Lateralsklerose
Kardiomyozyten QT-Syndrom

Hepatozyten Familiare Hypercholesterinanamie
Neurale Vorlauferzellen Schizophrenie
Mesenchymal-ahnliche Zellen Progressive massive Fibrose

Da Differenzierungsstrategien und -protokolle fur verschiedene Zelltypen und Krankheitsbilder in
der Zukunft stetig optimiert und weiterentwickelt werden, wird es mdglich sein, nicht aussage-
kraftige Tiermodelle im Sinne des 3R-Prinzips durch zuverlassigere hiPSC-Modelle zur Testung der

Wirksamkeit und Toxizitat zu ersetzen. Der Einsatz von Patientenmodellen mit genetischen
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Variationen einer Krankheit wie beispielsweise CF oder Morbus Alzheimer wird zukUnftig in der
Arzneimittelentwicklung an Bedeutung gewinnen, wahrend Tiermodelle sie verlieren werden [89].
Es wird mithilfe von Technologien wie der Next-Generation-Sequenzierung und bioinformatischen
Ansatzen angestrebt, Informationen Uber die Wechselwirkungen des Genotyps und Phanotyps
eines Patienten mit einem Medikament zu erhalten, um schlieBlich Patienten-Klassifizierungen fir
eine angemessene Behandlung aufstellen zu konnen und der personalisierten Medizin ein Stlick
naher zu kommen [90]. Die Charakteristika von hiPSCs, wie ihr diploider Chromosomensatz, die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und die Differenzierung in verschiedene Zelltypen, erlauben es
zellulare Funktionen im gesunden wie auch im kranken Zustand adaquat abbilden und
untersuchen zu kénnen. Das macht hiPSCs zur vielversprechenden Zellquelle fir Modelle zur
Erforschung von Pathophysiologien genetischer Krankheiten. Dieses Potential hat in den
vergangenen Jahren dazu geflihrt, dass weltweite Initiativen zur Gewinnung von hiPS-Zelllinien
aus gesunden und kranken Spendern monogenetischer und polygenetischer Krankheiten
gegrindet wurden. Die hiPS-Zelllinien werden eingehend charakterisiert und koénnen
beispielsweise Uber die European Bank for induced pluripotent stem cells (EBiSC) bezogen werden
[91-93]. Die Kenntnis Uber das krankheitsassoziierte Gen, wie CFTR bei CF, ist essentiell fir die
In-vitro-Modellierung genetischer Krankheiten und erlaubt die Entwicklung effektiver Modelle, die
sowohl den genetischen Hintergrund des Patienten erfassen, den krankheitsspezifischen Phanotyp
aufweisen und fdr die Krankheit spezifische Endpunktbestimmungen erlauben [94]. Die
Variabilitat der Zellen aus verschiedenen Individuen (Inter-Donor-Variabilitat) beztglich ihres
biologischen Verhaltens, wie beispielsweise die Fahigkeit, in einen bestimmten funktionellen
Zelltyp zu differenzieren, ist ein haufig auftretendes Szenario [95]. Dieses Verhalten tritt
unabhangig von Genotyp oder Krankheitsstatus auf und macht die Identifikation von
krankheitsassoziierten Phanotypen unmoglich, wenn gesunde und kranke Zellen aus
unterschiedlichen Patienten stammen, da die auftretenden biologischen Unterschiede der beiden
Individuen die durch den Phanotyp verursachten Merkmale Uberdecken wirden. Abhilfe kann
hierbei die Genomeditierung schaffen, die es erlaubt, in einem genetisch kontrollierbaren Rahmen
krankheitsassoziierte Mutationen im Vergleich zu isogenen, also genetisch identischen, Kontrollen

Zu untersuchen [94].

1.4.2. Genomeditierung in hiPSC-Krankheitsmodellen

Bei der Verwendung von transgenen Tiermodellen oder humanen Zelllinien als Krankheitsmodelle
kénnen die Phanotypen genetischer Variationen aufgrund auftretender Speziesunterschiede oder
fehlender Syntanie nicht berlcksichtigt werden [84, 91, 96]. Fur diese Art der zurzeit meist ge-

nutzten Krankheitsmodelle existieren zudem keine geeigneten Kontrollen. Jene, die auf hiPSCs
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basieren, bringen jedoch die Maglichkeit der Entwicklung isogener Kontrolllinien mit [97]. Diese
sind genetisch identische Zelllinien, da sie vom gleichen gesunden oder erkrankten Spender
stammen und somit exakt dasselbe Erbgut besitzen. Eine Halfte der Zellpopulation kann genetisch
so modifiziert werden, dass aus den gesunden Zellen, durch das Einbringen der krankheitsver-
ursachenden Mutation durch Genomeditierungs-Technologien, kranke Zellen erzeugt werden
bzw. aus kranken Zellen, durch Korrektur der auftretenden Mutation in deren Erbgut, gesunde
Kontrollzellen generiert werden (Abb.7). Fir Wirksamkeitstestungen eines Medikaments oder
Untersuchungen zum Krankheitsmechanismus, steht somit eine gesunde Kontrolle der kranken
Person zur Verfligung. Dies erlaubt es, in Untersuchungen und Wirksamkeitsstudien an den daraus
differenzierten Korperzellen direkte RickschlUsse auf die Mutation zu ziehen oder sie auszu-
schlieBen, da die Phanotypen der isogenen Paare direkt miteinander und die Paare untereinander

verglichen werden kénnen [91].
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Abbildung 7: Herstellung isogener hiPS-Zelllinien mittels Genomeditierung. hiPSCs kénnen aus
gesunden (blau) und kranken (rot) Spendern generiert werden. Nach der Differenzierung in einen
geeigneten Zelltyp, kénnen zelluldre und molekulare Eigenschaften verglichen werden. Um die Variabilitat
aufgrund des genetischen Hintergrunds auszuschlieBen, kann die Genomeditierung angewendet werden,
um in gesunden Zellen Mutationen einzufligen (griin) oder in kranken Zellen die Mutation zu korrigieren
(gelb). Dieses Vorgehen fiihrt zu isogenen Paaren (graue Boxen), die den Einfluss der Mutation auf den
Phanotyp identifizieren. Abbildung modifiziert nach Bassett, 2017 [91]. Abbildung erstellt mit
Biorender.com.
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Der beschriebene Prozess der Genomeditierung kann mittels verschiedener Technologien in
humanen Zellen vorgenommen werden, wie beispielsweise mithilfe von Zinkfingernukleasen
(ZFNs) [98], Transcription Activator-like Effector- Nukleasen (TALENs) [99, 100] oder der CRISPR/-
Cas9-Methode [101]. Letztere basiert auf dem in vielen Prokaryoten vorkommenden, adaptiven
antiviralen Abwehrmechanismus, CRISPR (Clustered Reqularly Interspaced Short Palindromic
Repeats), welche wiederholend vorkommende Abschnitte im Genom von Bakterien darstellen und
ein Teil des CRISPR/Cas-Systems sind. Es dient der Beschaffung von Resistenzen gegenlber ein-
dringenden Viren wie Phagen und der Unschadlichmachung derer [102, 103]. Involviert in diesem
Prozess sind auch Cas (CRISPR-associated protein)- Nukleasen, also Enzyme, die DNA-Doppel-
strange an einer bestimmten Sequenz, die sie mithilfe gebundener, komplementarer RNA (quide
RNA) finden, schneiden. Mithilfe dieses Immunsystem-Aquivalents ist es Bakterien maoglich,
fremdes Erbgut in das Eigene einzubauen und sich so vor wiederholten Virusinfektionen bei
Wiedererkennung des eingebauten viralen DNA-Abschnitts zu schitzen [103, 104]. Das
CRISPR/Cas-System kann als Genschere auch in Eukaryoten eingesetzt werden und ermoglichen,
dass Gene ausgeschaltet, entfernt, eingefligt oder in einzelnen Nukleotiden verandert werden
kdnnen [105, 106]. Diese Entdeckung wurde 2020 mit dem Nobelpreis flir Chemie ausgezeichnet
[105]. Im Gegensatz zu ZFNs und TALENs, welche zeitintensive und kostspielige Methoden
darstellen, erfordert das hochspezifische CRIPSR/Cas-9-System lediglich das Design einer zur
Zielregion komplementaren single-quide RNA (sgRNA) und deren Einschleusung in die Zielzelle
[107]. Der Cas9-sgRNA-Komplex verursacht an der gewunschten Stelle einer Gensequenz einen
Doppelstrangbruch, der von der Zelle anschlieBend repariert wird. Dieser Prozess kann dazu
genutzt werden, das Genom gezielt an der geschnittenen Stelle zu verandern [91]. Es ist auch
maoglich, mehrere Genomeditierungen vorzunehmen, da mehrere sgRNAs gleichzeitig eingesetzt
werden kénnen [101, 108]. Die CRISPR/Cas-Technologie ist in der Forschung aufgrund ihrer vielen
Vorzuge die Methode der Wahl, um die beiden in Abbildung 7 dargestellten Strategien zu
verfolgen. Wird eine Mutation wie z.B. F508del, die am haufigsten vorkommende CF-Mutation,
in die Zellen eines gesunden Menschen eingebracht, kann untersucht werden, ob diese Mutation
zur Auspragung des Phanotyps der Krankheit im differenzierten Zelltyp beitragt. Wird eine
Mutation in den Zellen eines kranken Menschen korrigiert, kann untersucht werden, ob die
Abwesenheit dieser Mutation die Auspragung des kranken Phanotyps in dem differenzierten
Zelltyp verandert oder hindert. Dies gelingt durch den direkten Vergleich zur jeweils isogenen

Kontrolle.



Einleitung | 20

1.5. Differenzierung von alveolaren Epithelzellen aus hiPSCs

1.5.1. Die Embryonalentwicklung der Lunge als Vorbild

Im Respirationstrakt existieren eine Reihe von verschiedenen Epithelzelltypen, die spezifische,
lebenswichtige Funktionen erflllen. Das respiratorische Epithel besteht aus Zilien-tragenden Zellen
(., ciliated cells"), Becherzellen (, goblet cells"), Keulenzellen (, club cells") und Basalzellen, welche
eine Art Vorstufe von reifen Epithelzellen darstellen [7, 109]. Wie bereits in Kapitel 1.2.
beschrieben, besteht das alveolare Epithel zu 99 % aus flachen, sowie kubischen Zellen, den
Alveolaren Epithelzellen Typ 1 (AT1) bzw. Typ 2 (AT2).

Die Differenzierung in Lungenzelltypen in vitro nimmt sich die embryonale Entwicklung in vivo
zum Vorbild. An Tag 15 der humanen Embryogenese bildet sich wahrend der Gastrulation der
Primitivstreifen, aus dem die drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm hervorgehen
und als Organanlagen dienen. Wahrend die Epithelzellen der Lunge aus dem Endoderm
entstehen, entwickeln sich Fibroblasten, glatte Muskulatur und Knorpel, die der Lunge als
strukturellen Halt dienen, aus dem Mesoderm. Die Entwicklung der Lunge beginnt aus morpho-
genetischer Sicht mit der Bildung von zwei Knospen aus dem embryonalen Darmrohr (Endoderm),
aus welchem auch der gesamte Gastrointestinal-Trakt, sowie die assoziierten Organe Leber,

Pankreas und Schilddrise hervorgehen (Abb.8) [110-113].
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Abbildung 8: Ubersicht der Endoderm-Entwicklung. Aus dem Endoderm entwickeln sich Foregut,
Midgut und Hindgut Endoderm. Die Lunge geht aus dem vorderen Teil des Foregut Endoderms, dem
Anterior Foregut Endoderm hervor. Diese Stufe muss daher zur Differenzierung von Lungenzelltypen in vitro
durchlaufen werden. Abbildung modifiziert nach Zorn und Wells, 2009 [113]. Abbildung erstellt mit
Biorender.com.

Vier bis sieben Wochen nach der Empfangnis bildet sich aus dem vorderen Teil des vorderen
Darmrohrs (Anterior Foregut Endoderm), die embryonale Lunge, die aus rechtem und linkem
Lungenfllgel besteht und bereits ab der 5. Woche erste Verzweigungen ausbildet (Abb.9). Somit
geht die embryonale Phase in die pseudoglandulare Phase tber und dauert bis Woche 17 an
(Abb.9). Wahrend dieser Phase werden weitere Verzweigungen ausgebildet und ab der 10.
Woche setzen zudem fetale Atmungsbewegungen ein, die bei dem Wachstum der Lunge eine
Rolle spielen sollen. Am Ende dieser Phase ist die Struktur des gesamten respiratorischen Baums
statuiert und die epitheliale Differenzierung schreitet voran. Die caniculare Phase erstreckt sich
von Woche 16-26 (Abb.9). Es wird angenommen, dass wahrend dieser Phase drei weitere
Verzweigungszyklen durchlaufen werden, um die zuklnftigen Alveolarregionen aufzubauen. Die

bereits existierenden Atemwege nehmen an GroBe zu und erweitern sich am distalen Ende. Erste
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morphologische Anzeichen sprechen in dieser Phase fir eine Differenzierung in distale Epithel-
zellen. In der darauffolgenden, saccularen Entwicklungsphase von Woche 26-36 erscheinen die
distalen Enden der jetzt vollstandig existierenden Atemwege als hohle Kapseln, die sich anhaufen
(Abb.9). Die alveolare Epitheldifferenzierung schreitet weiter voran und erste Lamellarkérperchen
kénnen im Zuge der Ausreifung des Surfactantsystems in AT2 detektiert werden. In der finalen
alveolaren Phase bilden sich schlieBlich die Alveolen vollstandig aus und vergréBern sich, um die
benotigte Oberflache fir den Gasaustausch zu gewahrleisten. Die Phase wird ab Woche 36
beobachtet und kann bis zu 3 Jahre nach der Geburt andauern (Abb.9). Aufgrund Untersuch-
ungen mit modernen bildgebenden Verfahren wird sogar davon ausgegangen, dass die Reifung

der Alveolen bis zum jungen Erwachsenenalter stattfindet [114].

Embryonal Pseudoglandular Canicular Saccular Alveolar
lk -
i
4-7 Wochen 5-17 Wochen 16-26 Wochen 26-36 Wochen 36 Wochen-
3 Jahre

Abbildung 9: Phasen der humanen Lungenentwicklung. Innerhalb von 4-7 Wochen nach der
Empfangnis bildet sich die embryonale Organanlage fur die Lunge. Die pseudoglandulare Phase beginnt ca.
ab Woche 5 mit der Verzweigungsmorphogenese und dauert bis zur 17. Woche an. Die caniculare
Entwicklungsphase erstreckt sich von Woche 16-26. Das Ende der Verzweigungsmorphogenese findet
wahrend der saccularen Phase zwischen den Wochen 26-36 statt. Die Formation der Alveolen setzt ab
Woche 36 ein und kann bis zu mehreren Jahren nach der Geburt andauern. Abbildung modifiziert von
Nikolic et al., 2018 [114].

1.5.2 In-vitro-Differenzierung in distale Lungenzelltypen

Verglichen zu anderen Zelltypen, wie beispielsweise Kardiomyozyten und Hepatozyten, die bisher
erfolgreich aus hiPSCs differenziert und immer weiter optimiert wurden, ist die Forschung
bezuglich der Differenzierung von Lungenzelltypen aus hiPSCs vergleichsweise noch nicht weit
fortgeschritten [115]. Anstrengungen wurden von unterschiedlichen Forschungsgruppen unter-
nommen, verschiedene Atemwegsepithelzellen oder AT2 und AT1 aus hiPSCs zu differenzieren
[116-120]. Hierbei konnte die Expression von Markern, die beispielsweise mit einem AT2- oder
AT1-Phanotyp eng verknUpft sind, gezeigt werden, jedoch wiesen die differenzierten Zellen eine
entweder fehlende strukturelle Ahnlichkeit zu primarem, adultem Alveolarepithel auf oder glichen
eher fetalem Lungenepithel [115]. Der Reifegrad, der bei Kardiomyozyten oder Hepatozyten
bereits erzielt werden kann, wird bei differenzierten Lungenzelltypen noch nicht erreicht, weshalb

weitere Protokolloptimierungen und -strategien zur Differenzierung dieser Zelltypen notwendig
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sind, um sie als zuverlassige Zellquelle in Krankheitsmodellen und in der Arzneimittelentwicklung

einsetzen zu kénnen [115].

Die In-vitro-Differenzierung in AT2 und AT1 ist ein gerichteter Vorgang, das heiBt die Signale, die
die Zellen in embryonaler Umgebung zur organ-spezifischen Entwicklung auf molekularer Ebene
in vivo erhalten, sollen in vitro simuliert werden. Fur alle Lungenzelltypen bedeutet dies, dass eine
Reihe von Entwicklungsstufen zu durchlaufen sind, um den angestrebten Zelltyp ableiten zu
konnen. Zunachst muss das definitive Endoderm (DE) induziert werden, welches sich darauf-
folgend in das vordere Vorderdarm-Endoderm (Anterior Forequt Endoderm, AFE) entwickeln
muss, damit sich hieraus Lungenvorlauferzellen bilden koénnen, welche sich schlieBlich in
proximale oder distale Zelltypen der Lunge spezialisieren (Abb. 8) [110]. Um die Entwicklung des
ausgehenden Keimblatts, des DE, in vitro zu induzieren, muss der Nodal-Signalweg aktiviert
werden. Dies geschieht meist durch ein Cytokin der TGF-B-Superfamilie (Transforming growth
factor beta), zu welchen wichtige Signalmolektle zahlen, die die Entwicklung des DE in vivo
steuern. Meist wird in vitro das rekombinant hergestellte Protein Activin A eingesetzt, das den
Nodal-Signalweg, der wahrend der Gastrulation stattfindet, aktiviert [121]. Auch die Verwendung
von Small Molecules sind fir die Induktion des DE in vitro mdglich [122]. Das DE ist durch die
simultane Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren, wie sex-determining region Y (SRY)-box
17 (SOX17), Forkhead Box-Protein 2 (FOXA2) und C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4),
charakterisiert. AnschlieBend erfolgt eine Spezialisierung des gebildeten DE. Neben dem
Vorderdarm-Endoderm (Forequt Endoderm) aus dem Lunge, Leber, Schilddrise, Pankreas und
Magen entstehen, werden im weiteren Entwicklungsprozess auch zwei weitere Domanen, das
Mitteldarm- und Hinterdarm-Endoderm (Midgut- und Hindgut Endoderm), aus dem DUinn- bzw.
Dickdarm hervorgehen, ausgebildet (Abb.8) [113]. Das Forequt Endoderm entwickelt sich durch
Signale des vom Darmrohr umgebenden Mesenchyms heraus in einen vorderen (anterior) und
hinteren (posterior) Teil (Abb.8). Dieser Prozess wird auf molekularer Ebene durch eine Reihe von
Signalwegen, wie dem BMP-, WNT-, FGF-, Retinoic acid (RA) und Sonic hedgehog (SHH)-
Signalweg reguliert [110, 123]. Da die Organanlage der Lunge im vorderen Teil des Foregut
Endoderms (AFE) liegt, muss die Ausbildung des AFE in vitro stimuliert werden, wahrend die
Entwicklung des Posterior Endoderms unterdriickt werden muss. Auf molekularer Ebene bedeutet
dies die gleichzeitige Inhibierung des Nodal- und BMP-Signalwegs, woflr sich die Kombination
aus dem rekombinant hergestellten Protein Noggin oder Dorsomorphin, selektive Inhibitoren des
BMP-Signalwegs und SB431542, ein pharmakologischer Inhibitor des Nodal-Signalwegs, eignet
[124, 125]. Diese Faktoren induzieren die Expression des Foregut Markers SRY-box 2 (SOX2),

wahrend die FOXA2-Expression aufrecht erhalten bleibt [126]. Diese zwei Marker dienen somit
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als charakteristische Merkmale des AFE, welches als Ausgangspunkt fir den weiteren Differen-
zierungsprozess von AT2 und AT1-Zellen in vitro unerlasslich ist [127]. Fir die Entstehung der
Milliarden von Epithelzellen, die die gesamten Atemwege in vivo auskleiden, ist die Ausbildung
von respiratorischen Vorlauferzellen notwendig, die aus der Spezialisierung des nun vorliegenden
AFE resultieren. Die Expression des Transkriptionsfaktors Homoobox-Gen NK2 homeobox 1
(NKX2.1), auch bezeichnet als Thyroidaler Transkriptionsfaktor 1 (TTF-1), dient hierbei als ein
wichtiges Merkmal der stattfindenden, respiratorischen Spezialisierung des ventralen Endes des
AFE[110, 126, 128]. Eingehende Untersuchungen zeigten die Involvierung einer Reihe von Signal-
wegen auf, die fur die Entwicklung der Lunge wesentlich sind und somit auch in vitro simuliert
werden mussen (Abb.10). Der BMP-Signalweg, welcher die SOX2-Expression des AFE unterbindet,
muss fUr die Vorbereitung der Lungenspezifizierung aktiviert werden, da eine fortschreitende
SOX2-Expression die NKX2.1 Expression hindern wirde [129, 130]. Die Stimulation des WNT2/2b-
Signalwegs, die vom umliegenden Mesoderm ausgeht, ist ebenfalls entscheidend fir die
einsetzende Expression von NKX2.1 (Abb.10A). FGF10, ein Molekl der FGF-Familie, welches nach
der ventralen Spezifikation des AFE und wahrend der fortschreitenden Lungenentwicklung distal
exprimiert wird, nimmt aufgrund seiner Lokalisation einen direkten Einfluss auf die morpho-
genetische Ausbildung der beiden Lungenaste und die Entstehung und Proliferation distal
angesiedelter Lungenzelltypen wie AT2 und AT1 [128, 131, 132]. Die Aktivitat des WNT2/2b-,
BMP4- und RA-Signalwegs sind fur die Weiterentwicklung der epithelialen Vorlauferzellen
(NKX2.1-positive Zellen) in SRY-box 9 (SOX9)-exprimierende Zellen essentiell, da sie die Aktivitat
von FGF10 steuern [133]. Die WNT2/2b-Signalgebung erfolgt vom umgebenden Mesoderm aus-
gehend Uber den zwischengeschalteten B-Catenin-Signalweg und in genauer zeitlicher
Abstimmung mit dem BMP4-Signalweg, da diese beiden Signalwege entgegengesetzt auf FGF10
einwirken. Auch RA nimmt Uber eine Zwischenstufe, den SHH-Signalweg, an der Steuerung der
Expression von FGF10 teil (Abb.10B) [134-136]. Neben BMP, WNT und RA sind auch weitere
Vertreter der FGF-Familie (FGF2 und KGF) ausschlaggebend fir die Lungen-Morphogenese und
der Proliferation des Epithels [126].
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Abbildung 10: Ventrale Spezifikation des Anterior Foregut Endoderm und die frithe distale
Lungenentwicklung. A: Das Lungenendoderm ist durch die Expression von NKX2.1 am ventralen Ende
des AFE gekennzeichnet (pink). WNT2/2b und BMP4 sind vom Mesoderm ausgehend fur die
dorsale/ventrale Spezifizierung des AFE zustandig (rot). WNT2/2b nimmt Gber B-Catenin direkten Einfluss
auf die NKX2.1-Expression, wahrend BMP4 die inhibitorische Einflussnahme von SOX2 auf NKX2.1
unterdrlickt. B: Wahrend der anschlieBenden Weiterentwicklung der Lunge ist FGF10 essentiell fir die
Ausbildung der Lungenaste und die Proliferation und Entwicklung von Epithelzellen in den distalen Enden
der Lunge (pink). Die Expression von FGF10 wird streng kontrolliert von RA, BMP4 und WNT2/2b (blau) und
nimmt auf die einsetzende Expression von SOX9 (pink) in epithelialen Vorlauferzellen Einfluss. Abbildung
modifiziert nach Herriges und Morrisey, 2014 [134]. Abbildung erstellt mit Biorender.com.

Da all diese Signalwege in vivo in zeitlicher und raumlicher Abfolge streng kontrolliert ablaufen,
stellt die Simulation dieses beschriebenen Prozesses in vitro eine erhebliche Herausforderung dar
[110]. Die bekannten involvierten Signalwege sollen mit unterschiedlichen Kombinationen aus
rekombinanten Wachstumsfaktoren und chemischen Molekilen aktiviert werden, dabei ist
allerdings auch die eingesetzte Konzentration und der zeitliche Rahmen essentiell [131]. Bisher
wurden eine Reihe von unterschiedlichen Kombinationen aus Wachstumsfaktoren getestet und
definiert, die von AFE-Zellen ausgehend die Entwicklung AT2-ahnlicher Zellpopulationen
induzieren sollen und AT2-typische Marker wie die Surfactant Proteine-C (SP-C) und -B (SP-B)
exprimieren. So wurde erstmals 2011 von Green et al. gezeigt, dass die Kombination aus WNT3a,
FGF10, EGF, KGF und BMP4 wirksam ist, NKX2.1-exprimierende Zellen auszubilden und die
nachfolgende Zugabe von RA die Expression des klassischen AT2-Markers SP-C induziert [127].
Darauf aufbauend wurde das Protokoll von Longmire et al. 2012 so adaptiert, dass zur Induktion
von NKX2.1 zusatzlich der Wachstumsfaktor FGF2 eingesetzt wurde. Eine weitere Ausreifung
wurde anschlieBend mittels FGF10, FGF2, Dexamethason, Isobutylmethylxanthin (IBMX) und

zyklischem 8-Bromadenosin-Monophosphat (cAMP) erbracht und flhrte zu einer Population von
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Epithelzellen, die teils AT2-assoziierte Marker, teils AT1-typische Marker exprimierten [125].
Ghaedi et al. zeigte 2013 und 2014, dass auch die simultane Gabe von WNT3a, FGF10, KGF, EGF
und RA in serumhaltigem Medium eine annahernd homogene Population von AT2-ahnlichen
Zellen aus hiPSCs hervorbringen kann. Eine anschlieBende Kultivierung mit IWR1, einem WNT-
Inhibitor, fihrte zur Anderung eines AT2-Phanotyps zu einem AT1-Phanotyp, was die Expression
AT1-assoziierter Marker wie Aquaporin-5 (AQP5), Caveolin-1 (CAV1) und Podoplanin (PDPN)
bewies [116, 137]. Die beschriebenen Protokolle wurden zunachst in Teilen fur die zweidimen-
sionale (2D) Differenzierung, also Zellen im Monolayer, entwickelt. In den letzten Jahren wurden
vermehrt Bemihungen unternommen, Protokolle fir die dreidimensionale (3D) Differenzierung

zu etablieren oder sogar sogenannte Organoide heranwachsen zu lassen [61].

1.5.3. In-vitro-Lungen-Differenzierung: 2D vs. 3D

FUr die Erforschung der embryonalen Lungenentwicklung in vitro und zur Untersuchung der
Einflussnahme von Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Kombinationen und Konzentra-
tionen auf die Signalwege, greifen Forscher zur Etablierung von Differenzierungsprotokollen
gerne aufgrund ihrer Simplizitat auf 2D-Kulturen zurlick [138, 139]. Diese haben neben ihrer
einfachen Handhabung auch weitere Vorteile, wie die bessere Skalierbarkeit, geringere Kosten
und eine gleichmaBigere Nahrstoffversorgung, jedoch fir die Entwicklungsbiologie auch schwer-
wiegende Nachteile: Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Matrix-Kontakte, die fur die Aufrechterhal-
tung bzw. Ausbildung eines Phanotyps unerlasslich sind, fehlen. Infolgedessen kénnen zellulare
Funktionen und Signalwege, die im Gewebe vorliegen, nicht abgebildet werden [140, 141]. Eine
3D-Kultivierung der Zellen, z.B. als Spharoide oder Embryoid Bodies (EBs) kann die physiologische
Umgebung eines Gewebes besser simulieren, da Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte durch ihre
raumliche Anordnung gewahrleistet werden und Nahrstoffgradienten vorliegen [142-144]. Wird
die Entwicklung eines aussagekraftigen Testsystems oder Krankheitsmodells angestrebt, ist es
wichtig, die Physiologie und Komplexitat des Organs bestmaoglich zu reprasentieren. Hierzu zahlt
auch die Anwesenheit funktioneller Zelltypen, die in einem Organ oder Gewebe, das nie aus nur
einem, sondern aus mehreren verschiedenen Zelltypen besteht, vorliegen. Die Alveole beispiels-
weise stellt ein komplexes dreidimensionales System dar: Sie ist ein mit Luft gefllltes Gewebe-
sackchen, das aus verschiedenen Zelltypen besteht und von BlutgefaBen umgeben wird [109]. Im
Allgemeinen besitzen Stammzellen die Fahigkeit zur Selbstorganisation und Ausbildung kom-
plexer Strukturen in einer Matrix [140]. Wird dieses Prinzip in vitro angewendet, wird von der
Entwicklung von Organoiden gesprochen. Dies sind 3D-Strukturen, die aus Stammzellen (ESCs,
hiPSCs oder organ-begrenzte adulte Stammzellen) herangewachsen sind und aus organ-

spezifischen Zelltypen bestehen, die sich selbst organisieren und rdumlich anordnen [145-147].
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Organoid-Systeme ermdglichen somit, dass Prozesse, die wahrend der Organogenese oder im
adulten Organ und dessen Homoostase in vivo stattfinden, in vitro untersucht werden kdnnen
[148]. Aufgrund solcher Vorteile, die Organoid-Systeme bieten, ist es nicht Uberraschend, dass in
den letzten Jahren die Entwicklung von Differenzierungsprotokollen fir die Mini-Organe rasant
fortgeschritten ist [148, 149]. Jedoch haben die komplexen Systeme auch ihre Limitationen, wie
z.B. die Reproduzierbarkeit. Da nicht kontrollierbar ist, wie sich die Zellen in einem Organoid
anordnen, kann nicht gewabhrleistet werden, dass Organoide immer gleiche Dimensionen (Grél3e,
Form), zellulare Komposition, Phanotyp und molekulare Charakteristika aufweisen [61, 149]. Die
ersten Atemwegsorganoide aus hiPSCs wurden im Jahre 2012 von einer kanadischen Forscher-
gruppe publiziert [150]. Die hiPSCs trugen die CFTR-Mutation F508del und stellten somit das erste
Organoid-Modell dar, das zur Modellierung von CF diente. Zur Bestimmung der CFTR-Aktivitat
wurden von McCauley et al. einige Jahre spater, Atemwegsorganoide aus gesunden Spendern
und F508del Mutationstragern generiert, die in Reaktion auf die Aktivierung der Adenylylcyclase
durch Forskolin anschwellen bzw. unverdndert bleiben [151]. 2014 verdffentlichte eine
amerikanische Forschergruppe die Generierung von Organoiden, die sowohl alle Typen
Atemwegs-Epithelzellen als auch AT2 und AT1 enthielten [117]. Dye et al. publizierten 2015
Lungenorganoide, die in ihrer Zusammensetzung weitestgehend einer fetalen Lunge entsprachen
und sich daher fir entwicklungsbiologische Untersuchungen eignen [139]. Erweitert man die
Differenzierungsdauer auf 50-85 Tage, konnen reifere Lungenorganoide fir den Einsatz in der
regenerativen Medizin anhand des beschriebenen Protokolls generiert werden [152]. Die
komplexen Herstellungsprotokolle und lange Differenzierungsdauer ermaglichte es bislang nicht,
solche Organoide in der praklinischen Forschung einzusetzen, da zudem auch geeignete

Strategien zur Kryokonservierung von Lungenorganoiden fehlen.

Eine 3D- Differenzierung hei3t nicht zwingend, dass die Ausreifung von komplexen, reifen
Organoiden aus mehreren verschiedenen Zelltypen angestrebt werden muss. 3D-Kultivierungs-
techniken sind auch als nutzliches Werkzeug anzusehen, die bendtigte Zellpopulation unter
physiologischen Bedingungen zu differenzieren, Uber einen langeren Zeitraum zu erhalten oder
zu expandieren. Die Generierung von hiPSC-abgeleiteten Zelltypen fur die Anwendung in der
Medikamentenentwicklung setzt kontrollierbare und stabile Kulturbedingungen voraus, sodass
die Zellen eine stets vergleichbare Qualitat aufweisen. Des Weiteren sollte idealerweise die
Maglichkeit gegeben sein, Zellen in hoher Anzahl generieren zu kédnnen, da nur so gewabhrleistet
werden kann, dass eine ausreichende Zellzahl fur die Anwendung in der regenerativen Medizin
und der Arzneimittelentwicklung vorhanden ist [118, 131]. Die Limitationen von Organoiden fir
den Einsatz in der praklinischen Forschung konnten so umgangen werden. Die erste 3D-basierte
Differenzierung und Expansion eines definierten Zelltyps, AT2, wurde 2017 von Jacob et al.

publiziert und 2019 mit einem Protokoll erganzt [119, 120]. Jedoch werden in der beschriebenen
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Methode die ersten Differenzierungsstufen, DE und AFE sowie die AFE-Spezialisierung in NKX2.1-
exprimierende Vorlauferzellen zunachst zweidimensional durchgefihrt, was eine geringe Zellzahl
bedeutet, bevor isolierte NKX2.1-positive Zellen in eine Hydrogel-basierte 3D-Kultur Uberfihrt
werden. Die Ausreifung in AT2 wird somit in dreidimensionaler Umgebung durchgefihrt und
endet in Alveolospheren, die einen fiir AT2 typischen Surfactantmetabolismus aufweisen und laut
Autoren fur die Modellierung von Krankheiten der Alveole eingesetzt werden kdénnen. Die
Alveolospheren kénnen passagiert und fur bis zu einem Jahr in Kultur gehalten werden, allerdings
ist die Methode nur fir geringe Durchsatzraten geeignet. Die Autoren weisen zudem darauf hin,
dass in den Alveolospheren keine AT1 prasent sind [120]. Yamamoto et. al. publizierten ebenfalls
eine Langzeit-Methode, in der Organoide zur Expansion von AT2 genutzt werden. Die alveolaren
Organoide beinhalten zur Unterstlitzung bei der Langzeitkultivierung humane fetale Lungen-
fibroblasten [118]. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass die AT2 in AT1 transdifferenzieren
kdnnen. In einer darauffolgenden Studie untersuchten die Autoren die Differenzierung von AT1
in alveolaren Organoiden mit und ohne Lungenfibroblasten. Die Inhibierung des kanonischen
WNT-Signalwegs mit dem Rho-Kinase Inhibitor Y27632 (ROCK) konnte als effektive Methode
identifiziert werden, AT2 in AT1, die die gleichen Transkriptome wie primare AT1 besitzen, in vitro

zu differenzieren [153].

Diese bisher beschriebenen 3D-Ansatze zur Differenzierung, Expansion und Langzeitkultivierung
von alveolaren Epithelzellen finden unter statischen Bedingungen statt, bei welchen keine Scher-
krafte auf die Zellen ausgelbt werden, die embryonale Stammzellen in vivo erfahren. Zudem ist
bekannt, dass physiologischer Scherstress die Differenzierung und Reifung von Zellen positiv be-
einflussen kann [154]. Die bislang beschriebenen Ansatze sind nur flr geringe Durchsatzraten
geeignet, sie sind also entweder zu komplex hinsichtlich einzelner Arbeitsschritte oder es konnen
nur wenige Zellen generiert werden. Fur den Einsatz als praklinisches Testsystem muss jedoch
jederzeit eine hohe Anzahl an Zellen zur Verfligung stehen. Bioreaktoren sind Systeme, die bei
dieser Problemstellung Abhilfe schaffen kénnen. Sie eignen sich beispielsweise zur Kultivierung
und Differenzierung unter dynamischen Bedingungen, sie sorgen fir eine homogene Nahrstoff-
versorgung und gewahrleisten die Expansion bzw. Generierung einer hohen Anzahl differenzierter
Zellen fur die (pra-)klinische Forschung (Abb.11) [155]. AuBerdem kann die Ausbildung von Nahr-
stoffgradienten reduziert werden, die zwar fur gewebsspezifische Mileus in 3D-Modellen sorgen
kdnnen, jedoch auch an der geringen Reproduzierbarkeit von 3D-Ansatzen beteiligt sind, die bei

Zellquellen fur Screening-Ansatze vermieden werden mdssen.
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Abbildung 11: Mégliche 3D-Modelle aus pluripotenten Stammzellen (PSC). Aus PSCs wie ESCs oder
iPSCs kdnnen Organoide oder Aggregatsuspensionen generiert werden, die entweder GerUststrukturen,
EZM-Proteine bzw. Mikrocarrier aus Hydrogel enthalten oder Mikrocarrier-frei kultiviert werden. Als Kulti-
vierungstechniken kénnen statische sowie dynamische Methoden (z.B. Bioreaktor) eingesetzt werden.
Abbildung erstellt mit Biorender.com.

Der in dieser Arbeit eingesetzte Bioreaktor (CERO 3D) ist ein Inkubatorsystem, in dem Zellkultur-
parameter wie Temparatur, CO,-Gehalt und Rotationsgeschwindigkeit eingestellt werden
konnen. Durch die Einstellung der Rotation der vier Zellkulturréhrchen, von dem jedes ein
Volumen von 50 ml umfasst, kann fluidischer Stress kontrolliert und reproduziert werden [156,
157]. Das System erlaubt somit die Generierung und Kultivierung alveolarer Epithelzellen in
Microcarrier-freien Aggregatsuspensionen und ermoglicht pro Differenzierungsvorgang enorm
hohe Zellausbeuten (Abb.11). Bioreaktor-basierte Systeme kdnnen also zur Herstellung klinisch
relevanter Zelltypen genutzt werden, allerdings mussen zunachst Protokolle, deren Effektivitat
unter 2D-Bedingungen demonstriert wurden, auf die Aggregatsuspensionskultur (3D) Ubertragen
werden [158]. Im Bereich der alveolaren Epithelzelldifferenzierung aus hiPSCs wurden bisher keine
robusten und reproduzierbaren Protokolle fir Bioreaktoren entwickelt. Zudem existieren keine
ganzheitlich planaren Differenzierungsprotokolle fur alveolare Epithelzellen, die auf Bioreaktor-
prozesse Ubertragen werden kdnnten. Daher besteht dringender Entwicklungsbedarf von 2D- und
3D-Protokollen fir die alveolare Epithelzelldifferenzierung aus hiPSCs, um sie als Zellquelle far

In-vitro-Testsysteme zu nutzen.
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2. Ziele der Arbeit

Lungenerkrankungen sind die zweithaufigste Todesursache weltweit. Zur Entwicklung neuer
Therapiemdglichkeiten werden aussagekraftige Testsysteme bendtigt, die bislang eingesetzte
Tiermodelle ersetzen konnen. Human-relevante In-vitro-Modelle fir die Lunge kdnnen aus
humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSCs) generiert werden. Auch wenn diese
Zellquelle viele Vorteile mit sich bringt, besteht im Bereich robuster, reproduzierbarer
Differenzierungsstrategien von Lungenzelltypen dringender Entwicklungs- und Optimierungs-
bedarf, da die Zellen fir den Einsatz in der Forschung und Medikamentenentwicklung in einer
industriell relevanten und reproduzierbaren Quantitat und Qualitat zur Verfligung stehen mussen.
Alveolare Epithelzellen, die flr den Prozess der Atmung essentiell sind, stellen Angriffspunkt far
eingeatmete Pathogene wie Bakterien und Viren dar und sind in vielen Krankheitsbildern der
Lunge involviert. So sind sie beispielweise auch direkte Zielzellen von SARS-CoV-2. Bestehende
Differenzierungsprotokolle fir alveolare Epithelzellen sind fur die groBmaBstabliche Produktion

und deren Einsatz in der praklinischen Testung bislang ungeeignet.

Aus diesem Grund ist das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung eines Differenzierungsprotokolls fur
alveolare Epithelzellen aus hiPSCs, das sowohl unter statischen 2D-, als auch unter dynamischen
3D-Bedingungen im Bioreaktor angewendet werden kann. Da die alveolare Differenzierung ein
komplexer Prozess aus funf aufeinanderfolgenden Stufen darstellt, soll die Eignung dieser beiden
ausgewahlten Differenzierungsstrategien anhand einer vergleichenden Gen- und Proteinex-
pressionsanalyse untersucht werden. Dabei soll auf gesunde und genetisch veranderte hiPSC-
Linien zurlickgegriffen werden, um die Robustheit und Ubertragbarkeit der Methoden auch fir
Krankheitsmodelle zu Uberprifen. Diese Vorgehensweise erlaubt es, bestehende Unterschiede
zwischen den beiden Methoden in jeder Stufe der Differenzierung zu erkennen und die Vorteile
der jeweiligen Strategie herauszustellen. Die Eignung der generierten Zellen als praklinisches
Testsystem soll auBerdem an der Infektion mit SARS-CoV-2 als aktuelles Krankheits- und
Forschungsbeispiel gezeigt werden. Ein weiterer, wichtiger Aspekt zur Einsatzfahigkeit hiPSC-
abgeleiteter Zelltypen in der Medikamentenentwicklung stellt die Kryokonservierung dar. In dieser
Arbeit soll ein geeigneter Zeitpunkt hierflr definiert werden, der es ermaglicht, Zellen zukUtnftig

aufzubewahren, ohne dabei an spezifischen Charakteristika zu verlieren.

Die beschriebenen Einzelziele der vorliegenden Arbeit sollen den zuklnftigen Einsatz von hiPSC-
abgeleiteten, patienten-spezifischen alveolaren Epithelzellen zur Erforschung neuer Medikamente
wie z.B. flir COVID-19 oder Cytische Fibrose ebnen.
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3. Material und Methoden

3.1. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Aluminiumfolie

Aspirationspipetten

CERO 3D Tubes

Chirurgisches Skalpell

Deckglaser 24 x 50 mm
Einfrierrdhrchen (2 ml)
Einwegpipetten (2- 50 ml)
FACS-R6hrchen

Flussigkeits-Reservoirs
Glasobjekttrager Superfrost
GlasgefaBe

Messkassette Vial-Cassette™
MicroAmp™ optische Adhasionsfolie
MicroAmp™ Fast 96-Well Reaktionsplatte
Papiertlicher
PCR-Mikro-ReaktionsgefaBe (0,2 ml)
Petrischalen (60 mm)

Petrischalen quadratisch (120 x 120 mm)
Pipettenspitzen (10-1000 pl)

6-, 12-, 96-well Platten
ReaktionsgefaBe (0,6 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Zellkulturinserts, PET-Membran,

0.4 um PorengréBe, 12 well

Zellsiebe (70 pm)
Zentrifugenréhrchen (15, 50 ml)

VWR International LLC, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Omni Life Science GmbH, Deutschland
Braun GmbH, Deutschland

VWR International LLC, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
VWR International LLC, Deutschland
VWR International LLC, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc, Deutschland
Schott AG, Deutschland
ChemoMetech A/S, Danemark
Applied Biosystems, USA

Applied Biosystems, USA

VWR International LLC, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Deutschland
VWR International, Deutschland

VWR International, Deutschland

Corning Inc., Niederlande

Corning Inc., Niederlande

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

3.2. Gerate
Tabelle 3: Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage CP64
Autoklav
Absaugvorrichtung Integra Vacusafe

Brutschrank BB6220

Sartorius AG, Deutschland
Holzner GmbH, Deutschland
Integra Biosciences AG, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Deutschland
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CERO 3D Bioreaktor

Gefrierschrank (-20 °C)

Kryo-Einfriergerat Mr.Frosty
Konfokal-Laserscanning-Mikroskop TCS SP8
Kahlschrank (4 °C)

Mehrkanalpipetten

Mikrobiologische Sicherheitsbank KI. I
Mikroskop IX70 (Inverses Durchlichtmikroskop mit
Phasenkontrast- und Fluoreszenzfilter)
NanoDrop™ 2000/2000c
NucleoCounter® NC-200™

Pipettierhilfe (Pipetboy)
Reinstwasseranlage MilliQ
Rotationsschuttler MTS 4

Spllmaschine Typ 8535

Thermocylcer SimpliAmp™
TiefkUhlschrank (-80 °C)

Waage PCB2002

Wasserbad

QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System
Zentrifuge 3K18

Omni Life Science GmbH, Deutschland
Liebherr AG, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Deutschland
Leica Microsystems

Liebherr AG, Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Weiss Pharmatechnik GmbH, Deutschland
Olympus GmbH, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Deutschland
ChemoMetech A/S, Danemark

Integra Biosciences AG, Deutschland
Merck Millipore, Deutschland

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Deutschland
Miele Professional KG, Deutschland
Applied Biosystems, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Deutschland
Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Deutschland
Applied Biosystems, USA

Sigma GmbH, Deutschland

3.3.

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien, Reagenzien und rekombinante Wachstumsfaktoren

Bezeichnung

Hersteller

Actin Green™ 488 Ready Probes™ Reagent
8-Bromadenosin-Monophosphat zyklisch (CAMP)
B-27™ Supplement (50X)

BSA Fraktion V

CHIR99021

CTS™ N-2 Supplement (100X)

Cytofix™ Fixierpuffer

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dexamethason

DMEM/F12 Zellkulturmedium
Dorsomorphin

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), 0.5 M
Ethanol, absolute for analysis

Ethanol, vergallt

Invitrogen AG, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Deutschland
VWR International LLC, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Deutschland
BD Biosciences Corp., Deutschland
Fisher Bioreagents, Deutschland
Alfa Aesar, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland
Invitrogen AG, Deutschland

VWR International LLC, Deutschland
VWR International LLC, Deutschland
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FACSFlow™ TragerflUssigkeit
Fetales Kalberserum (FKS)
GlutaMAX™ Supplement

Ham’s F12 Zellkulturmedium

IMDM Zellkulturmedium
ImmuMount™ Mountingmedium
Isobutylmethylxanthin (IBMX)
Isopropanol

L-Ascorbinsaure

Matrigel® Basalmembran Matrix GFR
MEM Non-Essential Amino Acids (100X)
mMFRESR™ Einfriermedium
Monothioglycerol

mMTESR™1 Stammzellkulturmedium
Natriumazid (NaNs)

NucBlue™ Fixed Cell Ready Probes™ Reagent
pCG1-SARS-CoV-2-GFP

Polybren Transfektionsreagenz
Reagenz A

Reagenz B

Retinsaure

RPMI1640 Zellkulturmedium
SB431542

StemPro™ Accutase™

TagMan® Fast Advanced Master Mix
TagMan® Genexpressions-Assays (FAM)
Total human lung RNA

Trypsin EDTA (0.5 %)

Penicillin/ Streptomycin
Phosphatpuffer (PBS), pH 7,2
Y-27632 ROCK Inhibitor (ROCK)

Fisher Scientific GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland

Invitrogen AG, Deutschland

Invitrogen AG, Deutschland

Invitrogen AG, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich Inc., Deutschland

Corning Inc., Niederlande

Fisher Scientific GmbH, Deutschland
STEMCELL Technologies GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland

STEMCELL Technologies GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland

Invitrogen AG, Deutschland

Fraunhofer IBMT, Deutschland

Sigma-Aldrich Inc., Deutschland
ChemoMetech ChemoMetech A/S, Danemark
ChemoMetech ChemoMetech A/S, Danemark
Sigma-Aldrich Inc., Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland

R&D Systems GmbH, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland

Applied Biosystems, USA

Applied Biosystems, USA

Invitrogen AG, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Deutschland

Bio-Techne Corporation, Deutschland

Tabelle 5: Humane rekombinante Wachstumsfaktoren

Bezeichnung

Hersteller

Activin A
BMP-4
KGF

STEMCELL Technologies GmbH, Deutschland
Peprotech GmbH, Deutschland
Peprotech GmbH, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Embryoid Body Dissociation Kit

Fixation/Permeabilization Kit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

RNeasy Micro Kit

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Deutschland
BD Biosciences Corp., Deutschland

Applied Biosystems, USA

Qiagen GmbH, Deutschland

Tabelle 7: Antikorper

Bezeichnung Konjugat Hersteller

ACE2-monoclonal mouse IgG; AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
AQP5- monoclonal mouse IgG; AlexaFluor®488 SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
CAV1-monoclonal mouse IgGas AlexaFluor®488 SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
CFTR-monoclonal mouse IgG; AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
CXCR4-monoclonal mouse 1gG,.  AlexaFluor®488  R&D Systems GmbH, Deutschland
FOXA2-polyclonal goat IgG AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland

IgG Donkey anti-Mouse AlexaFluor®488 Invitrogen AG, Deutschland

IgG Donkey anti-Mouse AlexaFluor®594  Invitrogen AG, Deutschland

Monoclonal mouse IgGy Isotype AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland
Monoclonal mouse IgGsalsotype  AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland
Monoclonal mouse IgGyy Isotype  AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland

Normal mouse IgG; Isotype AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
Normal mouse 1gG;. Isotype AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
Normal mouse 1gG;. Isotype AlexaFluor®594  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
Normal mouse IgGgy Isotype AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
Polyclonal goat IgG Isotype AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland
SOX2-monoclonal mouse 1gGz, AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland
SOX9-monoclonal mouse 1gGaa, AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
SOX17-monoclonal mouse IgG; AlexaFluor®488 R&D Systems GmbH, Deutschland
SP-B-monoclonal mouse IgG3p AlexaFluor®488 SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
SP-C-monoclonal mouse IgGazp AlexaFluor®488 SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
SP-D-monoclonal mouse IgG; AlexaFluor®488 SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
T1a-monoclonal mouse IgGaz, AlexaFluor®488 SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
TMPRSS2-monoclonal mouse AlexaFluor®594  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
lgG;

TTF-1-monoclonal mouse IgG; AlexaFluor®488  SantaCruz Biotechnology Inc. Deutschland
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Tabelle 8: qPCR-Primer (TagMan®-Assays)

Gen Assay-ID

ACE2 Hs01085331_m1
AQP5 Hs00387048_m1
CAV1 Hs00971716_m1
CFTR Hs00357011_m1
CXCR4 Hs00607978_s1
FOXA2 Hs00232764_m1
HPRT1 Hs99999909_m1
NKX2.1 Hs00968940_m1
PDPN Hs00366766_m1
SOX2 Hs00968940_m1
SOX9 Hs00165814_m1
SOX17 Hs00751752_s1
SP-B Hs00167036_m1
SP-C Hs00951326_g1
SP-D Hs01108490_m1
TMPRSS2 Hs05024838_m1

3.4. Medien, L6sungen und Pufferzusammensetzungen

Stammzell Medium

MTESR™1 Basal medium (STEMCELL 85851) 400 ml
MTESR™1 5X Supplement (STEMCELL 85852) 100 ml
Stop Medium

DMEM/F12 (Invitrogen 11330057)

FKS 10 %
DE Medium

RPMI1640 (Invitrogen 21875034)

Penicillin/Streptomycin 1 %
Human recombinant Activin A 100 ng/ml
CHIR99021 3uM



Basis Medium

IMDM (Invitrogen 21980032)
Ham'’s F12 (Invitrogen 11765054)

Penicillin/Streptomycin

GlutaMAX
BSA Fraktion V
B27

N2

Monothioglycerol

L-Ascorbinsaure

AFE Medium
Basis Medium
SB431542

Dorsomorphin

LP Medium
Basis Medium
BMP4
CHIR99021

Retinsaure

AT2 Medium
Basis Medium
KGF
CHIR99021
Dexamethason
8-Br-cAMP
[BMX

AT1 Medium
Basis Medium
KGF
CHIR99021
Dexamethason
8-Br-cAMP
IBMX

ROCK

3 Teile

1 Teil
0,5 %

1 %

0,1 %

1 %

0,5 %
0,5mM
50 pg/ml

10 UM
2 uM

10 ng/ml
3 uM
0,5 uM

10 ng/ml
3 uM

50 nM
0,1 mM
0,1 mM

10 ng/ml
3 uM

50 nM
0,1 mM
0,1 mM
10 pM
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Puffer fiir Stammazell-Passage
PBS pH 7,2 (Invitrogen 11530546)
EDTA 0,5 M (Invitrogen AM9260G) 0,5 mM

Farbepuffer fiir Durchflusszytometrie

PBS pH 7,2 (Invitrogen 11530546)

FKS 2%
NaNs 0,1 %
EDTA Q0,5 M 0,5mM

3.5. Methoden
3.5.1. Zellbiologische Methoden

Alle fUr die Zellkultur verwendeten Gebrauchsmaterialien waren vom Hersteller steril verpackt oder
wurden vor Gebrauch autoklaviert. Um Kontaminationen durch Mikroorganismen zu vermeiden,
wurden samtliche zellbiologische Methoden unter aseptischen Bedingungen durchgefthrt. Die

Zellen wurden bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Atmosphare kultiviert.

Die in dieser Arbeit verwendeten hiPS-Zelllinien UKKiO11-A, UKBiO05-A und BIONiO10-C stammen
aus der europaischen Bank flr induzierte pluripotente Stammzellen (EBISC) und sind ebenfalls
registriert auf hpsreg.eu (siehe BioSample ID). Die Hersteller, Gewebeherkunft, Geschlecht, Alter
und Reprogrammierungsmethode sind in Tab. 9 aufgefihrt. Die hiPSC-Linie DYP0250 wurde von
American Type Culture Collection (ATCC®) bezogen und stammt aus einem Cystischen Fibrose-
Patienten mit F508del Mutation. Die hiPSC-Linie BIONi010-C-O16 stellt ein mittels CRISPR/Cas-9
genommodifizierter Klon der BIONiO10-C Zelllinie dar. Bei dieser wurde an Position 508 des CFTR-
Gens die Base Phenylalanin im Genom entfernt, was ebenfalls die CF-auslosende Mutation
F508del zur Folge hat. Der beschriebene Mutations-Knock-In  wurde extern von der Firma
Synthego Inc. (USA) durchgefthrt und mittels Sequenzierung nachgewiesen. Die Kultivierung aller
verwendeten Stammzelllinien erfolgte standardmaBig in matrixbeschichteten Kulturschalen

(60 mm) im Stammzellkulturmedium mTESR™1.



Tabelle 9: Verwendete hiPS-Zelllinien
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Zelllinie Gewebe Geschlecht/  Alter Reprogrammierungs-  Hersteller
BioSample ID Krankheit methode
UKKi011-A Fibroblasten mannlich/ 35-39 Episomal Uniklinik Koln,
SAMEA2774610 gesund Deutschland
UKBi005-A Fibroblasten weiblich/ 20-24 Retrovirus Uniklinik Bonn,
SAMEA4584351 gesund Deutschland
BIONi010-C Fibroblasten mannlich/ 15-19 Episomal Bioneer A/S,
SAMEA3158050 gesund Danemark
BIONi010-C-O16 Fibroblasten mannlich/ 15-19 Episomal Bioneer A/S,
CF (F508del) mod. Synthego
Inc., USA
DYP0250 Fibroblasten mannlich/ 16 Episomal ATCC®, USA
CF (F508del)

Basalmembran-Beschichtung von ZellkulturgefaBBen

Um eine adaquate Wachstumsumgebung einer dreidimensionalen Zellverbandstruktur zu gewahr-
leisten, wurden alle Zellkulturgefal3e vor der Verwendung mit einer basalmembranartigen Matrix
beschichtet. Diese stellt eine komplexe Mischung aus Proteinen wie Kollagen, Laminin und
Entactin dar und ahnelt daher der Zusammensetzung der Extrazellularmatrices tierischer Zellen
[159]. Die verwendete Matrix (Matrigel®, Corning) stammt aus dem murinen Engelbreth-Holm-
Swarm-Sarkom und bildet bei 37 °C ein Hydrogel aus, wahrend es bei 4 °C flussig vorliegt. Zur
Beschichtung von ZellkulturgefaBen wurden 1 mg/ml-Stammidsungen Matrigel® Growth Factor
Reduced (GFR) Basement Membrane Matrix (Corning 356231) mit kaltem DMEM/F12-Medium
(Invitrogen 11330057) auf 0,083 mg/ml zu einer Beschichtungslosung verdinnt. Kulturschalen
mit einem Durchmesser von 60 mm wurden mit 2 ml und 6-well Platten mit 1 ml der
Beschichtungsldsung bedeckt und zur Polymerisation bei 37 °C flr mindestens 1 Stunde inkubiert.
Um ein Austrocknen der Matrix zu verhindern, wurden die ZellkulturgefaBBe einmal wochentlich
mit DMEM/F12 aufgefillt. Die beschichteten ZellkulturgefaBe wurden hochstens 14 Tage bei

37 °C bis zur Verwendung aufbewahrt.

Auftauen von Zellen

Die im serum-freien Kryopreservationsmedium mFRESR™ konservierten Zellen wurden dem zur
Langzeitlagerung vorgesehenen Stickstofftank (-170 °C) entnommen und anschlieBend in einem
Wasserbad (37 °C) erwarmt. Da die Zellen nach dem Auftauen meist vereinzelt vorliegen, muss
dem Stammzellkulturmedium 10 uM ROCK zugesetzt werden, um einem UbermaBigen Zellverlust

vorzubeugen und die Adhasion der Zellen sicherzustellen. Die aufgetaute Zellsuspension wurde in


https://www.ebi.ac.uk/biosamples/samples/SAMEA3158050
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10 ml Stammzellkulturmedium mTESR™1 + ROCK aufgenommen und in ein 15 ml- Zentrifugen-
rohrchen Uberflhrt. Zum Entfernen des Uberschissigen Kryomediums wurden die Zellen bei 200 g
und Raumtemperatur fir 2 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und
das Zellpellet in 4 ml Stammzellkulturmedium (mTESR™1 + 10 yM ROCK) resuspendiert. Aus zwei
matrixbeschichteten Kulturschalen (60 mm) wurde der Uberstand abgesaugt und in eine
Kulturschale 3 ml und in eine andere Kulturschale 1 ml Stammzellkulturmedium (MTESR™1 + 10
UM ROCK) vorgelegt. 1 ml der Zellsuspension wurde in die Kulturschale mit 3 ml vorgelegtem
Medium Uberflhrt, 3 ml der Zellsuspension in die Kulturschale mit 1 ml, sodass der Inhalt
insgesamt 4 ml betrug. Somit wurden die aufgetauten Zellen 80:20 aufgeteilt, sodass man auf
eine Back-Up Kultur (20 %) bei GbermaBig schnellem Zellwachstum zurlickgreifen konnte. Nach
24 Stunden wurde auf Stammzellkulturmedium mTESR™1 ohne ROCK umgestellt. Danach fand
ein taglicher Mediumwechsel bis zu 80 % Konfluenz statt. Die Zellen wurden nach dem Auftauen

mindestens einmal passagiert, bevor sie fur Versuche verwendet wurden.

Passagieren von Zellen

Um eine standig fortlaufende Zellkultivierung aufrecht zu erhalten, missen die verwendeten
Zellen bei einer Zelldichte von 80-90 % passagiert werden, damit ein Absterben der Zellen, ein
Wachstumsstillstand oder eine unkontrollierte Differenzierung vermieden wird. Hierzu wurde
zunachst das in den Kulturschalen vorhandene Stammzellkulturmedium abgesaugt. Den Zellen
wurden 2 ml einer 0,5 mM EDTA-Losung zugegeben und fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Es erfolgte
die Aspiration der EDTA-L6sung und eine Trockeninkubation bei 37 °C flr weitere 7 min.
AnschlieBend erfolgte ein dreimaliges Aufklopfen der Kulturschale, um die Zellen von der
Oberflache abzulésen und die vorsichtige Aufnahme der Zellklimpchen im benétigten Volumen
an Stammzellkulturmedium. Die Zellsuspension wurde je nach Zelllinie und Bedarf in einem Split-
Verhaltnis von 1:5-1:30 auf frische matrixbeschichtete Kulturschalen mit vorgelegtem

Stammzellkulturmedium aufgeteilt. Es erfolgte ein taglicher Mediumwechsel.

Vereinzelung von Zellen

Um die Zellen einfrieren oder zur Differenzierung aussaen zu konnen, mussen die
Stammzellkolonien zunachst mithilfe eines Dissoziationsreagenz (StemPro™ Accutase™) in
Einzelzellen dissoziiert werden und eine Zellzahlbestimmung durchgefihrt werden. Hierfur
wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und fir 7 min bei 37 °C mit Accutase inkubiert.

Mithilfe einer 1000 pl-Pipette wurde die Zellsuspension aufgenommen und mehrmals



Material und Methoden | 40

resuspendiert, um eine Vereinzelung der Zellen zu gewahrleisten und in mTESR™1 + 10 uM ROCK
uberflhrt. Die Zellsuspension wurde bei 300 g und Raumtemperatur fir 3 min zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in mTESR™1 + 10 yM ROCK aufgenommen.

Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit dem auf Bild-Zytometrie beruhenden, automatischen
Zellzahlsystem NucleoCounter® NC-200™. Um eine Lebend-Tot-Messung durchzufihren, wurden
100 pyl und 200 pl der Zellsuspension in zwei separate 1,5 ml-ReaktionsgefaBBe Uberfuhrt.
Zunachst wurden 100 pl des Fluoreszenzfarbstoffs Acridine Orange (,,Reagenz A") sowie 100 pl
des Fluoreszenzfarbstoffs DAPI (,Reagenz B”) zu 100 pl Zellsuspension hinzugeflgt und
vermischt. Die Inkubationslésung wurde in die Via-1-Kassette aufgenommen und vermessen.
Darauf folgte die Messung der ungefarbten Zellsuspension (200 pl) zum Ausschluss von toten
Zellen. Mit der ermittelten Zellzahl pro ml und der angegebenem Zellviabilitat in % konnten

anschlieBend Berechnungen fur die weitere Verwendung der Zellen angestellt werden.

Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden Zellen zunachst nach einmaligem Waschen mit PBS mittels
Accutase oder 0,05 % Trypsin EDTA abgeldst und vereinzelt (vgl. Vereinzelung der Zellen und
Bestimmung der Zellzahl). Je 1,0- 2,0 x 10° Zellen wurden in 1 ml serum-freien Kryopreservations-
medium mFRESR™ aufgenommen und in Kryoréhrchen Uberflhrt. Diese wurden anschlieBend in
ein mit Isopropanol gefulltes Einfriergerat (Mr. Frosty), welches bei -80 °C die Zellen um 1 °C pro
Minute herunterkUhlt, zwischengelagert. Nach 12-24 Stunden wurden die Kryorohrchen in den

Stickstoff-Tank (- 196 °C) zur langfristigen Lagerung tberfuhrt.

Bildung von Embryoid Bodies

Embryoid bodies (EBs) sind spontan geformte, in dreidimensionaler Struktur vorliegende Zell-
aggregate, welche in dieser Arbeit als Ausgangspunkt flr eine Differenzierung in einer drei-
dimensionalen, dynamischen Umgebung dienen. Zur Bildung von EBs mussen die Zellen vereinzelt
und im pluripotenten Zustand vorliegen. Die Zellen wurden dissoziiert und die Zellzahl der Zell-
suspension bestimmt (vgl. Vereinzelung der Zellen und Bestimmung der Zellzahl). Die optimale
Zellzahl zur Bildung von EBs ist zelllinienabhangig und wurde fir die verwendeten Zelllinien in

Vorstudien auf 7,5 x 10° viable Zellen pro ml mTESR™1 +10 pM ROCK festgelegt. Die Formation
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der EBs fand unter dynamischen Bedingungen in einem automatischen Suspensions-Bioreaktor
(CERO 3D, Omni Life Sciences) statt. Hierfir wurden bis zu 20 ml Zellsuspension in CERO 3D-
Rohrchen Uberfihrt und 24 Stunden bei 60 rpm in alternierender Richtung, 37 °C und 5 % CO;
kultiviert. Ein Mediumwechsel fand nach einer Sedimentationszeit von ca. 5 min statt. Hierfdr
wurde der Uberstand bis auf ca. 2 ml abgesaugt und mit Differenzierungsmedium ersetzt. Zell-
debris konnten durch diesen Vorgang eliminiert werden, wodurch sich zur Weiterkultivierung nur

EBs und keine Einzelzellen im Zellkulturrohrchen befanden.

3.5.2. Differenzierung in alveolare Epithelzellen Typ 2 und Typ 1

Die In-vitro-Differenzierung von hiPSCs in alveolare Epithelzellen zweier Typen verlauft schritt-
weise Uber mehrere Stufen, welche auch embryonale Stammzellen wahrend der Organogenese
in vivo durchlaufen. Das in dieser Arbeit entwickelte Protokoll umfasst eine 30-tagige Differen-
zierung fur AT2 und insgesamt 37-tdgige Differenzierung fir AT1. Ausgangspunkt fdr die

Differenzierung war entweder die 3D-Embryoid Body-Kultur oder die 2D-Stammkultur.

2D-Differenzierung

Die 2D-basierte Differenzierung startete mit hiPSC-Kolonien in 60 mm-Kulturschalen bei etwa
80-90 % Konfluenz (Tag 0). Nach jeder abgeschlossenen Differenzierungsstufe war ein Ablosen,
Zahlen und erneutes Aussaen der Zellen erforderlich. Hierfur wurden die Zellen stets mit PBS
gewaschen, anschlieBend mit 1 ml 0,05 % Trypsin/EDTA pro Well bei 37 °C fur 5 min inkubiert
und die Reaktion wurde schlieBlich durch Uberfiihren der Zellsuspension in Stop-Medium
beendet. Es folgte die Zentrifugation bei 300 g fir 3 min, die Aufnahme der Zellpellets im
jeweiligen Differenzierungsmedium mit 10 uM ROCK und die Zellzahlbestimmung mittels
NucleoCounter®. Die Zellen wurden in der entsprechenden Zellzahl je nach Differenzierungsstufe
auf frisch beschichteten 6-well Platten in einem Volumen von 2 ml pro Well ausgesat. Nach 24
Stunden wurde das Differenzierungsmedium stets gegen Medium ohne zugesetzten ROCK

ausgetauscht.

An Tag 0 wurde das Kulturmedium der hiPSC-Kultur abgesaugt und gegen 3 ml frisches DE-
Medium pro Schale ersetzt. Der Mediumwechsel erfolgte taglich fir insgesamt 3 Tage. An Tag 3
wurden die differenzierten DE-Zellen abgeldst und gezahlt. 1,0 x 10° Zellen in AFE-Medium +
10 pM ROCK wurden pro Well ausgesat und fur 4 Tage kultiviert. Der Mediumwechsel fand alle
48 Stunden statt. An Tag 7 der Differenzierung wurden die Zellen erneut abgeldst, eine Zellzahl-
bestimmung durchgefihrt und in LP-Medium + 10 yM ROCK in einer Zelldichte von 2,0 x 10°

Zellen pro Well ausgesat. Die Kultivierungsdauer dieser Stufe betrug nun insgesamt 9 Tage mit
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Auswechseln des Mediums alle 48 Stunden. An Tag 16 der Differenzierung erfolgte ein erneutes
Abldsen, Zahlen und Aussaen der Lungenvorlauferzellen in AT2-Medium + 10 uM ROCK in einer
Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen pro Well. Medienwechsel fanden in dieser Differenzierungsstufe
alle 48-72 Stunden wahrend einer insgesamt 14-tagigen Kultivierungsdauer statt. An Tag 30
wurden die AT2-Zellen in einer Zelldichte von 1,0 x 106 Zellen pro Well in AT1-Medium ausgesat

und fur 7 weitere Tage kultiviert. Ein Mediumwechsel war alle 48-72 Stunden erforderlich.

3D-Differenzierung

Die dynamische Bioreaktor-basierte 3D-Differenzierung startete mit EBs, die 24 Stunden zuvor
angesetzt wurden (Tag -1). Bei jedem Mediumwechsel wurden EBs im CERO 3D-Zellkultur-
rohrchen ca. 5 min absinken gelassen, bevor der MediumuUberstand bis auf ca. 2 ml abgesaugt
wurde. Je nach Ausgangszellzahl wurden 10-20 ml frisch angesetztes Differenzierungsmedium

pro CERO 3D-Réhrchen zugegeben.

Die 3D-Differenzierung startete demnach an Tag O mit der Zugabe von DE-Medium. Das Medium
wurde 3 Tage lang taglich gewechselt. An Tag 3 erfolgte eine Umstellung auf AFE-Medium fUr
insgesamt 4 Tage, ein Mediumwechsel fand alle 24-48 Stunden statt. An Tag 7 der
Differenzierung wurde das AFE-Medium abgesaugt und gegen LP-Medium ersetzt. Bei LP-Medium
wurde die Retinsaure stets unmittelbar vor dem Mediumwechsel zugesetzt und abgedunkelt. Ein
Mediumwechsel fand alle 48 Stunden statt. An Tag 16 erfolgte die Umstellung auf AT2-Medium
fur bis zu 14 Tage. Medienwechsel fanden alle 48-72 Stunden statt. An Tag 30 wurde schlieBlich
das Medium fur 7 Tage auf AT1-Medium umgestellt, dabei fand ein Wechsel des Mediums alle
72 Stunden statt.

3.5.3. Protein- und Genexpressionsanalyse

Zellernte

2D- und 3D-differenzierte Zellen sollten in allen Stufen der Lungenentwicklung hinsichtlich ihrer
Expression verschiedener spezifischer Marker vergleichend untersucht werden. Hierflr wurden
3D- differenzierte Spharoide mit einer 5 ml-Einwegpipette aus den CERO 3D-Réhrchen
aufgenommen und in 15 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Mithilfe des Embryoid Body
Dissoziationskits wurden die Spharoide nach dem Protokoll des Herstellers in Einzelzellen
dissoziiert und schlieBlich in PBS aufgenommen. 2D-differenzierte Zellen wurden einmal mit PBS
gewaschen, mittels 0,05 % Trypsin/EDTA bei 37 °C far 5 min abgelost und in Stop-Medium

aufgenommen. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 300 g fir 3 min und die Aufnahme der
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Zellpellets in PBS. SchlieBlich wurden sowohl 3D- als auch 2D-differenzierte Zellen gezahlt, um

Proben fir die Analyse mittels Durchflusszytometrie und qPCR vorzubereiten.

Durchflusszytometrie

Mittels duchflusszytometrischer Analyse kénnen spezifische intrazellulare und Oberflachen-
fluoreszenzmarker in und auf Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung bestimmt
werden. Hierflr wurden zum jeweiligen Analysezeitpunkt die Zellen geerntet (vgl. Zellernte) und
fur die durchflusszytometrische Analyse mithilfe des Fixation/Permeabilization Solution Kits fixiert
und permeabilisiert. FUr jede Probe (ungefarbte Kontrolle, Marker und jeweilige Isotypenkontrolle
des Markers) wurden 1.0 x 10° Zellen in ein 15 ml- Zentrifugenréhrchen Gberfthrt und bei 300 g
fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in entsprechendem Volumen an Cytofix/Cytoperm™-
Puffer resuspendiert und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 1 mleines 1:10
verdunnten Permeabilisierungskonzentrats (Perm/Wash™-Puffer) in Aqua dest. hinzugegeben
und bei 300 g fir 3 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt und das Zellpellet
schlieBlich in 100 pl Farbepuffer pro Probe aufgenommen. Die Proben wurden bis auf die
ungefarbte Kontrolle mit 5 pl pro einer Million Zellen eines direkt konjugierten Antikorpers fur die
Durchflusszytometrie fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 5 ml Farbepuffer
pro Probe und die Zentrifugation bei 300 g fur 3 min. Das Zellpellet wurde in 300 pl Farbepuffer
aufgenommen und in FACS-Rohrchen Uberfihrt. Die Messung erfolgte am FACS Calibur und die

Daten wurden mithilfe der FlowJo Software ausgewertet.

Genexpressionsanalyse

Mithilfe einer Genexpressionsanalyse kann die Aktivitdat und Expression verschiedener Gene in
Zellen gemessen und damit eine Ubersicht Uber vorhandene Zellfunktionen erméglicht werden.
Die Methode, die hierfir zum Einsatz kommt, ist die quantitative Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (gPCR), die eingesetzte cDNA vervielfaltigt und in Echtzeit mithilfe von ein-
gesetzten Fluoreszenzfarbstoffen quantifiziert [160]. Die cDNA, die hierflr bendtigt wird, muss
zunachst aus isolierter RNA, welche aus einem Zelllysat extrahiert und aufgereinigt wird, mittels
reverser Transkription hergestellt werden. Die einzelnen Schritte werden nachfolgend

beschrieben:
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RNA-Extraktion

Die Vorbereitung des Zelllysats und die RNA-Extraktion wurden mithilfe des RNeasy Micro Kits
nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Zelllysate wurden aus 0,5 x 10° geernteten Zellen
in 350 pl RLT-Puffer hergestellt und bis zur Extraktion bei — 80 °C gelagert. Die Reinheit und

Konzentration der extrahierten RNA wurden mithilfe des NanoDrop™ 2000 ermittelt.

Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist die umgekehrt stattfindende Transkription, bei der genetische
Information von RNA in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben wird. Hierflr wurde das
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) verwendet. Je nach bendtigter
Menge an cDNA fur die gPCR-Analyse wurden pro Probe 250-500 ng RNA eingesetzt und mit
RNase-freiem Wasser auf 14,2 pl Volumen aufgefillt. Mithilfe einer reversen Transkriptase, die
einem Reaktionsmix enthalten war und wovon jeder Probe 5,8 ul zugesetzt wurde, konnten 12,5-
25 ng/ul cDNA umgeschrieben werden. Der eingesetzte Reaktionsmix hatte folgende

Zusammensetzung:

Tabelle 10: Zusammensetzung des Reaktionsmix fiir die reverse Transkription

Komponente Volumen pro Probe
10 x RT Buffer 2,0ul
10 x RT Random Primers 2,0
20 x Reverse Transkriptase 1,0 ul
25 x dNTPs Mix 0,8 ul

Zur Kontrolle einer korrekt ablaufenden reversen Transkription und zur Uberpriifung von Verun-
reinigungen durch genomische DNA, wurden auB3erdem eine RNA-freie H,O-Probe und eine RT-
Probe ohne reverse Transkriptase mitgefihrt. Die Zentrifugationsrohrchen wurden anschlieBend

im Thermocycler bei folgendem Programm inkubiert:

Tabelle 11: Programm fiir die reverse Transkription im ThermoCycler

Dauer Temperatur
10 min 25 °C
120 min 37 °C
5 min 85 °C

oo 4 °C
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Quantitative Echtzeit-PCR

Bei der gPCR wird DNA in einem Schritt vervielfaltigt und quantifiziert. Fluoreszenzfarbstoffe
werden dazu eingesetzt, amplifizierte DNA zu markieren. Dies ermoglicht die Quantifizierung
eines spezifischen DNA-Abschnitts (Gen) wahrend der exponentiellen Phase durch die
Akkumulation des Farbstoffs in der Probe. Die Durchflihrung erfolgte unter Verwendung der
TagMan®-Polymerase. Pro Probe und Primer wurden Triplets angesetzt, wovon jede Probe 2,5 ng
DNA enthielt. Die eingesetzten Primer (TagMan®-Genexpressions-Assays) binden an spezifische
Zielsequenzen der DNA, die dann durch die Polymerase vervielfaltigt und quantifiziert werden
konnen. Als endogene Kontrolle wurde HPRT1 verwendet, ein Enzym, welches in Eukaryoten

nicht-reguliert vorliegt und daher zum relativen Mengenvergleich genutzt werden kann.

Pro Probe wurden 0,5 pl TagMan®-Assay und 5 pl TagMan®-Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems) vorbereitet. AuBerdem wurden 0,1-0,2 yl cDNA pro Probe mit 4,3-4,4 yl RNase-
freiem Wasser angesetzt. AnschlieBend wurden 4,5 pyl des cDNA-Wasser-Gemischs in die
entsprechenden Wells einer Fast 96-well-MicroAmp™-Reaktionsplatte (Applied Biosystems)
pipettiert. Es wurden 5,5 pl des TagMan®-MasterMixes hinzugefligt, sodass das Reaktions-
volumen 10 pl betrug. Die Platte wurde mithilfe der MicroAmp™-Adhasionsfolie verklebt und
5 min bei 300 rpm zentrifugiert. Die Platte wurde im Quantstudio 7 Flex (Applied Biosystems)

vermessen.

Auswertung der Daten

Die Auswertung beruht auf der 2%2-Methode, bei der relative Genexpressionslevel auf
Grundlage der CT-Werte (cycle treshold) berechnet werden [161]. Der CT-Wert beschreibt, in
welchem Zyklus das Fluoreszenzsignal einer Probe signifikant das Hintergrundsignal (Threshold)
Uberschreitet. Die Software gibt dabei den CT-Durchschnitt eines Probentriplets fir jedes Zielgen

(Primer) aus, welcher durch folgende Formel 1 berechnet wird:

Formel 1: Berechnung von CTpurchschnitt

CT _ CTprobe 1.1 + CTprove 1.2 + CTprobe13
Durchschnitt — 3

Zur weiteren Analyse wird in Formel 2 der CT-Durchschnittswert pro Zielgen auf die endogene

Kontrolle bezogen (ACT), indem die Differenz gebildet wird.

Formel 2: Berechnung von ACT

ACT = CTDurchschnitt - CTendogene Kontrolle



Material und Methoden | 46

AnschlieBend werden alle Proben durch Anwendung von Formel 3 auf den Kalibrator bezogen

(AACT), welcher in dieser Arbeit die undifferenzierten hiPSCs darstellten.

Formel 3: Berechnung von AACT

AACT = ACTprope 1 — ACTkaitibrator

Die relative Quantifizierung der Genexpression (RQ) kann durch Einsetzen der AACT-Werte in

nachstehende Formel 4 berechnet werden.

Formel 4: Berechnung der relativen Quantifizierung des Gens (RQ)

RQ — Z—AACT

Durch die berechneten RQ-Werte werden die Unterschiede der Expressionslevel im Vergleich zum
Kalibrator, der stets einen RQ-Wert von 1 erhalt, dargestellt. Wurde fir eine Probe ein RQ-Wert
von 22,6 berechnet, bedeutet dies eine 22,6-fach erhohte Expression des Zielgens gegentber des
Kalibrators (undifferenzierte hiPSCs). Liegt der RQ-Wert unter 1, bedeutet dies eine geringere

Expression des Zielgens in der untersuchten Probe im Vergleich zum Kalibrator.

3.5.4. Inmunzytochemie

Um die Expression und Lokalisation verschiedener spezifischer Marker zu untersuchen, wurden
die Zellen immunzytochemisch gefarbt. Hierflr wurden in Suspension differenzierte Spharoide mit
einer 5 ml-Einwegpipette aus den CERO 3D-Rohrchen aufgenommen und in 15 ml-Zentrifugen-
rohrchen Uberfiihrt. Nach 5 min Sedimentationszeit wurde der Uberstand abgesaugt und die
Spharoide wurden einmal mit PBS gewaschen. Es folgte eine Aufnahme der Spharoide in Cytofix™
Fixierpuffer fir eine Stunde bei 4 °C. 2D-differenzierte Zellen auf Zellkulturinserts wurden nach
einmaligem waschen mit PBS fir 30 min bei 4 °C in Cytofix™ Fixierpuffer inkubiert. AnschlieBend
erfolgte ein Waschen mit PBS und eine Permeabilisierung mit 0,2 % TritonX in PBS flr 40 min
(3D) bzw. 20 min (2D). Die Spharoide oder Zellrasen wurden fur 1 Stunde in 1 % BSA und 0,2 %
Tween20 in PBS blockiert. Der Primarantikorper wurde in der Blockierungslésung 1:100 verdtnnt
und bei 4 °C Gber Nacht inkubiert. Danach erfolgte ein dreimaliges Waschen mit Blockierungs-
l6sung fur jeweils 10 min. Sekundarantikdrper wurden ebenfalls in Blockierungslésung 1:500
verdiinnt und auf einem Schuttler im Dunkeln fur 1 Stunde inkubiert. Die Proben wurden erneut
fur eine Dauer von 5 min mit Blockierungslosung gewaschen. Die Zytoskelettfarbung durch
Phalloidin erfolgte durch Zugabe von Actin Green Ready Probes Reagent in Blockierungslosung (2

Tropfen pro ml) und einer 30-minltigen Inkubation bei Raumtemperatur. Die Zellkernfarbung
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durch DAPI erfolgte durch nach einmaligen Waschen mit Blockierungslosung durch die Zugabe
von NucBlue Ready Probes Reagenz in Blockierungslosung (2 Tropfen pro ml) und einer 20-
minUtigen Inkubation bei Raumtemperatur. Die Proben wurden mit ImmuMount Eindeckmedium

bedeckt und am konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Leica CLSM TCS SP8) analysiert.

3.5.5. Virusinfektionsstudien mit SARS-CoV-2-Pseudoviren

An Tag 30 wurden 2D- und 3D-differenzierte AT2 dissoziiert und in einer Zelldichte von 1,0 x 10°
Zellen in 100 pl pro Well in einer Matrix-beschichteten 96-well Platte in AT2-Medium + 10 uM
ROCK ausgesat. Nach 24-stindigem Wachstum fand die Infektion mit SARS-CoV-2-Pseudoviren
statt, die am Fraunhofer IBMT in der Abteilung ,Biologische Prozesse & Infrastruktur” hergestellt
wurden. Zunachst wurde hierfir Polybren Transfektionsreagenz 1:500 in AT2-Medium
vorverdinnt. 50 pl Mediumuberstand wurden pro Well abgenommen und mit Polybren-
Vorverdinnung ersetzt. 100 pl der unverdinnten pCG1-SARS-CoV-2-GFP-Stocklésung wurden
pro Well zugegeben. Die Zellen wurden 72 Stunden bei 37 °C mit den Pseudoviren inkubiert,
anschlieBend wurden GFP-positive Zellen am  Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt.  Zur
Negativkontrolle wurden unbehandelte AT2-Zellen und als Positivkontrolle die Zelllinie HEK293T-
ACE2-TMPRSS2 mitgefiihrt.

3.5.6. Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit beinhalteten Datensatze setzen sich aus den Messpunkten von mindestens
drei unabhangig durchgeflihrten Experimenten zusammen (n=3). Dargestellt ist jeweils das
arithmetische Mittel (Mittelwert) + Standardabweichung (SD) mit Ausnahme der Gen-
expressionsstudien. Hierbei wurde der Mittelwert von AACT aus drei unabhangigen Experimenten
gebildet und daraus das obere und untere Limit gebildet und als 95 %- Konfidenzintervalle (Cl)
angegeben. Um die Mittelwerte zweier Gruppen (2D und 3D) auf signifikante Unterschiede zu
untersuchen, wurde ein ungepaarter T-Test (Zweistichprobentest) mit der Software Graph Pad
Prism durchgeflhrt. Der angegebene p-Wert gibt das jeweilige Signifikanzniveau an. Hinsichtlich
der Genexpressions-Daten liegt ein signifikanter Unterschied zweier Gruppen vor, wenn keine
Uberschneidung der oberen und unteren Grenzen der Cl vorliegt. Die Datenauswertung und

grafische Darstellung erfolgte mithilfe von Excel 2016, PowerPoint 2016 und BioRender.com.
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4. Ergebnisse

Die alveolare Differenzierung stellt ein komplexer Prozess aus funf aufeinanderfolgenden Stufen
dar. In dieser Arbeit sollte eine vergleichende Gen- und Proteinexpressionsanalyse relevanter
Marker in jeder Differenzierungsstufe zwischen 2D und 3D durchgefihrt werden. Dabei sollte auf
gesunde und genetisch veranderte hiPSC-Linien zurlickgegriffen werden, um die Robustheit und
Ubertragbarkeit der Methode auch fir Krankheitsmodelle zu demonstrieren. Hierflr wurden drei
hiPS-Zelllinien gesunder Spender, UKKi011-A, UKBiO05-A und BIONiO10-C in allen finf Differen-
zierungsstufen charakterisiert. Die finalen Differenzierungsstufen, AT2 und AT1, wurden auBer-
dem mit zwei genetisch veranderten hiPS-Zelllinien, BIONiO10-C-O16 und DYP0250, die F508del-
Mutationstrager sind, durchgefthrt.

Die Differenzierungsstufen, Analysezeitpunkte und Marker sind in nachfolgender Tabelle 12

dargestellt.

Tabelle 12: Ubersicht der analysierten Differenzierungsstufen, Zeitpunkte und Marker

Differenzierungsstufe Zeitpunkt Differenzierungsmarker

Definitive Endoderm (DE) Tag 3 SOX17, FOXA2, CXCR4

Anterior Foregut Endoderm (AFE) Tag 7 SOX2, FOXA2

Lung Progenitor (LP) Tag 16 NKX2.1, SOX9

Alveolare Epithelzellen Typ 2 (AT2) Tag 23, 30 SP-C, SP-B, SP-D, CFTR, ACE2, TMPRSS2
Alveolare Epithelzellen Typ 1 (AT1) Tag 37 AQP5, CAV1, PDPN

4.1. Analyse von Definitiven Endoderm (DE)-Zellen

Wahrend der Lungenembryogenese gehen alveolare Epithelzellen aus dem Keimblatt DE hervor,
weshalb dieses die erste analysierte Differenzierungsstufe dieser Arbeit darstellte. Aus den
Ergebnissen der Gen- und Proteinexpressionsanalyse von DE-Zellen an Tag 3 ging hervor, dass
nahezu homogene Populationen DE-Zellen aus drei unterschiedlichen, gesunden hiPS-Zelllien
generiert werden konnten, die die endodermalen Transkriptionsfaktoren SOX17, FOXA2 und

CXCR4 simultan auf Gen- und Proteinebene exprimierten.

4.1.1. Genexpressionsanalyse

Die analysierten DE-Marker wurden mithilfe der angewandten Methode (qPCR) quantifiziert. Die
relative Quantifizierung ermdglicht einen direkten Vergleich der Genexpression der untersuchten
differenzierten Zellen gegeniber undifferenzierten hiPSCs (Kalibratorzellen). Die relative Quanti-
fizierung gibt somit die x-fache Expression des untersuchten Gens gegenuber undifferenzierten
hiPSCs an. Ein Wert groBer 1 steht somit flr eine starkere Genexpression, als in der Referenzprobe

und Werte kleiner 1 fUr eine schwachere Genexpression.
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Die DE-Marker SOX17, FOXA2 und CXCR4 lagen in den untersuchten Zellen unterschiedlich stark
exprimiert vor. SOX17 und FOXA2 waren gegenuber CXCR4 die am starksten exprimierten Gene
in DE-Zellen. Sie lagen gegenlber undifferenzierten hiPSCs um bis zu 166.307-fach bzw. 349.883-
fach hoher reguliert vor. CXCR4 wurde hingegen um bis zu maximal 884-fach hochreguliert
(Tab.13).

In 3D-differenzierten Zellen lagen die Marker in allen Zelllinien starker exprimiert vor, als in 2D-
differenzierten Zellen. Verglich man die Genexpression zwischen 2D und 3D, so war in
UKKi011-A-differenzierten DE-Zellen die SOX17-Expression in 3D um Faktor 2,48 hoher, die
FOXA2-Expression um Faktor 4,21 und die CXCR4-Expression um Faktor 12,97 hoher, als in 2D
(Tab.13). In UKBiIOO5-A unterschied sich die Genexpression zwischen 2D und 3D fir SOX17 um
das 2,31-fache, fir FOXA2 um das 3,29-fache und fir CXCR4 um das 5,21-fache (Tab.13). In
BIONiO10-C gab es fur SOX17 einen 11,06-fachen Unterschied zwischen 2D und 3D, flr FOXA2
7,51-fach und CXCR4 einen 6,14-fachen Expressionsunterschied (Tab.13).
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Tabelle 13: Relative Quantifizierung der SOX17-, FOXA2- und CXCR4-Genexpression in DE-Zellen

Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zellinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SOX17
2D 66.996,92 35.903,41 125.018,43
3D 166.307,04 121.007,96 228.563,74
<-: FOXA2
—~
§ 2D 57.170,15 25.945,53 125.972,64
§ 3D 240.709,16 165.926,99 349.195,15
D
CXCR4
2D 68,15 36,89 125,90
3D 884,19 540,60 1446,15
SOX17
2D 69.430,71 33.060,71 145.811,22
3D 160.297,75 107.636,14 238.724,36
:-i FOXA2
_8 2D 7.022,03 3.638,70 13.551,26
§ 3D 23.104,14 14.322,00 37.271,43
)
CXCR4
2D 162,73 79,19 334,39
3D 844,96 431,85 1.653,25
SOX17
2D 10.371,16 5.136,22 20.941,64
3D 114.714,15 205.496,02 595.721,19
g
2 FOXA2
S 2D 46.534,75 27.804,26 77.883,15
CZJ 3D 349.883,31 205.496,02 595.721,19
Q
CXCR4
2D 97,02 85,57 110,01
3D 596,80 277,75 1.282,35
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Die beobachteten Unterschiede variierten also je nach Zelllinie und DE-Marker unterschiedlich
stark. Die grof3ten Abweichungen auf Genexpressionsebene zwischen 2D- und 3D-Differen-
zierung wurden somit in UKKi011-A (CXCR4) und in BIONi010-C (SOX17) bestimmt. Signifikante
Unterschiede zwischen 2D und 3D, was bedeutete, dass die ermittelten 95 % Konfidenzintervalle
der relativen Quantifizierung sich nicht Gberschnitten, wurden fir FOXA2 und CXCR4 in allen
Zelllinien ermittelt und zusatzlich fir SOX17 in BIONiO10-C (Abb.12).
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Abbildung 12: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von SOX17, FOXA2 und CXCR4
in DE-Zellen an Tag 3. A: UKKi0O11-A, B: UKBi005-A, C: BIONiO10-C. Grin dargestellt sind 2D-differen-
zierte DE-Zellen, violett dargestellt sind 3D-differenzierte DE-Zellen. Genexpressionsdiagramme zeigen die
y-fache Anderung der Genexpression gegenlber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1) des
jeweiligen untersuchten Gens. Dargestellt sind die Mittelwerte + Konfidenzintervalle 95 %, *p<0.05,
signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-
differenzierter Zellen. Abbildung zu Tab.13.

4.1.2. Proteinexpressionsanalyse

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnte der Anteil Marker-positiver Zellen innerhalb einer
analysierten Population bestimmt werden. Beide Differenzierungsmethoden resultierten in
Zellpopulationen, in welchen mehr als 90 % der analysierten Zellen alle untersuchten DE-Marker
auf Proteinebene exprimierten. Hierbei lieBen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen, ob
die Zellen unter 2D- oder 3D-Bedingungen differenziert wurden und von welcher Zelllinie sie
stammten (Abb.13A1-C1). Hinsichtlich der Anzahl der Antigene in und auf den analysierten
Zellen, worlber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der durchflusszytometrischen Messung
Aufschluss gab, konnten fir FOXA2 in 3D-differenzierten Zellen signifikant mehr Antigene in allen
Zelllinien detektiert werden. Die MFI unterschied sich in UKKiO11-A (2D: 139,93 + 36,12 zu 3D:
306,67 +£45,91) (Abb.13A2), in UKBIO05-A (2D: 102,43 £29,10 zu 3D: 237,67 +71,46)
(Abb.13B2) und in BIONiO10-C (2D: 84,27 + 34,01 zu 3D: 368,33 + 115,02) (Abb.13C2) jeweils
signifikant voneinander. Ebenfalls unterschied sich die MFI von SOX17 in BIONiO10-C zwischen
2D und 3D (419,00 + 161,67 zu 763,67 + 115,13) (Abb.13C2) signifikant. Bezlglich der Protein-

expressionsintensitat von CXCR4, welches zwar auf Genexpressionsebene in 3D-differenzierten
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Zellen aller Zelllinien starker exprimiert vorlag, konnte auf Proteinexpressionsebene kein signi-
fikanter Unterschied festgestellt werden. Anhand der MFI zeigte sich zudem, dass FOXA2 das am
schwachsten exprimierte Antigen und SOX17 das am starksten exprimierte Antigen auf

Proteinebene von DE-Zellen zum Analysezeitpunkt war (Abb.13A2-C2).
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Abbildung 13: Proteinexpression von SOX17, FOXA2 und CXCR4 in DE-Zellen an Tag 3.
A: UKKi011-A, B: UKBi005-A, C: BIONiO10-C. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2) Mittlere Fluoreszenz-
intensitat. Grin dargestellt sind 2D-differenzierte DE-Zellen, violett dargestellt sind 3D-differenzierte DE-
Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen
Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen
gegenUber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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4.2. Analyse von Anterior Foregut Endoderm (AFE)-Zellen

Aus dem DE geht nachfolgend das AFE hervor, aus welchem sich schlieBlich auch die Lunge
entwickelt. Dieses wird durch die Expression von SOX2 charakterisiert und kennzeichnet mit der
Co-Expression von FOXA2 AFE-Zellen. Auch in dieser Analysestufe konnte nachgewiesen werden,
dass FOXA2 sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene von 3D-differenzierten AFE-Zellen starker

exprimiert wurde, als von 2D-differenzierten Zellen.

4.2.1. Genexpressionsanalyse

FOXA2 wurde auf Genexpressionsebene in AFE-Zellen deutlich geringer exprimiert, als in DE-
Zellen. Lag der Wert in diesen noch bei maximal 349.883-facher Expression (Tab.13), lag er
nunmehr bei maximal 5.891-facher Expression (Tab.14). Dies entsprach einem 59,39-fachen
Expressionsunterschied. Verglich man die FOXA2-Expression innerhalb der AFE-Stufe zwischen 2D
und 3D, unterschied sie sich in UKKiO11-A um das 13,89-fache (Tab.14), in UKBiOO5-A um das
2,78-fache (Tab.14) und in BIONiO10-C um das 44,37-fache voneinander (Tab.14). Die
Unterschiede in der FOXA2-Genexpression zwischen 2D- und 3D-Differenzierung waren in jeder
Zelllinie signifikant (Abb.14). Tab.14 zeigt auBerdem, dass die SOX2-Genexpression in AFE-Zellen
im Vergleich zu undifferenzierten Stammzellen, die diesen Marker durch ihre Reprogrammierung
Uberexprimieren, geringer ausfiel. So lag in UKKi011-A SOX2 in 2D-differenzierten AFE-Zellen 4,2-
fach und in 3D-differenzierten AFE-Zellen 20-fach geringer exprimiert vor, als in undifferenzierten
hiPSCs. In UKBI0OO5-A war SOX2 in 2D 2-fach und in 3D 8,3-fach und in BIONiO10-C in 2D 10-
fach und in 3D 5,9-fach schwacher exprimiert, als in den Kalibratorzellen. Verglich man die Gen-
expression zwischen 2D-und 3D-Differenzierung, wurde SOX2 in UKKiO11-A und UKBiO05-A in
2D-differenzierten Zellen um das 4,80-fache bzw. 2,08-fache (Tab.14) starker exprimiert, als in
3D-differenzierten AFE-Zellen. In BIONiO10-C war es mit einem 1,7-fachen Unterschied zwischen
2D und 3D umgekehrt. In keiner der Zelllinien fielen die beobachteten Unterschiede in der SOX2-
Expression zwischen 2D- und 3D-Differenzierung signifikant aus (Abb.14).
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Tabelle 14: Relative Quantifizierung der SOX2- und FOXA2-Genexpression in AFE-Zellen

Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zellinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SOX2
< 2D 0,24 0,09 0,60
- 3D 0,05 0,02 0,17
S
g FOXA2
§ 2D 424,67 376,66 478,80
3D 5.891,99 4.569,77 7.596,78
SOX2
< 2D 0,25 0,22 0,29
h 3D 0,12 0,02 0,59
S
@ FOXA2
§ 2D 811,51 666,82 987,60
3D 2.252,31 1.607,58 3.155,61
SOX2
U 2D 0,10 0,07 0,14
o 3D 0,17 0,07 0,41
T~
S
> FOXA2
g 2D 51,24 11,53 227,67
3D 2.263,81 1.498,07 3.420,98
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Abbildung 14: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von SOX2 und FOXA2 in AFE-
Zellen an Tag 7. A: UKKi011-A, B: UKBI005-A, C: BIONiO10-C. Grin dargestellt sind 2D-differenzierte AFE-
Zellen, violett dargestellt sind 3D-differenzierte AFE-Zellen. Genexpressionsdiagramme zeigen die y-fache
Anderung der Genexpression gegeniber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1) des jeweiligen
untersuchten Gens. Dargestellt sind die Mittelwerte + Konfidenzintervalle 95 %, *p<0.05, signifikante
Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen.
Abbildung zu Tab.14.
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4.2.2. Proteinexpressionsanalyse

Weniger als die Halfte der analysierten AFE-Zellen exprimierten SOX2 auf Proteinebene. FOXA2
hingegen wurde von mehr AFE-Zellen exprimiert, als SOX2, jedoch von weniger Zellen, als noch
in der vorherigen Differenzierungsstufe. Da 40,73 +7,50 % 2D-differenzierter und
22,73 + 8,09 % 3D-differenzierter UKKi011-A-Zellen SOX2 exprimierten, ergab sich zwischen der
2D- und 3D-Differenzierung ein signifikanter Unterschied beztglich der SOX2-Proteinexpression
in UKKiO11-A (Abb.15A1). Verglich man diesbeziglich die Mittelwerte von UKBi0O05-A und
BIONiO10-C miteinander, bestatigte sich die Beobachtung, dass SOX2 von mehr 2D- als 3D-
differenzierten Zellen exprimiert wurde auch in diesen Zelllinien, die Unterschiede waren jedoch

nicht statistisch signifikant (Abb.15B1-C1).

Die Anzahl FOXA2-positiver Zellen unterschied sich hingegen in BIONiO10-C signifikant (2D:
68,83 + 2,89 %, 3D: 81,79 + 5,28 %) (Abb.15C1), nicht jedoch in UKKiO11-A und UKBiO05-A
(Abb.15A1-B1). Hinsichtlich der MFI wurde deutlich, dass die 3D-differenzierten Zellen in dieser
Stufe mehr Antigene flr FOXA2 aufwiesen, als 2D-differenzierte Zellen. Dieser beobachtete
Unterschied wurde als signifikant fr UKBIOO5-A (2D: 77,07 + 34,04, 3D: 292,67 + 12,12)
(Abb.15B2) und BIONiO10-C (2D: 43,23 + 24,17, 3D: 329,00 + 115,13) (Abb.15C2) bestimmt.
Die MFI fir SOX2 waren bei 2D- und 3D-differenzierten AFE-Zellen vergleichbar, weshalb der
zuvor benannte signifikante Unterschied von mehr SOX2-positiven UKKiO11-A-Zellen in 2D darauf
schlieBen lasst, dass die weniger detektierten SOX2-positiven Zellen in 3D mehr Antigene fir SOX2
aufweisen mussten, da sich andernfalls eine signifikant hohere MFI in 2D gezeigt hatte
(Abb.15A2-C2).
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Abbildung 15: Proteinexpression von SOX2 und FOXA2 in AFE-Zellen an Tag 7. A UKKi011-A, B:
UKBIi005-A, C: BIONiO10-C. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2) Mittlere Fluoreszenzintensitat. Griin
dargestellt sind 2D-differenzierte AFE-Zellen, violett dargestellt sind 3D-differenzierte AFE-Zellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen Replikaten, * p<0.05,
*** n<0.001, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den
Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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4.3. Analyse von Lung Progenitor (LP)-Zellen

Aus der ventralen Achse des AFE formt sich die Organanlage der Lunge, wo NKX2.1*-Zellen, aus
welchen distale, SOX9*-Epithelvorlauferzellen entstehen, vorzufinden sind. 2D- und 3D-differen-
zierte LP-Zellen wurden auf die Expression dieser Marker hin untersucht. Auf Genebene wurde
deutlich, dass NKX2.1 starker als SOX9 von LP-Zellen zum Analysezeitpunkt exprimiert wird. Auf

Proteinebene wurde SOX9 als das starker exprimierte Antigen auf LP-Zellen bestimmt.

4.3.1. Genexpressionsanalyse

Auf Genexpressionsebene wurde deutlich, dass NKX2.1 starker als SOX9 von LP-Zellen exprimiert
wird. Hinsichtlich der NKX2.1-Genexpression zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
Zelllinien aus drei unterschiedlichen gesunden Spendern. Von UKKiO11-A wurde NKX2.1 am
starksten, um 2.884,36-fach starker als in der undifferenzierten Kontrollprobe exprimiert (Tab.15).
In den beiden anderen Zelllinien lag der frihe Lungenmarker in 2D-differenzierten Zellen mit einer
999,85-fachen bzw. 148,07-fachen Genexpression und in 3D-differenzierten Zellen mit einer
76,47-fachen und 18,20-fachen Genexpression deutlich geringer exprimiert vor (Tab.15). Der
daraus resultierende Unterschied, dass NKX2.1 in 2D starker exprimiert wurde, war jedoch nicht
statistisch signifikant. Die SOX9-Expression auf Genexpressionsebene unterschied sich zwischen
2D- und 3D-differenzierten Zellen nicht voneinander und lag bei allen untersuchten Zelllinien
unterhalb einer 10-fach erhohten Genexpression im Vergleich zur undifferenzierten Kontrolle
(Abb.16).
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Tabelle 15: Relative Quantifizierung der NKX2.1- und SOX9-Genexpression in LP-Zellen

Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zellinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
NKX2.1
< 2D 2.884,36 904,10 9.201,97
- 3D 1.412,91 566,12 3.526,30
S
> SOX9
§ 2D 6,11 3,95 9,44
3D 3,33 2,19 5,05
NKX2.1
< 2D 999,85 206,10 4.850,62
,_,'1 3D 76,47 15,51 377,17
S
o) SOX9
§ 2D 7,43 3,28 16,79
3D 6,31 4,00 9,97
NKX2.1
v 2D 148,07 29,51 742,88
o 3D 18,20 4,03 82,10
L
S
= SOX9
g 2D 4,13 1,76 9,68
3D 3,81 3,25 4,45
A B C
10000 - I 10000 1 10000 -
g 1000 - ? E 1000 - [ g 1000 -
g 100 E 100 % 100 [
% 10 | N % 10 | 1 % 10 - +
2 a g " g o
! NKX2.1 SOX9 ! NKX2.1 SOX9 ! NKX2.1 SOX9

Abbildung 16: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von NKX2.1 und SOX9 in LP-
Zellen an Tag 16. A: UKKi011-A, B: UKBi005-A, C: BIONi010-C. Griin dargestellt sind 2D-differenzierte
LP-Zellen, violett dargestellt sind 3D-differenzierte LP-Zellen. Genexpressionsdiagramme zeigen die y-fache
Anderung der Genexpression gegenUber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1) des jeweiligen unter-
suchten Gens. Dargestellt sind die Mittelwerte + Konfidenzintervalle 95 %, *p<0.05, signifikante
Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegentiber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen.
Abbildung zu Tab.15.
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4.3.2. Proteinexpressionsanalyse

Der prozentuale Anteil der Zellen, der in der analysierten Population als positiv fir eine NKX2.1-
oder SOX9-Expression bestimmt wurde, unterschied sich zwischen beiden Differenzierungs-
methoden nicht signifikant voneinander. Unter 2D-Differenzierungsbedingungen konnten Zell-
populationen generiert werden, die zu mindestens 97,09 % NKX2.1* waren und zu mindestens
98,66 % SOX9*. In 3D waren die generierten Zellen zu mindestens 84,97 % NKX2.1*und zu
mindestens 89,06 % SOX9* (Abb.17A1-C1). Somit eigneten sich beide Differenzierungs-
methoden, nahezu homogene Zellpopulationen zu generieren, die die beiden Lungen-
vorlaufermarker auf Proteinebene exprimierten. Die MFI zeigten zudem, dass die analysierten LP-
Zellen mehr Antigene fur SOX9 aufwiesen, als fir NKX2.1 (Abb.17A2-C2). Ein signifikanter
Unterschied der Fluoreszenzintensitat von SOX9 wurde in der Zelllinie UKBIOO5-A festgestellt, wo
sie in 2D-differenzierten Zellen im Vergleich zu 3D-differenzierten Zellen um 2,29-fach (2D:
249,00 £ 63,01, 3D: 108,50 + 51,27) erhoht war (Abb.17B2). Dieser Unterschied zeichnete sich
auch in den beiden anderen untersuchten Zelllinien tendenziell ab, war jedoch nicht statistisch
signifikant. Signifikante Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat von NKX2.1 zwischen 2D- und

3D-differenzierten LP-Zellen konnten ebenfalls nicht festgestellt werden.
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Abbildung 17: Proteinexpression von NKX2.1 und SOX9 in LP-Zellen an Tag 16. A: UKKi011-A, B:
UKBI005-A, C: BIONiO10-C. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2) Mittlere Fluoreszenzintensitat. Grdn
dargestellt sind 2D-differenzierte LP-Zellen, violett dargestellt sind 3D-differenzierte LP-Zellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen Replikaten, * p<0.05,
signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegeniber den Messwerten 2D-
differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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4.4. Analyse von Alveolaren Epithelzellen Typ 2 (AT2)

SOX9-positive Zellen entwickeln sich zu distalen Epithelzellen, AT2, welche in dieser Arbeit zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten analysiert wurden, da diese Stufe mit 14 Tagen, die langste aller
Differenzierungsphasen darstellte. Es wurden Marker ausgewahlt, die AT2-Zellen spezifisch
nachweisen, wie die Surfactantproteine-C, -B und -D, als auch Marker, die flr die weitere
Anwendung der Zellen eine bedeutende Rolle spielen, wie CFTR, das bei auftretenden Mutationen
und fehlerhafter Funktionsweise die Krankheit CF auslost. Daher wurden ab dieser Differen-
zierungsstufe zwei zusatzliche hiPS-Zelllinien (BIONi010-C-O16 und DYP0250) differenziert und
analysiert, die in ihrem Erbgut die haufigste CF-Mutation, F508del, tragen und somit potentielle
Zelllinien fur CF-Krankheitsmodelle darstellen. AT2 wurden zudem kurzlich als Zielzellen von
SARS-CoV-2 identifiziert, da sie die Membranrezeptoren ACE2 und TMPRSS2 exprimieren. Aus

diesem Grund wurden sie ebenfalls als typische Merkmale von AT2 festgelegt und analysiert.

4.4.1. Genexpressionsanalyse

Zu den beiden Analysezeitpunkten an Tag 23 und 30, wurden die sechs definierten AT2-Marker
auf Genexpressionsebene in 2D- und 3D-differenzierten Zellen nachgewiesen. Zusatzlich wurden
die Marker in humaner adulter Lungen-RNA quantifiziert, um Referenzwerte zur ausgereiften
Lunge zu erhalten. Die Expressionsstarke einiger Marker unterschied sich zwischen den beiden
Analysezeitpunkten und den Differenzierungsmethoden. So stieg die Genexpression von SP-C und
SP-B von Tag 23 zu 30 stark an, wahrend SP-D und ACE2 stagnierten oder nur leicht anstiegen.
CFTR und TMPRSS2 hingegen waren an Tag 23 hoher exprimiert, als an Tag 30. Zum friheren
Analysezeitpunkt, an Tag 23 der alveolaren Differenzierung, war SP-C in 2D-differenzierten AT2
aus UKKiO11 A 19,18-fach starker exprimiert, als in 3D-differenzierten AT2 (Tab.16). Bei der
Zelllinie DYP0250 war SP-C in 3D-differenzierten AT2 starker exprimiert, alle anderen 2D- und 3D-
differenzierten Zelllinien unterschieden sich hinsichtlich ihrer SP-C-Genexpression nicht signifikant
voneinander (Tab.16). Ein weiteres Surfactantprotein, SP-B, war in zwei 2D-differenzierten
Zelllinien, UKKiO11 A und UKBI0O05 A, signifikant um das 124,60-fache bzw. 7,99-fache (Tab.16)
im Vergleich zu 3D-differenzierten AT2 aus denselben Zelllinien erhoht. Die SP-D-Genexpression
unterschied sich an Tag 23 und 30 in keiner der analysierten Zelllinien zwischen 2D- und 3D-
Differenzierung signifikant (Abb.18+19). CFTR wurde an Tag 23 stets in 3D-differenzierten AT2
hoher exprimiert, als in 2D-differenzierten Zellen (Abb.18). So unterschied sich die Genexpression
von CFTR in 3D- gegenuber 2D-differenzierten AT2 in UKKiO11 A um das 47,66-fache, in
BIONiO10-C um das 84,38-fache, in BIONi0O10 C-O16 um das 31,19-fache und in DYP0250 um
das 12,18-fache (Tab.16). In diesen vier der finf untersuchten Zelllinien waren die genannten

Genexpressionsunterschiede statistisch  signifikant (Abb.18A-E). In der flinften Zelllinie,
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UKBIOO5-A, war der 5,61-fache Expressionsunterschied von CFTR zwischen 2D und 3D nicht
signifikant (Tab.16). Auch an Tag 30 wurde CFTR in 3D-differenzierten Zellen stets starker
exprimiert (Abb.18). Die 121,05-fache Expression in UKKiO11-A und die 35,52-fache Expression
in BIONi010-C-O16 unterschied sich jeweils signifikant gegenlber der CFTR-Expression in 2D-
differenzierten AT2 (Abb.19A+D). ACE2 wurde ebenfalls von 3D-differenzierten AT2 an Tag 23
aus vier von funf untersuchten Zelllinien signifikant starker exprimiert (Abb.18). Aus UKKi011-A
3D-differenzierte AT2 exprimierten ACE2 18,65-fach starker, als 2D-differenzierte AT2 (Tab.16).
Bei BIONiO10-C war ein 9,23-facher Unterschied zu verzeichnen, bei BIONi010-C-O16 ein 22,18-
facher und bei DYP0250 ein 25,06-facher Unterschied (Tab.16). Eine der flnf differenzierten Zell-
linien exprimierte ACE2 in 2D hingegen starker als in 3D (UKBIOO5 A, 1,82-fach hoher in 2D)
(Tab.16). An Tag 30 wurde ACE2 von nur noch zwei 3D-differenzierten Zelllinien signifikant
starker exprimiert. In UKKiO11-A lag ein 87,55-facher ACE2-Expressionsunterschied zwischen 2D-
und 3D-differenzierten Zellen vor und in BIONiO10-C-O16 ein 9,56-facher Unterschied (Tab.17).
Vier von funf 3D-differenzierten Zelllinien exprimierten TMPRSS2 an Tag 23 signifikant starker
(Abb.18). So war in UKKiO11-A ein 22,44-facher Expressionsunterschied zwischen 2D und 3D zu
verzeichnen, in BIONiO10-C war TMPRSS2 67,32-fach, in BIONi010-C-O16 24,99-fach und in
DYP0250 20,84-fach starker in 3D exprimiert (Tab.16), als in 2D-differenzierten Zellen. An Tag 30
unterschied sich die Genexpression von TMPRSS2 zwischen 2D- und 3D-Differenzierung in nur
noch zwei Zelllinien signifikant: In UKKi011-A lag ein 148,18-facher und in BIONiO10-C ein 30,06-
facher Expressionsunterschied vor (Tab.17). Nur an Tag 23 wurde beobachtet, dass zwei Marker
in 2D hoher exprimiert wurden: SP-B in UKKiO11-A und UKBiO05-A und SP-C in UKKiO11-A
(Abb.17A+B). An Tag 30 wurde keiner der analysierten Marker in 2D-differenzierten Zellen hoher
exprimiert, als in 3D-differenzierten Zellen (Abb.18). Verglichen zur adulten humanen Lunge, die
als Referenz herangezogen wurde, konnten sehr groBBe Unterschiede in der Genexpression der
Surfactantproteine festgestellt werden. Sie lagen in der adulten Lunge etwa 200.000-fach hoher
exprimiert vor, als in 2D- und 3D-differenzierten AT2 aus hiPSCs. CFTR, ACE2 und TMPRSS2
hingegen lagen in differenzierten AT2 auf einem vergleichbaren Niveau zur adulten Lunge
(Abb.18+19).



Tabelle 16: Relative Quantifizierung der Genexpression in AT2 an Tag 23
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Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 23,98 5,08 113,23
3D 1,25 0,47 12,05
SP-B
2D 569,44 30,06 10.788,58
3D 4,57 1,73 12,05
SP-D
<I 2D 0,46 0,27 0,79
~ 3D 0,29 0,14 0,61
—~
(=)
> CFTR
§ 2D 12,61 5,07 31,39
3D 601,35 157,77 2.292,04
ACE2
2D 12,01 10,00 14,42
3D 223,94 5,10 9.824,54
TMPRSS2
2D 1,28 0,56 2,94
3D 28,72 4,69 175,88
SP-C
2D 24,90 7,73 80,19
3D 10,50 3,62 30,43
SP-B
2D 123,61 84,68 180,45
3D 15,48 2,47 96,96
SP-D
< 2D 0,44 0,23 0,84
Q 3D 0,55 0,39 0,76
S
§ CFTR
) 2D 3,47 1,51 7,97
3D 19,49 10,21 37,20
ACE2
2D 256,53 161,89 406,48
3D 140,63 17,09 1.157,46
TMPRSS2
2D 3,41 2,62 4,43
3D 3,73 1,17 11,94
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Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 20,61 4,20 101,03
3D 20,19 2,53 161,18
SP-B
2D 10,47 3,57 30,73
3D 28,73 4,40 187,61
SP-D
O 2D , 0,41 4,34
e 3D , 0,86 1,58
S
= CFTR
) 2D 4,34 1,28 14,68
Q 3D 366,22 223,84 599,17
ACE2
2D 20,26 6,06 67,73
3D 187,09 36,88 949,20
TMPRSS2
2D 0,34 0,06 2,08
3D 22,89 17,10 30,65
SP-C
2D 39,15 14,30 107,21
3D 19,85 5,81 67,83
SP-B
2D 2,74 0,16 46,24
3D 0,26 0,01 5,12
¥
~ SP-D
8 2D 1,88 0,61 5,80
1 3D 2,23 1,09 4,56
S
= CFTR
g 2D 1,08 0,43 2,72
& 3D 33,69 14,16 80,18
ACE2
2D 0,80 0,46 1,39
3D 17,74 4,08 77,14
TMPRSS2
2D 0,70 0,47 1,04
3D 17,49 9,62 31,83
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Untersuchte | Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 4,63 x 10° 8,22 x 107 2,61x107°
3D 2,16 x10* 1,56 x 10* 2,99 x 10
SP-B
2D 2,10 x 107 1,72 x 1072 2,55x 107
3D 892 x 1073 2,39x 103 3,34 x 107
g SP-D
g 2D 4,45 1,73 11,44
& 3D 17,76 9,25 34,08
Q CFTR
2D 30,22 10,57 86,37
3D 368,12 121,90 1.111,63
ACE2
2D 17,13 11,24 26,10
3D 429,27 109,95 1.676,02
TMPRSS2
2D 3,10 2,13 4,52
3D 64,61 21,58 193,45
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR,
ACE2 und TMPRSS2 in AT2 an Tag 23 aus gesunden und F508del-hiPS-Zelllinien. A: UKKi011-A, B:
UKBi005-A, C: BIONiO10-C, D: BIONiO10-C-O16, E: DYP0250. Grun schraffiert dargestellt sind 2D-
differenzierte AT2, violett schraffiert dargestellt sind 3D-differenzierte AT2. Genexpressionsdiagramme
zeigen die y-fache Anderung der Genexpression gegeniiber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1)
des jeweiligen untersuchten Gens. Rote Punkte zeigen die jeweilige Genexpression in adulter humaner
Lunge. Dargestellt sind die Mittelwerte + Konfidenzintervalle 95 %, *p<0.05, signifikante Abweichung der
Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Abbildung zu

Tab.16.
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Tabelle 17: Relative Quantifizierung der Genexpression in AT2 an Tag 30

Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 160,21 44,69 574,30
3D 553,34 69,18 4.425,82
SP-B
2D 614,01 190,75 1.976,47
3D 382,92 80,96 1.811,20
SP-D
<I 2D 0,12 0,08 0,18
~ 3D 0,35 0,15 0,83
—~
S
> CFTR
§ 2D 2,57 1,75 3,75
3D 311,11 66,51 1.455,22
ACE2
2D 11,51 4,62 28,72
3D 1.007,70 159,84 6.353,08
TMPRSS2
2D 0,22 0,12 0,42
3D 32,60 7,60 139,91
SP-C
2D 31,57 5,11 195,21
3D 1.434,32 709,98 2.897,67
SP-B
2D 61,36 7,74 486,54
3D 1.004,71 536,14 1.882,78
SP-D
< 2D 0,55 0,18 1,62
1 3D 0,81 0,30 2,18
S
Q CFTR
X 2D 2.64 1,64 4,24
3D 8,33 3,59 19,35
ACE2
2D 333,41 243,57 456,39
3D 224,82 205,27 246,23
TMPRSS2
2D 2,96 2,22 3,94
3D 2,02 0,92 4,42
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Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 38,11 3,47 418,26
3D 201,06 97,87 1.170,46
SP-B
2D 9,19 0,90 94,04
3D 470,61 189,22 1.170,46
SP-D
L.’ 2D 13,97 3,47 418,26
N 3D 2,52 1,09 5,82
S
= CFTR
) 2D 14,77 2,25 97,04
Q 3D 39,37 14,60 106,18
ACE2
2D 20,38 4,91 84,50
3D 114,84 27,95 471,89
TMPRSS2
2D 0,17 0,02 1,23
3D 511 1,64 15,90
SP-C
2D 6,68 1,07 41,59
3D 108,91 24,59 482,35
SP-B
2D 0,33 0,04 2,75
3D 3,65 1,30 10,25
o
- SP-D
8 2D 4,65 0,76 28,33
\ 3D 3,21 1,53 6,75
o
T~
= CFTR
= 2D 0,44 0,23 0,82
o 3D 14,31 10,95 18,69
()
ACE2
2D 1,76 0,59 5,27
3D 16,83 6,16 45,98
TMPRSS2
2D 0,53 0,14 2,02
3D 5,04 1,50 16,91
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Untersuchte | Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 2,16 x 10° 6,50 x 10® 7,19x10°
3D 1,64 x 10 3,62 x10° 7,42 x 10
SP-B
2D 0,16 0,06 0,43
3D 0,07 0,02 0,26
% SP-D
g 2D 11,31 1,21 105,47
& 3D 1,07 0,09 12,72
Q CFTR
2D 7,15 1,22 41,86
3D 48,74 3,12 762,50
ACE2
2D 22,62 2,13 240,67
3D 119,99 4,88 2.948,14
TMPRSS2
2D 2,59 0,42 16,15
3D 11,97 0,79 182,00
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Abbildung 19. Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR,
ACE2 und TMPRSS2 in AT2 an Tag 30 aus gesunden und F508del-hiPS-Zelllinien. A: UKKi011-A, B:
UKBi005-A, C: BIONi0O10-C, D: BIONi010-C-0O16, E: DYP0250. Griin dargestellt sind 2D-differenzierte AT2,
violett dargestellt sind 3D-differenzierte AT2. Genexpressionsdiagramme zeigen die y-fache Anderung der
Genexpression gegenlber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1) des jeweiligen untersuchten Gens.
Rote Punkte zeigen die jeweilige Genexpression in adulter humaner Lunge. Dargestellt sind die Mittelwerte

+ Konfidenzintervalle 95 %,

gegenUber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Abbildung zu Tab.17.

*p<0.05, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen
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4.4.2. Proteinexpressionsanalyse

Auch die Proteinexpression der sechs definierten AT2-Marker konnte an Tag 23 und 30 in 2D-
und 3D-differenzierten Zellen nachgewiesen werden. SP-C wurde zu beiden Analysezeitpunkten
von der Mehrheit differenzierter AT2 synthetisiert. An Tag 23 wurde SP-C von 96,42 + 2,47 %
2D-differenzierter und 83,69 + 2,66 % 3D-differenzierter AT2 aus UKKiO11-A (Abb.20A1) und
von 92,46 + 6,51 % 2D-differenzierter und 75,46 + 5,30 % 3D-differenzierter AT2 aus DYP0250
exprimiert (Abb.21B1). Diese Unterschiede waren jeweils signifikant. An Tag 30 bestatigte sich
diese Beobachtung erneut und war sogar noch deutlicher ausgepragt. In vier der funf
untersuchten Zelllinien wurden von signifikant mehr AT2 SP-C exprimiert, als von 3D-differen-
zierten AT2 (Abb.22+23). In UKKiO11-A wurde SP-C zu 87,59 + 7,06 % (2D) und 70,14 + 3,69 %
(3D) exprimiert (Abb.22A1), in BIONiO10-C zu 97,46 + 0,87 % (2D) gegenUber 50,48 + 2,24 %
(3D) (Abb.22C1), in BIONiO10-C-O16 enthielten 81,90 + 10,73 % (2D) und 44,65 + 0,58 % (3D)
SP-C (Abb.23A1) und in DYP0250 wurden von 89,83 + 4,45 % (2D) und 75,64 + 6,16 % (3D)
SP-C exprimiert (Abb.23B1). Somit exprimierten stets mehr als 80 % aller analysierter, 2D-
differenzierter AT2 und mehr als 70 % aller analysierter 3D-differenzierter AT2 aus funf
verschiedenen hiPS-Zelllinien SP-C an Tag 23 und 30 (Abb.22A1-C1+23A1-C1). Auch SP-B und
SP-D wurden von der Mehrheit der analysierten Zellen exprimiert. An Tag 23 wurde SP-B von
mindestens 93 % 2D-differenzierter und mindestens 82 % 3D-differenzierter AT2 exprimiert
(Abb.20+21). Signifikant war der Unterschied zwischen 2D und 3D an Tag 23 fir UKBiO05-A (2D:
95,16 £ 4,60 %, 3D: 85,42 + 3,63 %) (Abb.20B1) und an Tag 30 fir UKKiO11-A (2D:
93,81 + 3,50 %, 3D: 71,84 +1,68 %) (Abb.21A1), BIONiO10-C (2D: 96,75 + 2,43 %, 3D:
50,36 £ 5,11 %) (Abb.21C1) und BIONi010-C-O16 (2D: 83,46 + 12,69 %, 3D: 42,88 + 2,24 %)
(Abb.22A1). SP-D wurde von allen drei analysierten Surfactantproteinen in den wenigsten Zellen
nachgewiesen, in 2D zu mindestens 76 % und 3D zu mindestens 38 %. Signifikante Unterschiede
an Tag 23 zwischen 2D und 3D wurden fur die Zelllinien UKKiO11-A (2D: 86,87 + 5,66 %, 3D:
38,50 £ 2,34 %) (Abb.20A1), BIONiO10-C-O16 (2D: 71,62 + 20,59 %, 3D: 24,22 + 13,07 %)
(Abb.21A1) und fir DYP0250 (2D: 63,39 + 5,78 %, 3D: 18,46 + 9,60 %) (Abb.21B1) bestimmt.
An Tag 30 gab es signifikante Unterschiede zwischen 2D und 3D in UKKiO11-A (2D:
93,81 + 3,50 %, 3D: 71,84 + 1,68 %) (Abb.22A1), BIONi010-C (2D: 80,82 + 6,01 %, 3D:
8,98 £ 2,01 %) (Abb.22C1) und BIONi010-C-O16 (2D: 40,84 + 6,60 %, 3D: 13,81 + 1,97 %)
(Abb.23A1). Fur die weiteren analysierten Marker CFTR, ACE2 und TMPRSS2 gab es in keiner der
untersuchten Zelllinien an Tag 23 Unterschiede zwischen der 2D- und 3D-Differenzierung, jedoch
an Tag 30. CFTR wurde von signifikant mehr 2D-differenzierten AT2 aus BIONiO10-C (2D:
67,78 £ 13,25 %, 3D: 6,35 + 2,10 %) (Abb.22C1) und BIONi0O10-C-016 (2D: 46,42 + 7,64 %,
3D: 5,99 £ 3,03 %) (Abb.23A1) exprimiert. ACE2 wurde ebenfalls von signifikant mehr 2D-
differenzierten AT2 aus BIONiO10-C (2D: 30,04 + 10,38 %, 3D: 2,95+ 1,11 %) (Abb.22C1)
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exprimiert. Des Weiteren wurde TMPRSS2 von signifikant mehr 2D-differentierten AT2 aus
UKKiO11-A (2D: 48,00 £ 5,31 %, 3D: 11,34 +1,62 %) (Abb.22A1) und UKBIO05-A (2D:
42,31 £6,66 %, 3D: 17,55 £ 11,85 %) (Abb.22B1) exprimiert. Hinsichtlich der Intensitat der
jeweiligen Marker-Expression, fir dessen Interpretation die MFI herangezogen wurden, gab es an
Tag 23 nur einen signifikanten Unterschied bezlglich der SP-D-Expression in BIONi010-C-016, die
2D (142,00 + 32,32) gegenuber 3D (75,80 + 0,71) erhoht vorlag (Abb.21A2). An Tag 30 kehrte
sich die Beobachtung um, da SP-D namlich in 3D-differenzierten AT2 aus derselben Zelllinie nun
signifikant starker nachgewiesen wurde (2D: 93,67 + 15,85, 3D: 132,00 + 0,82) (Abb.23A2). Dies
war ebenso der Fall in UKKiO11-A A (2D: 70,97 + 8,39, 3D: 48,17 + 1,91) (Abb.22A2). ACE2 lag
in 3D-differenzierten AT2 aus BIONiO10-C-O16 ebenfalls starker exprimiert vor, als in 2D-
differenzierterten AT2 (Abb.23A2). Sie war somit die einzige Zelllinie, auf deren 3D-differenzierten
AT2 signifikant mehr Antigene fir ACE2 vorzufinden waren. In derselben Zelllinie wurden an Tag
30 nun auch signifikant starkere Intensitaten fir SP-C (2D: 344,00 + 96,02, 3D: 189,00 + 0,82),
SP-B (2D: 228,67 + 18,62, 3D: 188,33 + 8,99) und SP-D (2D: 93,67 + 15,85, 3D: 132,00 + 0,82)
in 2D-differenzierten AT2 gemessen (Abb.23A2). Eine signifikant starkere Proteinexpression fur
SP-C in 2D-differenzierten Zellen wurde ebenfalls in BIONi0O10-C (2D: 229,67 + 24,50, 3D:
110,00 = 6,48) nachgewiesen (Abb.22C2).
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Abbildung 20: Proteinexpression von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR, ACE2 und TMPRSS2 in AT2 an Tag 23
aus gesunden hiPS-Zelllinien. A: UKKi0O11-A, B: UKBIi005-A, C: BIONi010-C. 1) Prozentualer Anteil
positiver Zellen 2) Mittlere Fluoreszenzintensitat. Grin schraffiert dargestellt sind 2D-differenzierte AT2,
violett schraffiert dargestellt sind 3D-differenzierte AT2. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standard-
abweichung aus drei unabhangigen biologischen Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-
differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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Abbildung 21: Proteinexpression von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR, ACE2 und TMPRSS2 in AT2 an Tag 23
aus F508del-hiPS-Zelllinien. A: BIONi010-C-O16, B: DYP0250. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2)
Mittlere Fluoreszenzintensitat. Grin schraffiert dargestellt sind 2D-differenzierte AT2, violett schraffiert
dargestellt sind 3D-differenzierte AT2. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
unabhangigen biologischen Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, signifikante Abweichung der
Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistich-
proben-t-Test.
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Abbildung 22: Proteinexpression von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR, ACE2 und TMPRSS2 in AT2 an Tag 30
aus hiPS-Zelllinien gesunder Spender. A: UKKi011-A, B: UKBi005-A, C: BIONiO10-C. 1) Prozentualer
Anteil positiver Zellen 2) Mittlere Fluoreszenzintensitat. Grin dargestellt sind 2D-differenzierte AT2, violett
dargestellt sind 3D-differenzierte AT2. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
unabhangigen biologischen Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, signifikante Abweichung der
Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistich-
proben-t-Test.
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Abbildung 23: Proteinexpression von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR, ACE2 und TMPRSS2 in AT2 an Tag 30
aus F580del-hiPS-Zelllinien. A: BIONi010-C-O16, B: DYP0250. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2)
Mittlere Fluoreszenzintensitat. Grin dargestellt sind 2D-differenzierte AT2, violett dargestellt sind 3D-
differenzierte AT2. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen
biologischen Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-
differenzierter Zellen gegentiber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.

4.4.3. Immunhistochemischer Nachweis von SP-C

In 2D- und 3D- differenzierten AT2 wurden auBerdem immunhistochemische Farbungen
vorgenommen, um die Zellmorphologie und Verteilung von SP-C innerhalb der Zellen ver-
gleichend zu bestimmen. Um die Zellmorphologie erkennbar zu machen, wurden die Zellkerne
mittels DAPI (blau) und Aktinfilamente des Zytoskeletts mittels Phalloidin (grin) angefarbt. Die
Form der Zellkerne unterschied sich in 2D zwischen den einzelnen Zelllinien der drei gesunden
Spender (UKKi011-A, UKBi0O05-A, BIONi0O10-C) voneinander (Abb.24). Ebenso die Beschaffenheit
der Aktinfilamente unterschied sich insbesondere in BIONiO10-C gegenuber UKKiO11-A und

UKBIO05-A. In 3D konnten zwischen den untersuchten Zelllinien keine deutlichen Unterschiede
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festgestellt werden. Verglichen zu 2D, unterschied sich hier wiederum die Zellmorphologie
deutlich in der Form der Zellkerne und Aussehen der Aktinfasern gegendber 2D-differenzierter
AT2. Die Zellkerne lagen noch naher beieinander, als in 2D und die Aktinfilamente waren nicht
lang und faserig ausbreitend, sondern komprimiert in den 3D-Spharoiden vorzufinden. SP-C, das
mit einem spezifischen Antikorper rot angefarbt wurde, wird in speziellen Organellen von AT2-
Zellen, den LBs synthetisiert und wurde demzufolge im Zytoplasma der Zellen lokalisiert (Abb.24).
In allen Proben konnte SP-C im Zytoplasma nachgewiesen werden, die Intensitat oder Menge des
SP-C variierte jedoch zwischen den Zelllinien und 2D- und 3D-Proben. Insbesondere in Abb.24,
UKKiO11-A, 2D, sah man deutliche zytoplasmatische Akkumulationen des SP-C, das 3D

inhomogener und kompakter verteilt zu sein schien.

UKKi011-A UKBi005-A BIONi010-C

2D

3D

Abbildung 24: Vergleichende immunzytochemische Farbung von 2D- und 3D-differenzierten AT2
an Tag 30 aus den hiPS-Zelllinien gesunder Spender. Die Zellkerne wurden blau angefarbt (DAPI), die
Aktinfasern des Zytoskeletts griin (Phalloidin) und SP-C in rot. Die Zellmorphologie (Zellkerne und Zyto-
skelett) und SP-C Expression unterscheidet sich zwischen 2D und 3D und den verschiedenen Zelllinien. Mal3-
balken 50 pm. Helligkeit und Kontrast +40 %.
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4.4.4. Nachweis der ACE2/TMPRSS2-Funktionalitat mit SARS-CoV-2-Pseudoviren

Kurzlich wurde nachgewiesen, dass SARS-CoV-2 die Membranrezeptoren ACE2 und TMPRSS2 zur
Adsorption und Eintritt in die Wirtszelle nutzt [21]. AT2 wurden als Zielzellen identifiziert, da sie
die genannten Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Nachweise, dass die in dieser
Arbeit 2D- und 3D-differenzierten AT2 aus verschiedenen Zelllinien diese Rezeptoren auf Gen-
und Proteinebene exprimieren, wurden bereits erbracht (Kapitel 4.4). Um diese Zellen zukdnftig
fur die Medikamentenentwicklung fir COVID-19 einsetzen zu konnen, ist die Funktionalitat der

vorhandenen Proteine essentiell.

Anhand von SARS-CoV-2-Pseudoviren, die am Fraunhofer IBMT in der Abteilung ,Biologische
Prozesse & Infrastruktur” hergestellt wurden, gelang der Nachweis Uber die In-vitro-Infektion mit
SARS-CoV-2 an AT2 und damit der Beweis zur Funktionalitat von ACE2 und TMPRSS2 auf der
Zelloberflache von 2D- sowie 3D-differenzierten AT2 aus drei gesunden Zelllinien, sowie zwei
Zelllinien mit F508del-Mutation. Diese wurden zuvor Uber einen Zeitraum von 72 Stunden
SARS-CoV-2-Pseudoviren ausgesetzt, ehe die Anzahl von fluorescence forming units (ffu) durch
die Expression von eGFP (enhanced green fluorescent protein) infizierter Zellen bestimmt wurde
(Abb. 25). Als Kontrolle fir die Funktionalitat der verwendeten SARS-CoV-2-Pseudoviren wurde
die Infektion mit der Nieren-Zelllinie HEK293T, die stabil fir die Co-Expression von ACE2 und
TMPRSS2 transfiziert wurde und bislang als Modellzellen zur SARS-CoV-2-Infektion eingesetzt
wird, durchgefthrt. Im Vergleich zu den 2D- und 3D-differenzierten AT2 aus den finf
verwendeten hiPS-Zelllinien, waren bei HEK293T-ACE2-TMPRSS2 enorme Unterschiede in der
Anzahl infizierter Zellen gegeben (Abb.25).
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Im Durchschnitt wurden 16,25 + 0,52 2D-differenzierte AT2 gesunder Zelllinien und 15,67 = 0,7
2D-differenzierte AT2 aus Zelllinien mit CF-Mutation infiziert. Von 3D-differenzierten Zellen
wurden durchschnittlich 12,75 + 2,08 Zellen von gesunden Spendern und 32,63 + 6,63 Zellen mit
CF-Mutation infiziert (Abb. 26). Zwischen den gesunden Zelllinien wurden keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl infizierter Zellen festgestellt, ebenso waren die ffu zwischen 2D und
3D vergleichbar (Abb.25+26). Dies galt auch fur die Zelllinie DYP0250, die aus einem CF-Spender
stammt. Die ffu von 3D-differenzierten AT2 aus BIONi010-C-O16 unterschied sich hingegen
signifikant mit 48,92 + 19,57 gegenUber 2D-differenzierten Zellen derselben Zelllinie mit einem
Wert von 14,83 + 6,67, sowie gegenlber 3D-differenzierten AT2 aus UKKiO11-A (8,83 £ 5,18)
und UKBI005-A (14,33 + 4,4) (Abb.26). Obgleich der Eindruck entstehen konnte, gegenlber der
Parentalzelllinie BIONiO10-C und der CF-Zelllinie DYP0250 bestehe ebenfalls ein signifikanter
Unterschied, ist dies aufgrund einzelner abweichender Datenpunkte der Datenreihe nicht der Fall.
Hier ist nochmals hervorzuheben, dass BIONiO10-C-O16 in der Proteinexpressionsanalyse als
einzige Zelllinie an Tag 30 ACE2 signifikant starker exprimierte (Abb.23A2), als alle anderen
Zelllinien. Eine Abhangigkeit der Vireninfektion mit der Anzahl von ACE2 auf der Zelloberflache

ist daher naheliegend.
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Abbildung 26: Vergleichende SARS-CoV-2-Pseudoviren-Infektion von 2D- und 3D-differenzierten
AT2 aus den Zelllinien drei gesunder Spender (UKKi011-A, UKBi005-A und BIONi010-C) und zwei
F508del-Zelllinien (BIONi010-C-O16, DYP0250). Dargestellt sind die fluorescence forming units (ffu) pro
analysiertem Well. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen
biologischen Replikaten. Signifikant unterscheiden sich die Messwerte von 2D- und 3D-differenzierten
BIONi010-C-O16-AT2 und die Messwerte 3D-differenzierter AT2 zwischen den Zelllinien UKKiO11-A,
UKBI005-A und BIONiO10-C-016. * p<0.05, Zweistichproben-t-Test.
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4.5. Analyse von Alveolaren Epithelzellen Typ 1 (AT1)

AT1 stellen die zum Gasaustausch bendtigte Oberflache zur Verfligung und entstehen aus ihren
natlrlichen Vorlauferzellen AT2. Spezifische Marker, die AT1 charakterisieren, sind unter anderen
Caveolin-1 (CAV1), Aquaporin-5 (AQP5) und Podoplanin (PDPN). Diese Marker konnten in 2D-
und 3D-differenzierten AT1 aus funf hiPS-Zelllinien nachgewiesen werden. Somit konnte auch die

Fahigkeit von AT2, als Vorlauferpopulation fir AT1 zu dienen, bewiesen werden.

4.5.1. Genexpressionsanalyse

Die Genexpression der zuvor genannten AT1 fiel in den untersuchten Zellen zum Analysezeitpunkt
an Tag 37 schwach aus und unterschied sich zwischen 2D und 3D in allen gesunden Zelllinien
nicht signifikant voneinander (Abb.27). Die Ausnahme hiervon bildete BIONi0O10-C, wo AQP5 in
2D-differenzierten AT1 signifikant hoher exprimiert vorlag, als in 3D-differenzierten AT1
(Abb.27C). Bei den Zelllinien mit CF-Mutation konnte ein signifikanter Unterschied fir CAV1 in
BIONi010-C-O16 und DYP0250 bestimmt werden, welches 7,80- bzw. 10,05-fach starker in 2D
exprimiert wurde (Tab.18). Dies war ebenso der Fall fir AQP5, welches in DYP0250 3,58-fach
hoher in 2D-differenzierten AT1 exprimiert wurde (Tab.18). Im Allgemeinen wurden die unter-
suchten AT1-Marker auf Genexpressionsebene schwach exprimiert, auch in adulter Lunge lag der
hochste Wert, in diesem Fall CAV1 in BIONiO10-C-O16, bei einer 228,43-fachen Expression im
Vergleich zu undifferenzierten hiPSCs. Fir AQP5 lag der hochste Wert bei 96, 12-facher Expression
im Vergleich zu undifferenzierten BIONiO10-C (Abb.27). PDPN war in adulter Lunge geringer
exprimiert, als in 2D- und 3D-differenzierten AT1 aus hiPSCs. Zusammenfassend zur Gen-
expression in AT1 lasst sich festhalten, dass bei signifikanten Unterschieden in dieser Stufe stets

2D-differenzierte AT1 die starkere Genexpression der definierten Marker aufwiesen.

Tabelle 18: Relative Quantifizierung der Genexpression in AT1 an Tag 37

Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zellinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit

CAV1

2D 0,58 0,38 0,89

<.t 3D 0,81 0,78 0,85
:: AQP5

=) 2D 0,18 0,09 0,38

™ 3D 0,23 0,21 0,26
> PDPN

2D 1,15 0,31 4,28

3D 1,79 1,61 1,99




UKBIi005-A

BIONi010-C

BIONi010-C-O16

DYP0250

CAV1
2D

3D
AQP5

2D
3D

PDPN

2D
3D

CAV1
2D
3D

AQP5
2D
3D

PDPN

2D
3D

CAV1
2D
3D

AQP5

2D
3D

PDPN

2D
3D

CAV1
2D
3D

AQP5

2D
3D

PDPN
2D
3D

2,95
2,74

0,46
0,22

8,50
2,37

0,81
0,12

5,93
1,12

5,56
1,33

5,62
0,72

0,18
0,09

1,69
0,79

3,92
0,39

0,43
0,12

2,69
1,33

1,90
1,19

0,34
0,11

4,92
0,88

0,47
0,02

3,77
0,42

2,94
0,42

2,00
0,49

0,11
0,04

0,56
0,35

2,96
0,18

0,39
0,07

0,96
0,89
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4,56
6,31

0,63
0,43

14,70
6,37

1,42
0,75

9,33
4,24

10,53
4,24

15,78
1,04

0,28
0,19

5,11
1,79

5,19
0,81

0,48
0,21

7,53
2,00
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Abbildung 27: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von CAV1, AQP5 und PDPN in
AT1 an Tag 37 aus gesunden und F508del-hiPS-Zelllinien. A: UKKi011-A, B: UKBi005-A, C:
BIONiO10-C, D: BIONi010-C-O16, E: DYP0250. Griin dargestellt sind 2D-differenzierte AT1-Zellen, violett
dargestellt sind 3D-differenzierte AT1-Zellen. Genexpressionsdiagramme zeigen die y-fache Anderung der
Genexpression gegenlber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1) des jeweiligen untersuchten Gens.
Rote Punkte zeigen die jeweilige Genexpression in adulter humaner Lunge. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ Konfidenzintervalle 95 %, *p<0.05, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen
gegeniber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Abbildung zu Tab.18.
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4.5.2. Proteinexpressionsanalyse

AQP5 und PDPN wurden von signifikant mehr 2D-differenzierten AT1 aus den Zelllinien gesunder
Spender exprimiert, als von 3D-diffenzierten AT1 (Abb.28A). AQP5 wurde von 93,29 + 5,20 %
(2D) und 49,96 + 17,65 % (3D) UKKiO11-A-AT1 exprimiert (Abb.28A1), von 82,20 + 8,36 % (2D)
und 47,26 + 20,06 % (3D) UKBIOO5-A-AT1 (Abb.28B1) und von 83,36 + 5,53 % (2D) und
40,78 + 24,43 % (3D) BIONiO10-C-AT1 (Abb.28C1). PDPN wurde von 76,68 + 18,82 % (2D) und
3,77 £ 2,50 % (3D) UKKiO11-A-AT1 exprimiert (Abb.28A1), von 75,15+ 13,14 % (2D) und
3,71 +2,85 % (3D) UKBIO05-A-AT1 (Abb.28B1) und von 90,49 +6,60 % (2D) und
19,21 £ 10,94 % (3D) BIONi0O10-C-AT1 (Abb.28C1). PDPN wurde ebenfalls von signifikant mehr
DYP0250-AT1, die 2D-differenziert wurden exprimiert, als von solchen, die 3D-differenziert
wurden (2D: 71,52 £ 27,04 %, 3D: 7,43+ 6,54 %) (Abb.29B1). Signifikant mehr 2D-differen-
zierte AT1 aus BIONiO10-C exprimierten CAV1 (2D: 81,33 £ 6,70 %, 3D: 45,24 + 12,87 %)
(Abb.28C1). In allen anderen untersuchten Zelllinien gab es keine signifikanten Unterschiede in
der Anzahl CAV1-exprimierender AT1 zwischen 2D- und 3D-Differenzierung. 3D-differenzierte
AT1 aus BIONiO10-C exprimierten mehr CAV1 auf ihrer Zelloberflache, als 2D-differenzierte Zellen
(2D: 88,37 = 39,34, 3D: 165,67 + 25,72) (Abb.28C2). Dieser beobachtete Unterschied bestatigte
sich fUr die anderen vier untersuchten Zelllinien jedoch nicht erneut. Die MFI-Analyse zeigte
zudem, dass PDPN das am starksten exprimierte Protein von AT1-Zellen ist (Abb.28A2-C2+29A2-
B2). In UKKiO11-A hatten AT1, die 2D-differenziert wurden, signifikant mehr Antigene ftr PDPN,
als 3D-differenzierte AT1 (2D: 596,00 + 180,62, 3D: 107,83 + 11,55) (Abb.28A2). Weitere
signifikante Unterschiede in anderen Zelllinien beztglich der Proteinexpressionsstarke von PDPN
in 2D- und 3D-differenzierten Zellen blieben aus. PDPN wurde auBerdem in immunzyto-
chemischen Farbungen in 2D- und 3D-differenzierten Zellen aus drei gesunden Spendern intra-
zellular nachgewiesen (Abb.30). Die Expressionsstarke zwischen den Zelllinien drei gesunder
Spender unterschied sich dabei nicht, allerdings schien die PDPN-Expression in den untersuchten

3D-Spharoiden starker zu sein, als in 2D-Monolayern.
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Abbildung 28: Proteinexpression von CAV1, AQP5 und PDPN in AT1 an Tag 37 aus gesunden hiPS-
Zelllinien. A: UKKi011-A, B: UKBi005-A, C: BIONi010-C. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2) Mittlere
Fluoreszenzintensitat. Grin dargestellt sind 2D-differenzierte AT1, violett dargestellt sind 3D-differenzierte
AT1. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen
Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter
Zellen gegeniber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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Abbildung 29: Proteinexpression von CAV1, AQP5 und PDPN in AT1 an Tag 37 aus F508del-hiPS-
Zelllinien. A: BIONi010-C-O16, B: DYP0250. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen 2) Mittlere Fluoreszenz-
intensitat. Grin dargestellt sind 2D-differenzierte AT1, violett dargestellt sind 3D-differenzierte AT1.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen Replikaten,
* p<0.05, signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegentiber den Messwerten
2D-differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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Abbildung 30: Vergleichende immunzytochemische Farbung von 2D- und 3D-differenzierten AT1
an Tag 37 aus gesunden hiPS-Zelllinien. Die Zellkerne wurden blau angefarbt (DAPI) und PDPN in
magenta. MaBbalken 50 pm. Helligkeit und Kontrast +40 %.
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4.6. AT2-Differenzierung aus kryokonservierten LP-Zellen

Um die Anwendung von AT2 als zuklnftige Zellquelle ftr In-vitro-Lungenmodelle zu vereinfachen,
wurde die Moglichkeit der Kryokonservierung von Lungenvorlduferzellen und deren Fahigkeit,
nach dem Kryokonservierungs- und Auftauprozess in AT2 weiterdifferenziert zu werden, unter-
sucht. Als Pilotstudie zu moglichen nachfolgenden Forschungsarbeiten wurde hierflr zunachst
das langsame Einfrieren von 2D-differenzierten Zellen angewendet. Die Gen- und Protein-
expression der AT2-Marker wurde zwischen nicht-kryokonservierten und kryokonservierten Zellen

verglichen.

4.6.1. Genexpressionsanalyse

Alle AT2-Marker waren in UKKiO11-A in aus kryokonservierten Zellen differenzierten AT2 hoher
exprimiert, als in AT2, die nie kryokonserviert waren (Tab.19). So unterschied sich die SP-C-
Expression um das 2,20-fache, die SP-B-Expression um das 1,19-fache, die SP-D-Expression um
das 6,50-fache, die CFTR-Expression um das 0,60-fache, die ACE2-Expression um das 2,90—-fache
und die TMPRSS2-Expression um das 11,95-fache (Tab.19). Statistisch signifikant waren hierbei
die Expressionsunterschiede von SP-D und TMPRSS2 (Abb.31A). Die aus der Zelllinie UKBiO05-A
differenzierten AT2 verhielten sich anders. So waren CFTR 9,78-fach, ACE2 21,06-fach und
TMPRSS2 49,33-fach und signifikant starker in nicht-kryokonservierten Zellen exprimiert (Tab.19,
Abb.31B). Bei BIONiO10-C gab es keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression zwischen
kryokonservierten und nicht-kryokonservierten Zellen (Tab.19, Abb.31C).



Ergebnisse | 91

Tabelle 19: Relative Quantifizierung der Genexpression in AT2 nach Kryokonservierung

Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 160,21 44,69 88,47
3D 352,69 574,30 1.406,06
SP-B
2D 614,01 190,75 3.458,90
3D 732,82 155,26 1.976,47
SP-D
<. 2D 0,12 0,08 3,75
~ 3D 0,78 0,70 0,87
—~
S
> CFTR
§ 2D 2,57 1,75 3,75
3D 3,32 2,96 3,73
ACE2
2D 11,51 4,62 28,72
3D 33,43 27,12 41,21
TMPRSS2
2D 0,22 0,12 0,42
3D 2,63 2,06 3,37
SP-C
2D 31,57 5,11 195,21
3D 111,88 81,75 153,12
SP-B
2D 61,36 7,74 486,54
3D 29,92 3,03 295,26
SP-D
< 2D 0,55 0,18 1,62
Q 3D 0,32 0,25 0,40
S
§ CFTR
S 2D 2,64 1,64 4,24
3D 0,27 0,20 0,37
ACE2
2D 333,41 243,57 456,39
3D 15,83 8,47 29,57
TMPRSS2
2D 2,96 2,22 3,94
3D 0,06 0,05 0,07
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Untersuchte Untersuchtes Relative 95 % Konfidenzintervall
Zelllinie Gen Quantifikation
Mittelwert Unteres Limit Oberes Limit
SP-C
2D 38,11 3,47 418,26
3D 672,69 192,72 2.347,95
SP-B
2D 9,19 0,90 94,04
3D 58,33 8,19 415,70
SP-D
k',’ 2D 13,97 3,47 56,31
N 3D 4,05 3,23 5,08
S
b CFTR
Qo 2D 14,77 2,25 97,04
Q 3D 4,27 3,59 5,07
ACE2
2D 20,38 4,91 84,50
3D 6,58 6,06 7,14
TMPRSS2
2D 0,17 0,02 1,23
3D 0,04 0,00 0,40
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Abbildung 31: Grafische Darstellung der relativen Quantifizierung von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR,
ACE2 und TMPRSS2 in AT2 nach Kryokonservierung. A: UKKi011-A, B: UKBi0O05-A, C: BIONiO10-C.
Grin dargestellt sind 2D-differenzierte AT2 ohne Zwischenschritt der Kryokonservierung. Blau dargestellt
sind AT2, die aus kryokonservierten LP-Zellen 14 Tage 2D-differenziert wurden. Genexpressionsdiagramme
zeigen die y-fache Anderung der Genexpression gegeniiber undifferenzierten Kontrollzellen (hiPSCs; y=1)
des jeweiligen untersuchten Gens. Dargestellt sind die Mittelwerte + Konfidenzintervalle 95 %, *p<0.05,
signifikante Abweichung der Messwerte 3D-differenzierter Zellen gegenlber den Messwerten 2D-
differenzierter Zellen. Abbildung zu Tab.19.
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4.6.2. Proteinexpressionsanalyse

Die durchflusszytrometrische Analyse zeigte in den drei hiPS-Zelllinien gesunder Spender, die
entweder aus kryokonservierten LP-Zellen oder nicht-kryokonservierten LP-Zellen in AT2 differen-
ziert wurden, einzelne signifikante Unterschiede im Prozentanteil Marker-positiver Zellen auf
(Abb.32). In der Zelllinie UKKi011-A exprimierten signifikant mehr AT2, die aus kryokonservierten
LP-Zellen differenziert wurden, SP-D (live: 55,27 + 10,41 %, cryo: 74,10 £ 2,65 %) (Abb.32A1).
Bei weiteren als statistisch signifikant bestimmten Unterschieden, exprimierten jeweils mehr nicht-
kryokonservierte Zellen die entsprechenden Marker. So exprimierten mit 96,75 + 2,43 % mehr
nicht-kryokonservierte Zellen SP-D, als 90,03 + 2,09 % kryokonservierte BIONi010-C-AT2
(Abb.32C1). Auch bei der Anzahl CFTR-exprimierender AT2 wurde in dieser Zelllinie ein statistisch
signifikanter Unterschied bestimmt (live: 67,78 + 13,25 %, cryo: 30,87 + 13,34 %) (Abb.32C1).
TMPRSS2 wurde in allen untersuchten Zelllinien von signifikant mehr nicht-kryokonservierten AT2
exprimiert, als von kryokonservierten (Abb.32A1-C1). Ein hoch signifikanter Unterschied
(p < 0,0001) ergab sich fur UKKi011-A (live: 48,00 + 5,31 %, cryo: 3,74 + 0,98 %) (Abb.32A1),
ein sehr signifikanter Unterschied (p <0,001) fir UKBIOO5-A (live: 42,31 + 6,66 %, cryo:
3,51 + 2,22 %) (Abb.32B1) und ein ebenfalls signifikanter Unterschied (p < 0,05) fir BIONiO10-C
(live: 31,06 = 15,99 %, cryo: 1,15 £ 0,35 %) (Abb.32C1).

Die AT2 aller Zelllinien synthetisierten signifikant mehr SP-C, wenn sie aus kryokonservierten LP-
Zellen abstammten. So unterschied sich die MFI von UKKiO11-A mit 329,67 + 41,02 (cryo) zu
156,03 + 52,15 (live) signifikant voneinander (Abb.32A2), ebenso wie bei UKBIO05-A (live:
220,00 £ 62,98, cryo: 359,00 + 22,73) (Abb.32B2) und BIONi010-C (live: 229,67 + 24,50, cryo:
360,33 + 22,57) (Abb.32C2). Dies war auch der Fall bei SP-D in UKKi011-A (live: 70,97 + 8,39,
cryo: 108,47 + 10,68). In dieser Zelllinie war auch die CFTR-Expression starker, jedoch in den nicht
kryokonservierten AT2, sondern in den nicht kryokonservierten Zellen (live: 63,73 + 2,74, cryo:
43,17 £ 4,27) (Abb.32A2). TMPRSS2 wurde in jeder Zelllinie signifikant starker von nicht-
kryokonservierten AT2 exprimiert (UKKiO11-A: 15,57 + 3,03 (live), 5,89 + 0,19 (cryo), UKBI0O05-A
14,80 = 2,41 (live), 4,81 £0,31 (cryo), BIONiO10-C 21,60 + 4,71 (live), 6,11 £0,15 (cryo))
(Abb.32A2-C2).
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Abbildung 32: Proteinexpression von SP-C, SP-B, SP-D, CFTR, ACE2 und TMPRSS2 in AT2 nach
Kryokonservierung. A: UKKi011-A, B: UKBi005-A, C: BIONiO10-C. 1) Prozentualer Anteil positiver Zellen
2) Mittlere Fluoreszenzintensitat. Griin dargestellt sind 2D-differenzierte AT2 ohne Zwischenschritt der
Kryokonservierung. Blau dargestellt sind AT2, die aus kryokonservierten LP-Zellen 14 Tage 2D-differenziert
wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhdngigen biologischen
Replikaten, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, signifikante Abweichung der Messwerte
3D-differenzierter Zellen gegentiber den Messwerten 2D-differenzierter Zellen. Zweistichproben-t-Test.
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5. Diskussion

Jahrlich sterben nach Angabe der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 7,9 Millionen Menschen
in Folge einer Lungenerkrankung. Nach deren Einschatzung werden Lungenkrankheiten in den
nachsten Jahren weiter an Bedeutung zunehmen [1]. Am Beispiel von COVID-19 wurde deutlich,
wie notwendig die Entwicklung von Behandlungsmaoglichkeiten fir (neu) auftretende
Lungenkrankheiten ist und zukunftig sein wird. Dieser Prozess wird jedoch durch das Fehlen von
adaquaten Testmodellen fir die humane Lunge und durch das Zurlckgreifen auf Tiermodelle
erschwert [61]. Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSCs) bringen Eigenschaften mit
sich, die zur Entwicklung physiologisch relevanter In-vitro-Modelle fir die humane Lunge
vielversprechend sind. Bis aus hiPSCs generierte Lungenzelltypen eine ausreichende Qualitat
aufweisen, um sie in praklinischer und klinischer Forschung einsetzen zu konnen, mussen
bestehende Hirden Uberwunden werden [162]. Zu diesen zahlt beispielsweise auch das Finden
einer geeigneten Strategie, den komplex ablaufenden Differenzierungsprozess im Hochdurchsatz

6konomisch und reproduzierbar durchzufihrbar zu machen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die in zwei Differenzierungsstrategien (2D und 3D) generierten
alveolaren Epithelzellen aus hiPSCs hinsichtlich ihrer Gen- und Proteinexpression in den einzelnen
Differenzierungsstufen untersucht. So konnte demonstriert werden, dass das im Rahmen dieser
Arbeit entwickelte Protokoll fur die 2D-Differenzierung stabil und reproduzierbar ist und sich auf
die Bioreaktor-basierte 3D-Differenzierung transferieren lasst. Das entwickelte, uniforme 2D-/3D-
Protokoll eignet sich auBerdem zur Differenzierung alveolarer Epithelzellen aus Cystische Fibrose-
Krankheitszelllinien und ist auch fur die SARS-CoV-2-Forschung einsetzbar. Dieser vielversprech-
ende Differenzierungsansatz konnte somit in Zukunft fr die Generierung alveolarer Epithelzellen

aus hiPSCs in der Entwicklung neuer Medikamente eingesetzt werden.

5.1. Verwendete Zelllinien

Zur Durchfihrung der Gen- und Proteinexpressionsanalyse wurden mindestens drei hiPS-Zelllinien
verschiedener Spender festgelegt, damit die statistische Aussagekraft der Ergebnisse erhoht wird.
Experimentelle Arbeiten mit hiPSCs unterliegen Schwankungen, da es sich von der Entnahme der
Spenderzellen, tber die Reprogrammierung und Differenzierung bis hin zum gewunschten Zelltyp,
um einen mehrstufigen Prozess handelt, in denen sich kleine Varianzen summieren und zu unter-
schiedlichen Ergebnissen fiihren kénnen [163]. Die Schwankungen zwischen einzelnen Zelllinien
aus unterschiedlichen Spendern aufgrund ihres variierenden genetischen Hintergrundes wurde

dabei oftmals als eine der groBten Variabilitatsursachen festgestellt [95, 164]. Aber auch das epi-
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genetische Gedachtnis oder neu erlangte Eigenschaften wahrend des Reprogrammierungs-
prozesses spielen vermutlich eine Rolle [162]. Daher ist es zur Entwicklung eines robusten und
reproduzierbaren Differenzierungsprotokolls unerlasslich, auf mehrere Zelllinien verschiedener
Spender zurtckzugreifen [163, 165]. Im Falle der vergleichenden Analyse in der vorliegenden
Arbeit, ermdglichte das Heranziehen mehrerer Zelllinien, aufgetretene Unterschiede in der Gen-
und Proteinexpression auf die jeweilige Differenzierungsmethode (2D und 3D) zurlickzufihren.
Die ersten drei Differenzierungsstufen wurden mit drei qualitatskontrollierten EBiSC-Zelllinien
gesunder Spender, UKKi0O11-A, UKBiO05-A und BIONiO10-C, durchgeflhrt [93]. Jede der ver-
wendeten Zelllinien wurde aus Fibroblasten generiert, die von Spendern unterschiedlichen Alters
stammen. Alle Spender waren mannlich, mit Ausnahme einer Spenderin, aus deren Fibroblasten
mithilfe eines integrierten Retrovirus die Zelllinie UKBiOO5-A generiert wurde. Alle anderen,
mannlichen, Ausgangszellen wurden episomal reprogrammiert. Um RuckschlUsse auf eventuell
auftretende Unterschiede in der alveolaren Differenzierung aufgrund von Eigenschaften wie
Reprogrammierungsmethode, Alter oder Geschlecht des Spenders ziehen zu kdnnen, mussten
mindestens drei Zelllinien, die jeweils die gleichen Eigenschaften aufweisen, untersucht und
miteinander verglichen werden. Dies war jedoch nicht der Forschungsgegenstand dieser Arbeit,
weshalb aufgetretene Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Zelllinien nicht sicher auf
ihre Herkunft oder Reprogrammierungsart in dieser Arbeit zurlckfihrbar sind. Da jedoch alle
Zelllinien aus Fibroblasten generiert wurden, kann zumindest der Ausgangszelltyp als Grund fur
Differenzierungsunterschiede ausgeschlossen werden. Die finalen Differenzierungsstufen, alveo-
lare Epithelzellen Typ 2 (AT2) und Typ 1 (AT1), wurden neben den drei gesunden Zelllinien mit
zwei weiteren hiPS-Zelllinien durchgefihrt, die in ihrem Erbgut die F508del-Mutation tragen, die
fir 70 % aller CF-Falle weltweit verantwortlich ist [46]. So sollte die Ubertragbarkeit des
entwickelten Differenzierungsprotokolls auf Krankheitszelllinien demonstriert werden. Die Zell-
linien, die als CF-Modelllinien in dieser Arbeit dienten, trugen beide die F508del-Mutation in ihrem
Erbgut, jedoch aufgrund unterschiedlicher Ursachen. DYP0250 stammt aus einem 16-jahrigen,
mannlichen CF-Patienten, der homozygot fir diese Mutation ist. Die Ausgangszellen fir diese
Zelllinie trugen also bereits diese Mutation und auch in den reprogrammierten hiPSCs wurde sie
erneut vom Hersteller nachgewiesen. Solche hiPS-Zelllinien aus CF-Patienten, wie sie in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden, eignen sich flr Ansatze in der personalisierten Medizin,
um die Effektivitat eines Medikaments vorab auf zellularer und molekularer Ebene zu testen und
die beste Therapie fir jeden CF-Patienten zu finden [71]. Im Falle sehr seltener Mutationen, fir
die es bislang keine therapeutischen Ansatze gibt, sind solche hiPS-Zelllinien wertvolle Testmodelle
fur die Entwicklung von Pharmazeutika [55]. Daher wird auch die Errichtung einer CF-Biobank
angestrebt, um die personalisierte CF-Therapie voranzutreiben [54]. Die erfolgreiche Generierung

von hiPS-Zelllinien aus CF-Spenderzellen mit unterschiedlichen Mutationen, meist Keratinozyten,
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Haut-Fibroblasten, oder CD34*-Zellen aus Blut wurden bereits mit verschiedenen
Reprogrammierungsansatzen beschrieben [166—169]. hiPS-Zelllinien mit CF-Mutation konnten
bereits erfolgreich in Lungenvorlauferzellen [55], Atemwegsepithelzellen [150], Atemwegs-
organoide [151] und Darmorganoide [170] differenziert werden. An den Atemwegs- und Darm-
organoiden konnte auBerdem ein Forskolin-induziertes Anschwellen erzeugt werden, um die
CFTR-Aktivitat in vitro zu bestimmen. Dieser Test kann eingesetzt werden, um ein Ansprechen der
CFTR-Funktion auf Modulatoren in CF-Patienten zu Uberprifen [171]. Denkbar ware auch die

zukinftige Anwendung dieses Assays auf die in dieser Arbeit generierten alveolaren Spharoide.

Als zweite CF-Modelllinie wurde fir diese Arbeit eine Genommodifizierung von extern
beauftragten Spezialisten (Synthego Inc., USA) an der Parentalzelllinie BIONiO10-C vorgenommen.
HierfUr wurden sogenannte Knock-in Klone hergestellt, die durch eine CRISPR/Cas-9 Genom-
modifizierung die F508del-Mutation im CFTR-Gen tragen. BIONiO10-C-O16 ist einer dieser Klone
und stellt somit eine kunstlich erkrankte Modellzelllinie zur isogenen, gesunden Kontrolle
BIONiO10-C dar. Somit war ein direkter Vergleich zwischen der gesunden BIONi010-C-Zelllinie
und der CF-BIONi010-C-O16-Zelllinie moglich, da sie die gleichen genetischen Informationen
aufweisen. Eine vergleichbare Generierung einer CF-Modellzellinie durch das Einfligen der
Zielmutation mittels CRISPR/Cas-9 wurde bisher nicht fir hiPSCs beschrieben. Es existiert eine
Studie, die solch einen Ansatz mit der immortalisierten humanen bronchialen Epithelzelllinie
16HBE140- beschreibt. Aus dieser geht hervor, dass drei CF-Mutationen durch CRISPR/Cas-9-
Modifizierung in die Zellen eingebracht wurden, und so drei isogene CF-Zellinien mit unbe-
grenztem Zugang zur CF-Modellierung hergestellt werden konnten [172]. Die Generierung
solcher isogener Kontrollpaare kann fur die personalisierte Medikamenten- und Toxizitatstestung
als ein sehr vielversprechendes Werkzeug angesehen werden, da sie es erlauben, die Wirkung
eines Medikaments am kranken Individuum zu testen und sie an einer gesunden Kopie zu
verifizieren [173]. Die CRISPR/Cas-9-Technologie, die DNA-Abschnitte sehr gezielt modifiziert,
lautete aber auch ein neues Zeitalter in der Gentherapie vererbbarer Krankheiten mit Hoffnung
auf Heilung ein [38]. Im Falle von F508del konnte die Mutation in primaren und hiPSC-
abgeleiteten Atemwegszellen bereits korrigiert werden [174—176]. Klinische Studien zum In-vivo-
Transfer modifizierter Zellen in die Atemwege laufen derzeit, bahnbrechende Erfolge konnten

jedoch noch keine erzielt werden [38, 177, 178].
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5.2. 2D- und 3D-Differenzierungsstrategien

2D- und 3D-Differenzierungsstrategien bringen sowohl Vor- als auch Nachteile fur den
Differenzierungsprozess und fir dessen spatere Anwendung in der pharmazeutischen Forschung
und Industrie mit sich. Die 2D-Zellkultur vertraut auf die Adharenz der Zellen auf planaren
Oberflachen, meist Polystyrol, um Zellen eine mechanische Stltze zum Wachstum zur Verfligung
zu stellen [138]. Dabei erlangen die Zellen stets gleiche Mengen an Nahrstoffen und Wachstums-
faktoren, was zu einem gleichmaBigen Wachstum und Zellteilung fihrt [138, 179]. Diese
Charakteristika und ihre Effektivitat, Simplizitat und vergleichbar geringen Kosten machen 2D-
Zellkulturen fir die Forschung attraktiv, weshalb sie als potentielle Differenzierungsstrategie in
dieser Arbeit untersucht wurde. Dennoch weichen sie hinsichtlich des Zellverhaltens erheblich von
den Bedingungen in vivo ab. So wurde festgestellt, dass einige Charakteristika von Tumorzellen
in 2D nicht abgebildet werden kdnnen [180, 181]. Die 3D-Zellkultur kann die Umgebung einer
Zelle in vivo sehr viel besser simulieren, da Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, die im Korper

die Funktion der Organe steuern, involviert sind [138, 179].

In dieser Arbeit wurde die alveolare Epithelzelldifferenzierung von hiPSCs in einem 2D- und 3D-
Modell entwickelt und vergleichend untersucht, um Unterschiede im Differenzierungsverhalten
der Zellen, abhangig von der Zellkulturumgebung zu bestimmen. Als 2D-Differenzierungsmodell
wurde hierfur die planare Kultivierung in Matrix-beschichteten Polystyrol-Platten ausgewahlt. Die
EZM-Beschichtung (Matrigel®) stellt dabei den Zellen eine physiologische Wachstumsumgebung
aus Proteinen wie Laminin, Kollagen und Entaktin zur Verfligung und wird bei der Kultivierung
von Stammzellen zum Erhalt der Pluripotenz bendtigt [159, 182]. Die Proteinmischung wird aus
dem Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom in Mausen gewonnen und enthalt laut einer Proteom-
analyse mehr als 1800 verschiedene Proteine [159]. Es handelt sich daher um eine sehr komplexe
Proteinmischung undefinierter Natur, dessen Auswirkung auf die Zell-Differenzierung schwer
nachzuvollziehen ist [159]. Eine Studie berichtete von der Beobachtung, dass primare Hepato-
zyten bei 2D-Kultivierung auf EZM tumordésen Ursprungs de-differenzierten [183], wahrend eine
weitere Studie von positiven Effekten berichtete, welches Matrigel® auf die Differenzierung von
dopaminergen Neuronen brachte [184]. Matrigel® wird auch zur Generierung von 3D-Modellen
wie Organoiden verwendet [139, 185-187]. Aufgrund der genannten Limitationen und aufgrund
des speziesfremden Ursprungs, der es nicht erlaubt, Organoide mit Matrigel®-Bestandteilen fir
Transplanatationszwecke einzusetzen, wird fir eine Entwicklung von Matrigel®-freien 3D-
Modellen pladiert [188]. Auch das Tierleid, das zur Produktion von Matrigel®in Kauf genommen

wird, sollte stets berlcksichtigt werden.

Das in dieser Arbeit verwendete 3D-Differenzierungsmodell ist frei von Matrigel® und anderen

GeruUststrukturen (Mikrocarriern), es handelt sich um eine Aggregatsuspensionskultur. Die
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Kultivierung von Aggregaten verbessert die biologischen Eigenschaften von Zellen, verglichen zu
2D-Monolayern, was sich in einer erhohten Zellviabilitat, Proliferation und Differenzierung zeigt,
aber auch ein physiologisch relevanter Metabolismus, Phanotyp und Genotyp wird reprasentiert
[189]. Die Aggregatsuspensionskultur in der vorliegenden Arbeit besteht anfanglich aus Embryoid
Bodies (EBs). Sie sind eine Sonderform von Zellaggregaten, bilden sich selbst-organisiert aus
pluripotenten Stammzellen wie ESCs oder hiPSCs und ahmen zum Teil die frihe Embryonal-
entwicklung nach. EBs dienen als idealer Ausgangspunkt fir die Differenzierung in die drei
Keimblatter, da die Zellaggregate den Mustern eines Embryos entsprechen [142]. Sie wurden in
publizierten Protokollen bereits fir die Differenzierung zerebraler Organoide [190], neuraler
Vorlauferzellen [191], Endothel- und Blutvorlauferzellen [192], Nieren-Organoide [193], Kardio-
myozyten [194] oder Hepatozyten [195] als Startpunkt eingesetzt. EBs entstehen durch die Kultur
von pluripotenten Einzelzellen in Suspension. In der vorliegenden Arbeit wurde die EBs-
Herstellung im CERO 3D-Bioreaktor durchgefihrt, der durch alternierende Rotationsbewegungen
die Zellen in Suspension halt. Nach 24 Stunden dienten die gebildeten EBs als Ausgangspunkt far
die alveolare Epithelzelldifferenzierung unter dynamischen Bedingungen. Im CERO 3D-Bioreaktor
wurden ebenfalls aus EBs Kardiospharen [196], Hepatozyten [195], Neuronen [197] und aus mit
hiPSCs besiedelten Alginat-Beads renale Vorlauferzellen [157] differenziert. Daneben eignet sich
der Bioreaktor zur Kultivierung und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen [198] und

zur Expansion von undifferenzierten hiPSCs [156].

Die Implementierung von Stammzellen und deren abgeleiteter Zelltypen als Testsystem in der
praklinischen und klinischen Forschung erfordert automatisierbare, parallelisierbare, simplifizierte
und kostenguinstige Ansatze zur Stammzellkultivierung. Daher werden spezielle Bioreaktoren, wie
Schittelkolben, Perfusionsbioreaktoren und Spinner-Flaschen eingesetzt, die in der Lage sind,
diese Anforderungen zu erfillen. Sie umfassen allerdings mehrere Liter und bendétigen daher
groBe Medien-Volumina, erfahrene Anwender und langwierige und umstandliche Vorbereitungen
und Durchfihrungen der Prozesse. Der CERO 3D-Bioreaktor erlaubt es hingegen, verschiedene
patientenspezifische Zelllinien parallel zum Biobanking vorzubereiten oder als Testsystem in bis zu
vier 50 ml-SuspensionsgefaBen zu differenzieren [157]. Durch die hydrodynamischen Beding-
ungen, die in der Suspensionskultur herrschen, wird eine homogene Nahrstoffversorgung erzielt
[157]. Durch die Einstellung der Rotationsparameter ist der im System herrschende Scherstress
durch die Bewegung der FlUssigkeit reproduzierbar. Dieser mechanische Stimulus fehlt in
statischen 2D-Kulturen ganzlich. Dabei sind fluidische Bewegungen im Organismus fundamental
fur die Organogenese, zelluldre Signalgebungen und Organfunktionen. Zellen sind in der Lage,
mechanische Krafte zu spuren und sie in biologische Antworten umzuwandeln. Die Mechanismen,

die diesem Zellverhalten zugrunde liegen sind komplex, zumeist aber auf Oberflachenrezeptoren,
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Zelladhasionsmolekile und heterodimere G-Proteine zurtickzufihren [199]. In primaren Hepato-
zyten hat Scherstress in mehreren Studien dazu geflhrt, dass die Zellviabilitat und die CYP450
Expression erhoht wurde. Insbesondere die Differenzierung von Endothelzellen aus PSC werden
durch die dynamischen Krafte, die sie auch in vivo erfahren, stimuliert [200-202]. Es gibt ein-
deutige Beweise, dass mechanische Krafte bei der Bildung embryonaler Gewebe beteiligt sind.
Daher exprimieren EBs unter dynamischen Bedingungen Pluripotenzmarker héher und reifen
ausgepragter und homogener, als EBs unter statischen Bedingungen [203]. Die Auswirkungen des
dynamischen 3D-Kultivierungssystems auf die Gen- und Proteinexpression wahrend der alveolaren
Differenzierung wird im folgendem Kapitel 5.3. beschrieben. Verglichen wurde stets zum bereits
beschriebenen, statischen 2D-Modell. Die Durchfihrung einer vergleichenden Analyse erforderte
ein uniformes Protokoll zur alveolaren Epithelzelldifferenzierung. Diese sollte unter 2D-
Bedingungen stabil und reproduzierbar durchfihrbar sein und ebenso auf die Bioreaktor-basierte
3D-Differenzierung Ubertragbar sein. Zur Entwicklung des Protokolls wurden bereits publizierte
Differenzierungsstrategien von pluripotenten Stammzellen zu DE-Zellen [204] und alveolaren
Epithelzellen Typ 2 [120] und Typ 1 [153] Uber die Zwischenstufen des AFE und
Lungenvorlauferzellen herangezogen und entsprechend adaptiert. Diese waren entweder
Mischformen aus 2D-differenzierten Vorlauferzellen, die zur Reifung in ein 3D-Modell mit
Matrigel® Ubertragen wurden [120], oder es handelte sich um ein 3D-Modell mit enthaltenen
Lungenfibroblasten [153]. Da publizierte Strategien zur alveolaren Differenzierung von hiPSCs
gewohnlich 3D-Differenzierungsschritte, wie eine Bildung von EBs oder Organoiden beinhalten
und eine 2D-Differenzierungsstrategie nie zuvor publiziert wurde, lag der Verdacht nahe, dass sich
hiPSCs unter planaren 2D-Bedingungen nicht in alveolare Epithelzellen differenzieren lieBen und
komplexe 3D-Bedingungen zwingend erforderlich seien [118, 119]. Durch die Anpassung der
bestehenden Differenzierungsprotokolle konnte jedoch in dieser Arbeit ein geeignetes
2D-Differenzierungsprotokoll entwickelt werden, das die Herstellung von AT2 und AT1 erlaubt.
Dies konnte durch die Expression relevanter Marker Uber alle Stufen hinweg bewiesen werden.
Der anfanglich bestehende Verdacht konnte somit ausgeraumt und durch eine kdrzlich
erschienene Publikation unterstltzt werden. Diese beschreibt ebenfalls die stufenweise 2D-
Differenzierung von hiPSCs in AT2 mit der Besonderheit des miniaturisierten 96-well-Mal3stabs
und einer Ausreifung an der Air-Liquid-Interface (ALl) [205]. Die unterschiedlichen
Kulturbedingungen (2D/3D) erschwerten bei der Entwicklung des Differenzierungsprotokolls die
Festlegung geeigneter Konzentrationen an Wachstumsfaktoren und Chemikalien sowie der
bendtigten Differenzierungsdauer. Die Proliferation lauft beispielsweise unter 2D-Bedingungen
unnattrlich schnell ab, wahrend in 3D das Proliferationsverhalten realistisch abgebildet wird. Die
Metabolisierung von Substanzen unterscheidet sich zwischen beiden Kulturbedingungen

ebenfalls, in 3D-Modellen kann diese physiologischer abgebildet werden [179, 206]. Bezlglich
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des Differenzierungsverhaltens von 2D- und 3D-Zellkulturen gibt es ebenso deutliche
Unterschiede. Zellen in 3D-Modellen bendtigen mehr Zeit zu differenzieren [138]. In einer
hamatopoetischen vergleichenden 2D/3D-Differenzierung aus pluripotenten Stammzellen konnte
sogar gezeigt werden, dass die intrinsische Hamatopoese unter 2D-Bedingungen nicht induziert
werden kann [207]. Auch die Morphologie der Zellen unterscheidet sich, da sie in 3D-Modellen in
mehreren Schichten wachsen, innenliegende Zellen von weniger Nahrstoffen erreicht werden und
ein hoherer Druck ausgelbt wird. All diese Parameter stellten bei der Entwicklung einer uniformen
2D- und 3D-Differenzierungsstrategie immerzu Herausforderungen dar, die berlcksichtigt und
angepasst werden mussten. Bei den aufgezeigten Unterschieden wird auBerdem deutlich, dass
die auf die Differenzierung einflussnehmenden Parameter im dynamischen 3D-Modell physio-

logischer abgebildet werden kénnen, als im 2D-Monolayer.

5.3. Vergleichende Gen- und Proteinexpressionsanalyse

Die Gen- und Proteinexpressionsmuster von 2D-kultivierten Zellen weichen laut Literatur enorm
von In-vivo-Modellen ab, wahrend solche von 3D-kultivierten Zellen meist den Zelltypen in vivo
entsprechen [179]. Anhand einer vergleichenden Gen- und Proteinexpressionsanalyse von 2D-
und 3D-differenzierten Zellen sollten in dieser Arbeit Unterschiede im Verlauf der einzelnen
Entwicklungsstufen in Abhangigkeit von der Differenzierungsmethode bestimmt werden, um
eingehende Kenntnisse zum Differenzierungsverhalten von hiPSCs in alveolare Epithelzellen zu
erhalten. Dieses Wissen ist fir die Implementierung von alveolaren Epithelzellen in der pra-
klinischen und klinischen Forschung notwendig, damit geeignete Differenzierungsstrategien zur

Herstellung qualitativer und funktioneller Zelltypen angewendet werden konnen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist die Berticksichtigung der zeitlichen Verschiebung von Gen-
und Proteinexpression sehr wichtig. Beide Analysen wurden zu den gleichen Zeitpunkten durch-
gefthrt, wodurch man eine Momentaufnahme der Genexpression zu diesem Zeitpunkt und eine
Momentaufnahme der Proteinexpression zum gleichen Zeitpunkt erhéalt. Jedoch muss
berlcksichtigt werden, dass die Genexpression der Proteinexpression zeitlich vorangeht, das heil3t
bei einer hohen Proteinexpression muss eine hohe Genexpression vorangegangen sein. Zum
Analysezeitpunkt kann diese aber aufgrund der bereits ablaufenden Proteinsynthese wieder

herunterreguliert worden sein [208].

In den ersten beiden analysierten Differenzierungsstufen, die die frihen Entwicklungsstufen der
Lunge im Embryo reprasentieren, DE und AFE, wurden Unterschiede in der Gen- und Protein-
expression zwischen 2D und 3D, insbesondere hinsichtlich der Expression des Transkriptions-

faktors FOXA2, bestimmt. Da FOXA2 in allen untersuchten Zelllinien sowohl auf Gen-, als auch
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auf Proteinexpressionsebene in 3D signifikant starker exprimiert war, als in 2D, kann gefolgert
werden, dass die FOXA2-Expression unter dynamischen 3D-Bedingungen im EB starker aktiviert
wird, als unter statischen 2D-Bedingungen. Dies gilt auch fir die CXCR4-Genexpression in DE-
Zellen, die in allen untersuchten Zelllinien signifikant hoher war. Dass diese Beobachtung gerade
in den frihen Differenzierungsstufen in 3D auftrat, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit mit der
dynamischen Umgebung und der strukturellen Anordnung der EBs begrindet werden. Wie im
vorherigen Kapitel 5.2. bereits beschrieben wurde, erfahren auch embryonale Stammzellen in vivo
Scherstress und werden zur Organogenese angeregt. Die dynamische 3D-Differenzierung
simuliert fUr dieses ablaufende Szenario Stammzellnischen offensichtlich besser, als die statische
2D-Kultivierung. Zudem ahnelt der Aufbau von EBs dem eines frihen Embryos, der in spateren
Entwicklungsstufen an Komplexitat zunimmt und die strukturellen Unterschiede zwischen in vivo
und 2D/3D immer groBer werden. In darauffolgenden Differenzierungsstufen, die den spateren
Entwicklungsstadien der Lunge entsprechen, konnten daher solche signifikanten Unterschiede,
die alle Zelllinien gleichermaBen betreffen, nicht mehr bestimmt werden. Es handelte sich um
einzelne aufgetretene Unterschiede, die verschiedene Marker, verschiedene Zeitpunkte und
verschiedene Zelllinien betrafen. Die Differenzierung von NKX2.1.*-Lungenvorlauferzellen wurde
in der Literatur mit einer Ausbeute von 20-90 % positiver Zellen pro Differenzierungsansatz als
anspruchsvoll und zelllinienabhangig beschrieben [120]. In der vorliegenden Arbeit konnten
unabhangig von der Zelllinie und der Kulturbedingung mehr als 90 % NKX2.1.*-LP-Zellen
generiert werden. Vermutlich lasst sich dies auf die erhohte Retinsaure-Konzentration im
Differenzierungsmedium zurdckfdhren, die im Zuge der Entwicklung eines uniformen 2D-/3D-
Differenzierungsprotokolls von 100 nM auf 500 nM erhoht wurde. Die 3D-Generierung von
NKX2.1*-LP-Zellen gelang mit der zunachst geringen Retinsaurekonzentration, die fir eine 2D-
Differenzierung in der Literatur beschrieben ist, nicht, weshalb sie im Rahmen dieser Arbeit erhoht
werden musste. Dies ist auf den vorher beschriebenen Zusammenhang der abweichenden
Metabolisierung von Substanzen in 2D- und 3D-Modellen zurlickzufihren. Um den gleichen
Effekt einer Substanz in 3D zu erzielen, wie in 2D, muss die Dosis fir gewohnlich erhdht werden
[206]. Da Retinsaure als ein kritischer regulatorischer Faktor wahrend der Embryonalentwicklung
der Lunge identifiziert wurde und ebenso bei der post-natalen Alveolarisierung eine wichtige Rolle
spielt, war die Erhéhung der Dosis in diesem Fall zur Steigerung der Differenzierungseffizienz
ausschlaggebend [209]. Die 2D- und 3D-differenzierten LP-Zellen wurden auch als SOX9*
identifiziert und stellten somit einen idealen Ausgangspunkt zur alveolaren Ausreifung dar, da
SOX9 wahrend der Lungenmorphogenese in den distalen Verzweigungsenden exprimiert und
gleichzeitig mit der Bildung von AT2 und AT1 herunterreguliert wird [210]. Die effektive
Differenzierung von AT2 aus NKX2.1*/SOX9*-LP-Zellen unter 2D- und 3D-Bedingungen konnte

durch die Expression der Surfactantproteine C, B und D sowie der funktionellen Membranproteine



Diskussion | 103

CFTR, ACE2 und TMPRSS2 auf Gen- und Proteinexpressionsebene nachgewiesen werden. AT2
synthetisieren, sekretieren und recyceln alle Komponente des Lungensurfactants. SP-C ist das
einzige der vier Surfactantproteine, das nur von AT2 und keinem anderen Zelltyp im Korper
hergestellt werden kann. Es ist daher ein sehr wichtiger und spezifischer Marker dieses Zelltyps.
Die Synthese von SP-B hangt wiederum Uber den sekretorischen Signalweg der AT2-Zelle und den
LBs mit der SP-C-Synthese zusammen [8]. So lieBe sich erklaren, weshalb die Proteinexpression
von SP-C und SP-B in den analysierten Zellen stets vergleichbar war. Die Anwesenheit von LBs ist
fur die Synthese der beiden Surfactantproteine vorausgesetzt. Die speziellen Organellen wurden
in dieser Arbeit zwar nicht transmissionselektronenmikroskopisch nachgewiesen, ohne deren
Prasenz ware ein SP-C- und SP-B-Nachweis auf Proteinebene aber ausgeblieben, auch wenn sie
auf Genexpressionsebene detektiert werden konnten [115]. Durch den Nachweis der beiden
Surfactant-Bestandteile auf Proteinebene kann daher davon ausgegangen werden, dass die LBs
in den 2D- und 3D-differenzierten AT2 vorhanden sein mussen. Wahrend SP-C und SP-B
hydrophob sind und die alveolare Oberflachenspannung zum Ermdglichen des Atmungsprozesses
herabsetzen, ist SP-D ein hydrophiles Surfactantprotein, das nicht von LBs gebildet wird.
Gemeinsam mit SP-A, das in dieser Arbeit nicht analysiert wurde, gehort es zur Familie der
Kollektine und ist Teil der angeborenen Immunabwehr der Lunge. Sie erkennen und opsonieren
eindringende Pathogene und rekrutieren Immunzellen in die Alveole. SP-D wurde ebenfalls von
den in dieser Arbeit differenzierten AT2 synthetisiert. Es konnte somit gezeigt werden, dass die
Surfactantsynthese unter beiden untersuchten Kulturbedingungen stattfindet. Hinsichtlich der
Genexpression zeigte sich jedoch eine enorme Diskrepanz zwischen der Surfactantprotein-
expression in der mRNA von 2D- und 3D-differenzierten AT2 aus hiPSCs und der mRNA aus
adulter humaner Lunge. Zwar lagen 3D-differenzierte AT2 an Tag 30 naher an den Werten der
adulten Lunge, als 2D-differenzierte AT2, dieser Unterschied war jedoch vernachlassigbar im
Hinblick auf den Uber 200.000-fachen Expressionsunterschied zur adulten Lunge. Es ist im
Allgemeinen bekannt, dass aus hiPSCs differenzierte Zelltypen einen fetal-dhnlichen Zustand
erlangen [80, 211, 212] und auch aus hiPSCs generierte Lungenzelltypen eher des Stadiums der
fetalen Lunge zuzuordnen sind, als der adulten [139]. Daher werden bei einigen Studien murine
oder humane fetale Lunge als Referenzmaterial herangezogen [119, 139, 213]. Berlcksichtigt
man die Tatsache, dass der Prozess der Alveolarisierung ein lang andauernder ist, der ab der 36.
Schwangerschaftswoche stattfindet und bis zum Ende des dritten Lebensjahres fortgefihrt wird,
ist es kaum verwunderlich, dass in einer 30-tagigen Differenzierung in vitro nicht der Reifegrad
einer adulten Lunge erzielt wird. Zudem ist die vollstandige Ausreifung der adulten Lunge erst im
frhen Erwachsenenalter abgeschlossen und findet durch Kontakt und Durchflutung mit Luft
unter Atmungsbewegungen statt [114, 214]. Dieses Szenario wird in den hier verwendeten

Differenzierungsstrategien nicht abgebildet. In aktuellen Studien geht man davon aus, dass eine
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erhohte Reifung, insbesondere beziglich der Surfactantproteine, unter ALI-Bedingungen erzielt
werden kann [205, 215-217]. Weitere Studien berichten von einer ausgepragten Differenzierung
primarer fetaler AT2 unter mechanischer Dehnung [218, 219]. In dieser Arbeit konnte auch ein
Zusammenhang der Kultivierungsdauer und der Proteinexpression von AT2-Markern in 2D und
3D gezeigt werden. Bei Betrachtung der Proteinexpression nach 23 Tagen und 30 Tagen 2D-
Differenzierung wird deutlich, dass die Proteinsynthese zugenommen hat oder zumindest
konstant blieb, wahrend sie in 3D an Tag 30, verglichen zu Tag 23, geringer ausfiel. An Tag 30
war jedoch die Genexpression dieser Marker in 3D hoher, was dafurspricht, dass die Gen-

expression hochreguliert wurde und darauf eine héhere Proteinexpression folgte.

Neben den Surfactantproteinen wurden weitere spezifische Marker, die von AT2 exprimiert
werden und fur die spatere Anwendung eine Rolle spielen, untersucht. CFTR, das bei einer
F508del-Mutation fehlerhaft vorliegt und so die Aufgabe des lonentransports Uber die Zell-
membran nicht erflllen kann, wurde sowohl in den aus gesunden, als auch aus den CF-Modell-
linien differenzierten AT2 exprimiert. Die Starke der Gen- und Proteinexpression von CFTR unter-
schied sich dabei zwischen den gesunden und kranken Zelllinien nicht voneinander. Die mRNA fur
CFTR wird namlich in Zelllinien aus CF-Spendern ebenfalls gebildet, nur enthalt diese die Mutation,
die sich erst bei der ablaufenden Proteinsynthese bemerkbar macht. Die Mutation flhrt zu einer
inkorrekten Faltung des CFTR-Proteins, die vom Endoplasmatischen Retikulum erkannt wird und
in Folge dessen durch Zellproteasen abgebaut wird, bevor es die Zelloberflache erreicht [220]. Im
Zytosol befindet sich jedoch trotzdem standig die missgefaltete, unreife Form von CFTR, das somit
auf Proteinebene in der Analyse nachgewiesen werden kann. Verglich man 2D- mit 3D-differen-
zierten AT2, wurde CFTR zu beiden Analysezeitpunkten in 3D stets starker exprimiert. Die Protein-
expressionstarke unterschied sich zu diesen untersuchten Zeitpunkten jedoch nicht zwischen den
Differenzierungsbedingungen. Hier muss sich erneut ins Gedachtnis gerufen werden, dass ein
spaterer Analysezeitpunkt auch eine eventuell héhere Proteinexpression in 3D ergeben hatte, da
die Genexpression, die vorausging, ebenfalls in 3D hoher vorlag. In einigen der untersuchten
Zelllinien konnten durch die 3D-Differenzierung sogar Genexpressionen erzielt werden, die mit
den Werten aus der adulten Lunge Ubereinstimmen. Die Werte, die hingegen durch eine 2D-
Differenzierung erreicht wurden, lagen deutlich darunter. Diese Erkenntnis spricht erneut fir die
physiologischere Simulation der In-vivo-Situation durch eine 3D-Kultivierung. Wahrend eine starke
Surfactantproteinexpression in AT2-Zellen fur ein reiferes Entwicklungsstadium der Lunge spricht,
ist Gber die physiologische Anzahl an CFTR-Kanalen auf der Zelloberflache von Lungenzellen nichts
bekannt. Die Ergebnisse der Genexpressionsstudie sprechen aber dafir, dass CFTR bereits in den
3D-differenzierten AT2-Zellen aus hiPSCs einem fortgeschrittenen Entwicklungsstand entspricht,
der mit dem der adulten Lunge vergleichbar ist. Dass die endogene Expression von CFTR verglichen

zu SP-C sehr gering sein soll [221], wurde durch die Messungen der adulten humanen Lungen-
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RNA ebenfalls bestatigt. Wirde man bezlglich der Funktionalitat des CFTR-Kanals weitere Unter-
suchungen durchfihren und zwischen gesunden und CF-Zelllinien vergleichen, misste aufgrund
der unreifen Form von CFTR ein Funktionsnachweis in den CF-Zelllinien ausbleiben, wahrend sie
bei gesunden Zelllinien physiologische Ergebnisse liefern missten. Geeignet ware dazu beispiels-
weise die Patch-Clamp-Technik [222] oder das Forskolin-induzierte Anschwellen [151, 223, 224].
Ein isogenes Kontrollpaar, wie es in dieser Arbeit Anwendung fand, ist hierflr pradestiniert, da
man einen direkten Vergleich genetisch identischer Zellen mit und ohne F508del-Mutation und
deren Auswirkung auf die CFTR-Funktionalitat durchfihren kann. Eine weitere Mutation heran-
zuziehen, die zu einer verringerten Bildung von CFTR fdhrt, ware flir das Verstandnis der

vorkommenden Menge an CFTR und fur die Interpretation der Ergebnisse hilfreich.

Des Weiteren wurde die Gen- und Proteinexpression von ACE2 und TMPRSS2, welche ebenfalls
charakteristische Merkmale von AT2 sind, in 2D- und 3D-differenzierten AT2 aus gesunden und
CF-hiPS-Zelllinien verglichen. Sie wurden als Zielproteine von SARS-CoV-2 identifiziert und neben
der Lunge, auch in Herz, Nieren, Gastrointestinaltrakt, Leber, Gehirn, Pankreas, Schilddrise und
Prostata vorgefunden [225]. In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Membranproteine auf
Gen- und Proteinexpressionsebene erfolgreich in AT2 aus hiPSCs nachgewiesen, dabei waren sie
auf Genebene in einzelnen Zelllinien zu beiden Analysezeitpunkten in 3D hoher exprimiert. Die
bereits diskutierten Einflussfaktoren und Unterschiede, die zwischen 2D- und 3D-Kulturbe-
dingungen bestehen, konnten hierauf ebenfalls Einfluss genommen haben. In einigen der
untersuchten Zelllinien konnten durch beide Differenzierungsbedingungen Genexpressionswerte
erreicht werden, die mit der adulten humanen Lunge auf einem vergleichbaren Niveau liegen.
Dabei war stets die 3D-Differenzierung der 2D-Differenzierung, wie auch bei CFTR, Uberlegen.
Auf Proteinexpressionsebene gab es keine Unterschiede der ACE2- und TMPRSS2-Expression
zwischen 2D- und 3D-differenzierten AT2, mit Ausnahme der aus der BIONi010-C-O16-Zelllinie
differenzierten AT2, die 3D signifikant mehr ACE2-Antigene aufwiesen. Eine erhohte Anzahl von
ACE2-Rezeptoren auf der Zelloberflache steht in Verdacht, schwerere COVID-19 Erkrankungen
auszuldsen, da mehr Viruspartikel in die Zelle eindringen kénnen [22]. Die Funktionalitat von ACE2
und TMPRSS2 wurde in 2D- und 3D-differenzierten AT2 aus hiPSCs mittels Pseudoviren nach-

gewiesen und wird in nachfolgendem Kapitel 5.4. diskutiert.

Von aus Primarmaterial gewonnenen AT2 ist bekannt, dass sie schnell in einen AT1-assoziierten
Phanotyp differenzieren, wenn sie auf flachen Oberflachen kultiviert werden [115, 226]. Dies stellt
ein Problem dar, wenn AT2 als Forschungsgegenstand, wie beispielsweise in der SARS-CoV-2-
Wirkstofftestung, bendtigt werden, aber nicht in Kultur gehalten werden konnen. Von hiPSC-
abgeleitete AT2 konnen die bestehenden Limitationen von Primarzellen umgehen, da sie selbst-

erneuernde Eigenschaften besitzen [120]. Es wurde vermutet, dass der beschriebene Prozess der
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Transdifferenzierung von AT2, der auch in vivo nach Verlust von AT1 natlrlicherweise auftritt,
unter 3D-Bedingungen nicht abgebildet werden kann, da die bendtigte Stammzellnische
aufgrund des Fehlens von mesenchymalen Lungenzellen nicht nachgeahmt werden kénne [227].
Weitere publizierte Arbeiten wiesen auf die Aufrechterhaltung der Stammzelleigenschaften von
AT2 unter 3D-Kulturbedingungen hin [226]. Aus hiPSCs differenzierte Alveolospheren, die viele
natlrliche Eigenschaften mit primaren AT2 teilen, wurden als nicht bereitwillig beschrieben, in
AT1 zu differenzieren [120], was die zuvor aufgestellte Hypothese bestarkt. Kirzlich publizierten
Kanagaki et. al. eine Methode, hiPSC-abgeleitete AT2 unter 3D-Bedingungen in Organoiden mit
und ohne Fibroblasten Uber die Inhibierung des WNT-Signalwegs in AT1 zu differenzieren [153].
Es wurde beschrieben, dass in Fibroblasten-enthaltenden Organoiden mehr AT1 mit transkrip-
tomischen Ahnlichkeiten zu primaren AT1 gewonnen werden konnten, als in Fibroblasten-freien
Organoiden oder durch eine 2D-basierte Differenzierung. Die Autoren beschrieben Fibroblasten-
enthaltende alveolare Organoide als eine vielversprechende In-vitro-Methode, den Differen-
zierungsprozess von AT2 in AT1 zu untersuchen [153]. In dieser Arbeit wurde das Konzept der
WNT-Signalweg-Inhibierung angewendet, um 2D- und 3D-differenzierte AT2 in AT1 zu differen-
zieren. So konnte hier demonstriert werden, dass die zuvor gewonnenen AT2 in der Lage waren,
als natdrliche Vorlauferzellen zu dienen und in AQP5-, CAV1- und PDPN-positive AT1 unter beiden
Kulturbedingungen zu differenzieren. Auf Genexpressionsebene waren die AT1-Marker zum
Analysezeitpunkt nur schwach exprimiert und bei drei der finf untersuchten Zelllinien gab es
signifikante Unterschiede zwischen der Genexpressionsstarke von 2D- und 3D-differenzierten
AT1. Dabei wiesen stets 2D-differenzierte AT1 die starkere Genexpression der definierten Marker
auf und auch auf Proteinebene exprimierten mehr 2D-differenzierte Zellen die AT1-Marker. 3D-
differenzierte Zellen mussen hingegen mehr Antigene exprimiert haben, da die Protein-
expressionsstarke sich nicht signifikant von 2D-differenzierten Zellen unterschied. Der Prozess der
Transdifferenzierung von AT2 in AT1 konnte somit auch im dynamischen 3D-System abgebildet
werden, obwohl keine Basalmembran, mesenchymale Zellen oder Fibroblasten in dem Modell
vorhanden waren. Da dies bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde, stellt das Bioreaktor-
basierte 3D-Modell eine neue Moglichkeit dar, AT1 aus hiPSCs im 3D-Modell ohne Basalmembran
zu generieren und sie fur die praklinische Forschung einzusetzen. Im Vergleich zur adulten Lunge
traten keine etwaigen starken Diskrepanzen zu den 2D- und 3D-differenzierten Zellen auf, wie es
bei AT2 der Fall war, da die untersuchten AT1-Marker in adulter Lunge verglichen zu den
Surfactantproteinen in AT2 schwach exprimiert waren. PDPN war in adulter Lunge weniger
exprimiert, als in 2D- und 3D-differenzierten AT1 aus hiPSCs. Das kann durch das erhohte
Vorkommen von PDPN wahrend der embryonalen Lungenentwicklung und Ausbildung der Alveoli
erklart werden, welches im ausgereiften Zustand der Lunge abnimmt [228]. Diese Beobachtung

spricht erneut fir die Tatsache, dass es sich bei den differenzierten alveolaren Epithelzellen um
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solche in der spaten embryonalen Entwicklung handelt, die keinem reifen, sondern einem fetal-

ahnlichen Stadium der humanen Lunge entsprechen.

5.4. SARS-CoV-2-Pseudovirus-Infektion von AT2

Da AT2 als Zielzellen von SARS-CoV-2 identifiziert wurden, sind sie derzeit gefragte Zelltypen in
der Wirksamkeitstestung bestehender oder neu entwickelter pharmazeutischer Substanzen gegen
SARS-CoV-2 [23]. Die Infektion von hiPSC-abgeleiteten AT2 mit dem Virus wurde kdrzlich bereits
von einer im Feld der hiPSC-Lungendifferenzierung flihrenden Arbeitsgruppe publiziert [229]. In
dieser Arbeit sollte die Funktionalitat der exprimierten Membranproteine ACE2 und TMPRSS2
mithilfe von SARS-CoV-2-eGFP-Pseudoviren in 2D- und 3D-differenzierten AT2 demonstriert und
verglichen werden. 2D- und 3D-differenzierte AT2 aus allen verwendeten Zelllinien dienten als
Wirtszelle fir das Virus, was das Auftreten von fluorescence forming units, die das Eindringen des
Pseudovirus und die anschlieBende Expression von eGFP in der Wirtszelle anzeigen, bewies. In der
Anzahl infizierter Zellen zwischen 2D- und 3D-differenzierten Zellen konnten keine Unterschiede
festgestellt werden. Ein Zusammenhang der ACE2-Expression mit der Anzahl der infizierten Zellen
konnte bei einer Zelllinie, BIONiO10-C-O16, beobachtet werden. Wie zuvor bereits erwahnt
wurde, exprimierten AT2 aus dieser Zelllinie in 3D mehr ACE2-Antigene auf der Zelloberflache,
als die anderen Zelllinien. Dementsprechend waren mehr der 3D-differenzierten Zellen aus dieser
Zelllinie infiziert worden. Da diese Beobachtungen in der parentalen Zelllinie nicht auftraten, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die erhohte ACE2-Expression im Zusammenhang mit der
mittels Genommaodifizierung eingebrachten Mutation im Erbgut der BIONi010-C-O16 steht. Dem
entgegen steht, dass AT2, die aus DYP0250 differenziert wurden und aufgrund des angeborenen
Erbfehlers die Mutation aufweisen, keine erhdhte ACE2-Expression zeigten. In der Literatur wurde
die veranderte ACE2- und TMPRSS2-Expression von CF-Patienten im Vergleich zu gesunden
Personen bereits diskutiert. Tatsachlich sollen Mutationen im CFTR-Gen dazu fUhren, dass mehr
ACE2 und weniger TMPRSS2 in Atemwegsepithelzellen von CF-Patienten exprimiert werden
[230]. Dies wiirde bedeuten, dass durch die 3D-Differenzierung von BIONiO10-C-O16 die ACE2-
Expression eines CF-Patienten wahrheitsgemal im Vergleich zur gesunden Kontrolle abgebildet
werden konnte, nicht wiederum durch DYP0250, zu welcher es jedoch auch keine genetisch
identische Kontrolle gab. Dass die TMPRSS2-Expression in CF-Patienten geringer sei, konnte in
dieser Arbeit ebenfalls nicht bestatigt werden. Dabei ist aber zu bertcksichtigen, dass die Daten
aus zitierten Studien aus Atemwegsepithelzellen stammen und nicht aus alveolaren Epithelzellen
[230]. Gerade einmal 1,4 £ 0,4 % primar isolierter AT2 sind positiv auf eine ACE2-Expression
getestet worden [231]. In dieser Arbeit waren 20,7 + 6,8 % der 2D-differenzierten AT2 und
13,2 £ 9,4 % der 3D-differenzierten AT2 an Tag 30 ACE2*. Die Anzahl ACE2-exprimierender
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Zellen liegt bei 3D-Kulturbedingungen also naher an der In-vivo-Situation. Trotz, dass dies ein viel
hoherer Anteil positiver Zellen darstellt, als er tatsachlich im distalen Bereich der Lunge vorkommt,
reprasentieren die hiPSC-abgeleiteten AT2 die In-vivo-Situation realistischer, als die fir ACE2 und
TMPRSS2 stabil transfizierte Zelllinie HEK293T, die flr Neutralisationsassays im Zuge der Wirkstoff-
und Impfstofftestung eingesetzt wird. Im Vergleich zu dieser Zelllinie, die bei den Versuchen als
Gold-Standard-Kontrolle herangezogen wurde und zu fast 100% infiziert war, verblieb die
Infektion von AT2 auf einem physiologisch niedrigen Niveau. Zusammenfassend lasst sich
festhalten, dass sowohl die 2D- als auch 3D-Differenzierungstrategie AT2 hervorbrachten, die
funktionelle SARS-CoV-2 Zielrezeptoren exprimieren und daher geeignet sind, sie in der Wirkstoff-

testung fir COVID-19 einzusetzen.

5.5. Kryokonservierung von LP-Zellen

Die Anwendung von AT2 als zuklnftige Zellquelle fir In-vitro-Lungenmodelle erfordert einen
jederzeit moglichen Zugriff auf die bendtigten Zellen, ohne Wochen- bis Monate andauernde
Differenzierungszeiten im Vorfeld hinnehmen zu mussen. Daher wurde in dieser Arbeit die
Fahigkeit von 2D-differenzierten LP-Zellen, nach dem Kryokonservierungs- und Auftauprozess in
AT2-Zellen weiterdifferenziert zu werden, untersucht. So ware es moglich, bestimmte Chargen
aufzubewahren, um Batch-zu-Batch-Abweichungen zu vermeiden und eine konsistente Qualitat
bei verkUrzter Differenzierungszeit zu gewahrleisten [195]. Die Verkurzung der Differenzierungs-
dauer von vier auf zwei Wochen, wirde fir die Implementierung von alveolaren Epithelzellen aus

hiPSCs in der praklinischen Forschung einen weiteren Vorteil bedeuten.

Die Kryokonservierung stellt bis heute die einzige Moglichkeit dar, lebendes biologisches Material
zu lagern. Die Konservierung von Einzelzellsuspensionen kann beispielsweise durch langsames
Einfrieren bei einer Abklhlgeschwindigkeit von 1 °C pro Minute erzielt werden. Durch die Bildung
von Eiskristallen wahrend des Einfriervorgangs wirden Zellen ohne den Einsatz von Gefrier-
schutzmitteln wie DMSO zerstort werden, daher ist die Verwendung solcher Agenzien voraus-
gesetzt [232]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses konventionelle Einfrierverfahren mit einer
Abkuhlgeschwindigkeit von 1 °C/min bei Einsatz von DMSO als Gefrierschutzmittel fir die
vierwochige Kryokonservierung von LP-Zellen im Stickstofftank (-170 °C) mit anschlieBendem
schnellen Auftauen angewendet. Differenzierte oder voll ausgereifte Zellen laufen Gefahr,
funktionelle und strukturelle Veranderungen durch den Prozess der Kryokonservierung zu
erfahren. Daher sollte flr die zwischenzeitliche Konservierung von Zelltypen, kein vollstandig
ausgereiftes Stadium ausgewahlt werden. Anderungen auf molekularer Ebene, die sich meist in
der Genexpression zeigen, sind Parameter, die analysiert werden sollten, um Auswirkungen der

Kryokonservierung auf den Differenzierungsgrad der Zellen identifizieren zu konnen [232].
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Studien zu kryokonservierten Kardiomyozyten zeigten beispielsweise, dass sie in ihrer Form und
Funktion der von nicht-kryokonservierten Kardiomyozyten entsprechen, Langzeit-Analysen jedoch
offenbarten, dass Abweichungen in ihrer Schlagfrequenz auftraten. Transkriptom- und
Proteomanalysen, metabolische und epigenetische Untersuchungen mussen dazu noch weiter
ausgefihrt werden [233]. Die aufgetauten LP-Zellen wurden in einen AT2-Phanotyp 2D-
differenziert und anschlieBend hinsichtlich ihrer Gen- und Proteinexpression von AT2-Markern
untersucht. Der Prozess der Kryokonservierung wurde in dieser Arbeit nur im 2D-System
angewendet, da die Fahigkeit von LP-Zellen, ihren Differenzierungsstatus beizubehalten, zunachst
an Einzelzellsuspensionen Uberprift werden sollte. Wahrend Einzelzellen im Allgemeinen durch
das langsame Einfrieren zufriedenstellend konserviert werden kénnen, bestehen zurzeit fir das
Einfrieren von 3D-Modellen wie Spharoiden oder Organoiden Limitationen. So kann in 3D-
Systemen mit konventionellen Einfriermethoden bisher kein homogener Warme- und Stoff-
transport gewahrleistet werden, was zur Bildung von groBen Temperaturgradienten von der
Oberflache zum Inneren des Zellsystems flhrt und schadigenden osmotischen Stress und
unkontrollierte Eiskristallbildung hervorruft [195]. Daher muissen zunachst neue Strategien
entwickelt werden, 3D-Systeme adaquat einzufrieren, worauf in dieser Arbeit jedoch nicht der
Fokus lag. Da aus den kryokonservierten LP-Zellen aller drei Zelllinien AT2-Marker-exprimierende
Zellen differenziert werden konnten, wurde diese Differenzierungsstufe als ein geeigneter
Zeitpunkt zum Einfrieren der Zellen identifiziert. Uberraschend war hierbei, dass sich bei allen drei
untersuchten Zelllinien nach der Kryokonservierung die Proteinexpression von SP-C steigerte.
Geringer exprimiert war hingegen TMPRSS2 in allen Zelllinien. Dass sich die Proteinsynthese in
kryokonservierten Zellen verandern kann, wurde beispielsweise auch bei Spermien und anderen
eukaryotischen Zellen beobachtet [234, 235]. Die Anderung der Surfactantproteinsynthese durch
Kryokonservierung wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Verwunderlich ist hierbei, dass
nur die Synthese von SP-C und nicht auch die von SP-B betroffen war, da beide Proteolipide von
LBs hergestellt und via exozytotischer Route sekretiert werden. Es muss also eine Beeinflussung
auf molekularer Ebene gegeben haben, die nur die SP-C-Synthese betraf. Da es sich bei TMPRSS2
um ein Membranprotein handelt, liegt es nahe, dass die Abnahme der Proteinexpression auf eine
maogliche Membranschadigung durch die Kryokonservierung zurickzufihren ist. ACE2 und CFTR,
welche ebenfalls membranstandig sind, blieben allerdings unbeeinflusst. Aufgrund dieser
Beobachtungen ist es wichtig, die Anwendung der Zellen zu kennen und abzuwagen, welche
zelluldare Funktionen fir die Fragestellung vorhanden sein und adaquat abgebildet werden
mussen. Im beispielhaften Fall von SARS-CoV-2-Infektionsstudien konnten die nicht-
kryokonservierten Zellen aufgrund ihrer héheren TMPRSS2-Expression die bessere Wahl sein. Die
zellularen Funktionen sollten dann vorab in kryokonservierten Zellen fir die Anwendung tberpruft

werden. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Kryokonservierung von LP-Zellen in
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einem ersten Schritt in dieser Arbeit demonstriert werden konnte, sodass in zukinftigen Arbeiten
Anstrengungen unternommen werden sollten, 3D-Modelle einzufrieren, um sie fur pharma-

zeutische Anwendungen mittels Biobanking jederzeit zuganglich zu machen.
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6. Ausblick

Das in dieser Arbeit entwickelte, uniforme Differenzierungsprotokoll eignet sich zur Herstellung
hiPSC-basierter alveolarer Epithelzellen flr den Einsatz in der praklinischen Forschung. Die
gewonnenen Erkenntnisse tragen dazu bei, die jetzt bestehende Differenzierungsstrategie noch
weiter zu verbessern, damit alveolare Epithelzellen Uber ihren praklinischen Einsatz hinaus,

zukUnftig auch fur regenerative Ansatze und Transplantationszwecke geeignet sind.

Da im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde, dass sowohl 2D- als auch 3D-differenzierte
alveolare Epithelzellen einem fetalen Entwicklungsstadium der Lunge gleichen, sollten zukinftig
neue Strategien entwickelt werden, wie die Reifung von hiPSC-abgeleiteten Lungenzellen
gesteigert werden koénnte. Eine Uberfihrung der Zellen an Luft, in einer ALI-Kultur, kénnte zu
einer erweiternden Ausreifung der Zellen, insbesondere hinsichtlich der Surfactantproteine,
fuhren. Um Atmungsbewegungen zu simulieren, kdnnten die generierten Zellen beispielsweise
auf einem Chipsystem kultiviert werden, das die Kontraktion des Diaphragmas, welches beim
Menschen auf die Alveoli Gbertragen wird und eine Einatmung auslost, simuliert [236, 237].
Generell bieten Organ-on-Chip-Systeme Maoglichkeiten, Zellen im kontinuierlichen Mediumfluss
zu kultivieren und biomechanische Krafte, wie z.B. Scherkrafte, die vom Luft- und Blutfluss resul-

tieren, zu kontrollieren und auf die Zellen auszulben [238].

Hinsichtlich der differenzierten alveolaren Epithelzellen aus CF-Zelllinien, sollten weitere Unter-
suchungen bezlglich ihrer CFTR-Aktivitat, z.B. mithilfe des Forskolin-induzierten Anschwellens,
angestrebt werden. So kann ermdglicht werden, dass mithilfe des entwickelten Protokolls auch
fur die CF-Forschung relevante Zellen und Spharoide generiert und in Biobanking-Ansatzen
aufgenommen werden koénnen. Die Funktionalitdt der SARS-CoV-2-Rezeptoren und die poten-
tielle Einsetzbarkeit der generierten Zellen in der COVID-19-Forschung wurde in der Arbeit bereits
demonstriert. Eine Validierung nach gesetzlichen Richtlinien mit bekannten Inhibitoren wie
Camostat-Mesylat oder Nirmatrelvir sollte angestrebt werden, um als praklinisches Testsystem

offiziell anerkannt zu werden.

Der Ansatz der Kryokonservierung ist fur die erfolgreiche Implementierung von hiPSC-abgeleiteten
Zelltypen in der praklinischen Forschung sehr vielversprechend. Eine Vergleichbarkeit konnte zu
jeder Zeit gewahrleistet werden, da mehrere Ampullen einer Charge oder eines Spenders
eingelagert und bei Bedarf darauf zurlickgegriffen werden konnte. Die Kryokonservierung von LP-
Spharoiden ware von enormem Vorteil fur die pharmazeutische Industrie, da so nicht nur der
Aspekt der Qualitat und Zeit addressiert, sondern auch die gewonnene Biomasse erhoht werden
konnte. Zukunftig sollte an geeigneten Strategien gearbeitet werden, 3D-Modelle wie Spharoide

ohne zurlickbleibende Kryoschaden zu lagern, um bei Bedarf darauf zugreifen zu kdnnen.
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