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1 Abkürzungsverzeichnis 

 

ALI   Air-liquid interface 

AMP   Antimicrobial peptide 

AJC   Apical junctional complex 

ASL   Airway surface liquid 

BAL   Bronchoalveoläre Lavage 

BSA   Bovine serum albumin 

CD   Cluster of differentiation  

CF   Cystic fibrosis (Mukoviszidose) 

CFTR   Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 

COPD   Chronic obstructive pulmonary disease 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

dsRNA   Double-stranded ribonucleic acid 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

H. Influenzae  Haemophilus Influenzae 

HE-Färbung  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

IFNβ    Interferon β 

IL-1β    Interleukin-1β 

IL-6    Interleukin-6 

IL-8    Interleukin-8 

IL-13    Interleukin 13 

IL-17A   Interleukin 17A 

IP-10    IFN-inducible protein 10 

IRAK1    IL-1R-associated protein kinase 1 

IRF3    Interferon regulatory factor 3 

KRT5    Keratin 5 
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LPS    Lipopolysaccharide 

MAP    Mitogen activated protein  

MD2    myeloid differentiation 2 

MDA5    Melanoma differentiation associated gene 5 

Muc5AC   Mucin 5AC 

MUC5B   Mucin 5B 

MyD88   Myeloid differentiation factor 88 

NF-κB   Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

NLRC4    Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors family caspase-as-

sociated recruitment domain-containing protein 4  

P. Aeruginosa   Pseudomonas Aeruginosa 

Pam3CSK4   Pam3CysSerLys4 

PAMP    Pathogen-associated molecular pattern 

PBS    Phosphate buffered saline 

Poly(I:C)   Polyinosinic-polycytidylic acid 

PRR    Pattern recognition receptor 

RIG1    Retinoic acid-inducible gene I 

TAK1    Transforming growth factor-β-activated kinase 1 

TBS    Tris-buffered saline 

TLR    Toll-like receptor 

TNF-α    Tumornekrosefaktor-α 

TRAF6   TNF receptor-associated factor 6 

TRIF    Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein inducing inter-

feron-β 
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2 Zusammenfassung 

2.1 Deutsche Zusammenfassung 

Infektionen des Respirationstrakts tragen maßgeblich zur Verschlechterung von Lungenerkrankungen 

wie der Mukoviszidose (CF) und der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) bei. CF-

Erkrankte leiden häufig unter chronischen Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa, während Haemo-

philus influenzae bei Menschen mit COPD wiederholt akute und chronische Infektionen der Lunge ver-

ursacht. Darüber hinaus lösen virale Infektionen akute Verschlimmerungen (Exazerbationen) bei 

COPD-Patienten und -Patientinnen aus.  

Bei Lungenorganoiden handelt es sich um selbstorganisierende Strukturen, die sich aus Vorläuferzellen 

des Lungenepithels bilden und dreidimensional kultiviert werden. Organoide bilden verschiedene As-

pekte der Zellzusammensetzung, 3D-Architektur und Funktion von Organen ab. In den letzten Jahren 

haben sich Organoide zunehmend als geeignete Methode zur Untersuchung von Erkrankungen heraus-

gestellt, vor allem als Alternative zu Tierversuchen. In den vergangenen Jahren wurden Protokolle pu-

bliziert, die es erlauben Bronchosphären aus Basalzellen zu differenzieren. Solche Bronchosphären sind 

aus Basalzellen, Zilienzellen sowie Becherzellen aufgebaut und verfügen über ein Lumen. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Kultivierung sowie eine Methodik zur Analyse von Bronchosphären zu 

etablieren. Folgend sollte untersucht werden, wie sich bestimmte pathogen-associated molecular pat-

terns (PAMPs), welche als Liganden für Toll-like Rezeptoren (TLRs) dienen, auf die Differenzierung 

von Basalzellen zu Bronchosphären auswirken. Hierfür wurden die Bronchosphären während der Dif-

ferenzierungsphase mit dem synthetischen Lipopeptid Pam3CSK4, der synthetischen doppelsträngigen 

RNA Poly(I:C), bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) und Flagellin aus P. aeruginosa behandelt. Im 

ersten Teil der Arbeit wurden Protokolle zur Kultivierung von Bronchosphären und ihrer histologischen 

Analyse etabliert. Mittels Übersichtsfärbungen sowie Fluoreszenz- und immunhistochemischen Färbun-

gen konnten Zilienzellen, Basalzellen und sekretorische Zellen in einer Vielzahl an Organoiden je Kul-

turbedingung unterschieden werden. 

Es wurde gezeigt, dass die Behandlung der Bronchosphären mit Flagellin, ein Virulenzfaktor begeißelter 

Bakterien wie P. aeruginosa und Ligand für TLR5, zu einer Hemmung der Bildung von Zilien, einer 

verminderten Lumenausbildung, sowie einer signifikant verstärkten Mukusbildung führt. Unter Be-

handlung mit Pam3CSK4, Ligand für TLR1/2, konnte ebenfalls eine signifikant gesteigerte Mukuspro-

duktion festgestellt werden, während die Ziliogenese jedoch nicht signifikant beeinflusst wurde. Die 

Stimulation mit LPS und Poly(I:C) führte zu einer Spender-abhängigen gesteigerten Bildung von Mu-

zinen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine fortdauernde Aktivierung des respiratorischen 

Epithels durch bakterielle Faktoren wie Flagellin über TLRs, maßgeblich zu einer übermäßigen 
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Mukusbildung und Becherzellhyperplasie bei Patienten und Patientinnen mit chronischen Lungener-

krankungen führt. Ständige Exposition mit mikrobiellen Faktoren begünstigt die Differenzierung von 

Basalzellen hin zu sekretorischen Zellen, was mit einer Hemmung der Ausbildung an Zilienzellen ein-

hergeht. Dies trägt möglicherweise bei der COPD und CF zu einer eingeschränkten mukoziliären 

Clearance und einem Teufelskreis aus geschwächter Abwehr in der Lunge und Infektionen bei.  

Zukünftige Studien könnten hierauf aufbauend das Organoid-System für die Testung potenzieller Wirk-

stoffe, welche die Zelldifferenzierung und die Mukusbildung adressieren, sowie die Aufklärung hiermit 

verbundener zellulärer Signalwege nutzen. Derartige Organoid-Modelle bieten darüber hinaus durch die 

Gewinnbarkeit humaner Zellen im Rahmen von Routineuntersuchungen, beispielsweise bei Lungenspü-

lungen, neue Möglichkeiten im Hinblick auf die personalisierte Medizin. 
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2.2 Abstract 

Respiratory tract infections essentially contribute to the worsening of lung disease like cystic fibrosis 

(CF) and chronic obstructive pulmonary disease (COPD). CF patients often suffer chronic Pseudomonas 

aeruginosa infections, while Haemophilus influenzae repeatedly induces acute and chronic infections 

in COPD patients. Moreover, viral infections cause acute aggravation (exacerbations) in patients with 

COPD.  

Lung organoids are self-organizing structures which develop from progenitor cells of the lung epithe-

lium and are cultivated in 3D. Organoids represent various aspects of cellular composition, 3D architec-

ture and function of organs. In the last years, organoids have become an increasingly suitable method 

for the study of disease, especially as an alternative to animal testing. In the past years, protocols show-

ing the differentiation of bronchospheres from basal cells have been published. These bronchospheres 

consist of basal cells, ciliated cells, goblet cells and a lumen. 

The aim of this doctoral thesis was to establish the cultivation and a methodology for the analysis of 

bronchospheres. It was examined how certain pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), which 

function als ligands for Toll-like receptors (TLRs), influence the differentiation of basal cells to bron-

chospheres. Therefore, bronchospheres were treated with the synthetic lipopeptide Pam3CSK4, the syn-

thetic double stranded RNA Poly(I:C), bacterial lipopolysaccharides (LPS) and flagellin from P. aeru-

ginosa within the differentiation phase. In the first part of the thesis protocols for the cultivation and 

histological analysis of bronchospheres were established. By overview staining, fluorescence and im-

munohistochemical staining it was possible to distinguish ciliated cells, basal cells and secretory cells 

in a variety of organoids per culture condition. 

It was shown that the treatment of bronchospheres with flagellin, a virulence factor of flagellated bac-

teria like P. aeruginosa and ligand for TLR5, leads to an inhibition of cilia development, a decreased 

formation of lumina and an increased production of mucus. Under treatment with Pam3CSK4, a ligand 

for TLR1/2, the mucus production likewise was significantly increased, while the ciliogenesis was not 

significantly influenced. The stimulation with LPS and Poly(I:C) led to a donator dependent increased 

expression of mucins. 

The results of this thesis indicate that a continuous activation of the respiratory epithelium by bacterial 

factors such as flagellin via TLRs leads to an excessive mucus production and goblet cell hyperplasia in 

patients with chronic lung disease. Persistent exposure to microbial factors favors the differentiation of 

basal cells to secretory cells and suppresses the development of ciliated cells. This possibly contributes 

to an impaired mucociliary clearance and a vicious circle of weakened defense and infections in patients 

with COPD and CF.  

Based on this, future studies could use the organoid system to test potential drugs that address cell dif-

ferentiation and mucus formation as well as to eludicate associated cellular signaling pathways. In 
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addition, these organoid models offer new possibilities in personalized medicine, as human cells can 

easily be obtained in routine diagnostics such as lung lavage.  
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3 Einleitung 

3.1 Bronchialepithel 

Das Lungenepithel lässt sich grob in zwei Abschnitte unterteilen. Einerseits in das Atemwegsepithel 

und andererseits in das Alveolarepithel [79]. Das Atemwegsepithel erstreckt sich von den oberen Atem-

wegen bis in die Bronchiolen. Es besteht aus einem mehrreihigen Flimmerepithel, dessen Dicke in Rich-

tung der distalen Atemwege abnimmt. Den großen Teil der Zellen bilden Basalzellen, Zilienzellen mit 

luminal ausgebildeten Kinozilien, mukussezernierende Becherzellen und Keulenzellen. Einen weiteren 

Teil der Zellen nehmen Bürstenzellen und neuroendokrine Zellen ein [10]. Die Basalzellen besitzen 

Stammzelleigenschaften und sind in der Lage sich zu Zilien-, Becher-, oder Keulenzellen zu differen-

zieren [20,75]. Hierdurch wird auch die Regenerationsfähigkeit des Epithels bei Schaden oder Zellver-

lust gewährleistet [10]. Aus neueren Studien geht hervor, dass die Differenzierung von Zilien- und Be-

cherzellen über Keulenzellen erfolgt (Abb. 1) [26,53,59].  

 

 

Abbildung 1. Differenzierung von Becherzellen und Zilienzellen über Keulenzellen (nach [53]) 

Die Differenzierung von Becherzellen und Zilienzellen aus Basalzellen erfolgt über Keulenzellen. 

 

Durch die Atemwege wird die eingeatmete Luft in die Alveolen geleitet. Hierbei kommt das Atemweg-

sepithel ständig mit Partikeln, Noxen und Keimen in Kontakt. Die Zellen des Atemwegsepithels bilden 

verschiedene Proteine wie Muzine und antimikrobielle Peptide. Diese werden in den die Atemwege 

auskleidenden Flüssigkeitsfilm (airway surface liquid (ASL)) sezerniert und inhibieren das Wachstum 

von Bakterien [21,34,38]. Eingeatmete Partikel werden im Mukus abgefangen und durch die mukozili-

äre Clearance hinaus transportiert. Die auswärts gerichtete Bewegung der Zilien befördert den ASL 

Richtung Mundhöhle, wo er unter anderem durch Schlucken oder Abhusten entfernt wird. Auf diese 
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Weise wird verhindert, dass Pathogene die Mukosa der Atemwege kolonisieren bzw. infizieren [21,75]. 

Die adäquate Hydratation des ASL muss gewährleistet sein. Eine unzureichende Hydratation und ein 

zäher Flüssigkeitsfilm tragen z.B. maßgeblich zur chronischen bakteriellen Infektion und zur Pathoge-

nese der CF bei [21,53]. Die apical junctional complexes (AJCs) gewährleisten, dass weder Partikel und 

Bakterien noch Ionen unreguliert das Atemwegsepithel passieren können und jenes damit eine dichte 

Barriere zwischen Umwelt und dem Körperinneren bildet [21,74].   

Über pattern recognition receptors (PRRs) können Atemwegsepithelzellen zudem aktiviert werden. 

PRRs wie TLRs sind in der Lage mikrobielle Bestandteile wie PAMPs zu erkennen [4]. Zudem besitzen 

Atemwegsepithelzellen Rezeptoren, die von Immunzellen gebildete Zytokine, wie Interleukin-1β (IL-

1β) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) erkennen. Werden Atemwegsepithelzellen über PRRs und Zy-

tokine aktiviert, kann dies zu einer verstärkten Bildung von Muzinen und antimikrobiellen Peptiden 

sowie weiterer Zytokine und Chemokinen führen [36,58]. Atemwegsepithelzellen sind daher aktiv an 

der angeborenen Immunantwort beteiligt und tragen zur Rekrutierung von Entzündungszellen in die 

Atemwege bei. Sowohl die mukoziliäre Clearance als auch die Identifikation von Pathogenen durch 

PRRs stellen einen wichtigen Teil der angeborenen Immunabwehr dar [33,34].  

Am distalen Ende der Bronchiolen geht das respiratorische Epithel in das Alveolarepithel über. Die 

Epithelschicht in den Alveolen, die sich aus alveolaren Typ I- und Typ II-Pneumozyten zusammensetzt, 

weist nur eine Dicke von weniger als 1 μm auf, was einen effektiven Gasaustausch ermöglicht. Die 

Pneumozyten Typ II sezernieren Surfactant und andere Proteine, während an der großen Oberfläche der 

sehr dünnen Typ I Zellen der Gasaustausch zu den umgebenden Kapillaren stattfindet [10].  

In der vorliegenden Arbeit wird im Besonderen das proximale Atemwegsepithel aus dem Bereich der 

Bronchien betrachtet. 

 

3.2 Organoide und Bronchosphären 

Organoid-Modelle gewinnen in den letzten Jahren zunehmend an Relevanz in den Feldern der Grund-

lagenforschung, der personalisierten Medizin und der Therapieentwicklung [67]. Organoide sind Zell-

kulturen, die einen dreidimensionalen Zellverband bilden. Die Struktur und die Eigenschaften des Ur-

sprungsgewebes der Zellen werden hierbei in vitro imitiert [79]. Zu erwartende Charakteristika sind das 

Vorkommen mehrerer, verschiedener organspezifischer Zelltypen, die Erfüllung organspezifischer 

Funktionen und eine räumliche Organisation der Zellen, ähnlich den Gegebenheiten in vivo [46]. Im 

Vergleich zu den Gegebenheiten in vivo sind Organoide leicht zugängliche und vereinfachte Zellkultur-

modelle [67].  

Für die Entwicklung und Funktionalität des Gewebes sind mitunter die dreidimensionalen Gegebenhei-

ten entscheidend. Alcaraz et al. zeigten bei der Kultivierung von Brustdrüsenepithel den Einfluss der 
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Elastizität des umgebenden Gewebes auf die Differenzierung des Epithels [5]. Gjorevski et al. beschrei-

ben darüber hinaus einen relevanten Einfluss der mechanischen Belastung auf die Zellen im dreidimen-

sionalen Wachstum im Hinblick auf die Entwicklung des Gewebes [27]. Sowohl aus pluripotenten 

Stammzellen, darunter induziert pluripotente Stammzellen und embryonale Stammzellen, als auch aus 

adulten Stamm- bzw. Vorläuferzellen konnten bereits Organoide kultiviert werden [79].  

Im Bereich der Lunge beziehen sich Organoide meist auf selbstorganisierende Strukturen, die sich aus 

Vorläuferzellen des Lungenepithels bilden und dreidimensional mit oder ohne mesenchymale Zellen 

kultiviert werden.  Lungenorganoide konnten bereits aus verschiedenen Abschnitten der Atemwege ge-

wonnen werden. Organoide werden nach der Herkunft ihrer Zellen bezeichnet [10]. So ist es beispiels-

weise möglich aus Alveolarzellen Alveolosphären zu kultivieren [9]. Aus humanen Typ II Lungen-Vor-

läuferzellen können Organoide bestehend aus Typ I und Typ II Zellen differenziert werden [85]. Orga-

noide können beispielsweise auch aus nasalem oder trachealem Epithel kultiviert werden [10,17,63]. In 

der vorliegenden Arbeit werden speziell sphäroidale Organoide aus adulten Basalzellen des Bronchial-

epithels betrachtet, sogenannte Bronchosphären [63]. 

In geeigneter Gelmatrix, die aus Maustumoren gewonnen wird, können Basalzellen des Bronchial-

epithels innerhalb von 30 Tagen zu 3D-Bronchosphären mit unterscheidbaren Basalzellen, sezernieren-

den Zellen, darunter Keulenzellen und Becherzellen, sowie Zilienzellen und einem Lumen differenziert 

werden (Abb. 2) [19,20]. Es kommt hierbei sowohl zur Zusammenlagerung der Zellen als auch zur 

Zellteilung [10]. Danahay et al. beschrieben eine Möglichkeit der Kultivierung von Bronchosphären. 

Hierbei befindet sich außen die basale Seite des Epithels und innen die luminale Seite. Luminal erfolgt 

die Ausbildung von mukussezernierenden Zellen und Zellen mit schlagenden Zilien, während Basalzel-

len die basale Zellschicht bilden. Letztendlich imitieren die Bronchosphären den Aufbau des Bronchi-

alepithels in vivo [20].  
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Abbildung 2. Histologischer Aufbau von Bronchosphären (nach [10]) 

Dargestellt ist der histologische Aufbau einer Bronchosphäre mit Basalzellen, Zilienzellen und sezernierenden 

Zellen, wie Becherzellen und Keulenzellen, im Querschnitt. Die Zilien sind zum Lumen hin ausgerichtet. 

 

Im Rahmen von chronischen Erkrankungen der Atemwege wie COPD oder CF kommt es zu strukturel-

len Veränderungen des Epithels [60,64]. Mithilfe der Organoide können einzelne Prozesse der Krank-

heitsentstehung nachgestellt werden. Zustände wie chronische Infektionen können hier in vitro imitiert 

und deren Einfluss auf das Epithel untersucht werden [10]. Bei Aktivierung von Bronchosphären mit 

IL-13 kommt es beispielsweise zu einer Becherzellmetaplasie, welche charakteristisch für obstruktive 

Lungenerkrankungen ist. Danahay et al. zeigten, dass die Differenzierung der Basalzellen zu Becher-

zellen und damit die Becherzellmetaplasie Notch2-abhängig geschieht [20].  

 

3.3 Chronische Erkrankungen der Atemwege 

Chronische Erkrankungen der Atemwege, wie COPD oder CF, gehen mit persistierenden Infektionen 

und Entzündungen einher [14,82]. Der CF liegt eine Mutation des cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator (CFTR)-Gens zugrunde [44,61,65]. Die hierdurch beeinträchtigte, nach intralu-

minal gerichtete Chloridionenübertragung und die damit erhöhte Wasserabsorption führen zu einem zä-

hen Mukus in den Atemwegen [47,76]. In dieser Mukusschicht sammeln sich Bakterien und bilden die 

Ursache für häufig wiederkehrende Atemwegsinfektionen [76]. Infolgedessen kommt es gehäuft zu In-

fektionen der Lunge [72]. Das Bakterium P. aeruginosa ist ein dominantes Pathogen, dass die Atem-

wege von CF-Patienten und -Patientinnen mit steigendem Alter chronisch infiziert [33,66]. Es wird an-

genommen, dass P. aeruginosa maßgeblich die Entzündung in den Atemwegen bei CF-Betroffenen an-

treibt [66]. Der COPD liegt eine chronische Exposition mit inhalativen Noxen wie Zigarettenrauch oder 

ein Alpha-1-Antitrypsinmangel zugrunde [3,75]. Bei der COPD sind Infektionen mit H. influenzae 
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vorherrschend. H. influenzae infiziert häufig die Lungen von COPD-Patienten und Patientinnen chro-

nisch und verursacht, wie auch virale Infekte, akute Exazerbationen [72]. Beide Erkrankungen gehen 

mit einer gesteigerten Obstruktion der Atemwege und einer chronischen neutrophilen Entzündung ein-

her [21]. 

Die angeborene Immunabwehr stellt einen wichtigen Prozess in der Infektionsbekämpfung dar. Eine 

prolongierte Aktivierung der Abwehrmechanismen kann allerdings zu einem Progress der Erkrankung 

führen [33,72]. Der hyperinflammatorische Zustand ist bei CF und COPD maßgeblich an der Destruk-

tion des Lungengewebes und dem Verlust an Lungenfunktion beteiligt und wirkt sich stark negativ auf 

die Lebensdauer der Betroffenen aus [14]. Anders als im gesunden Epithel ist hier das Verhältnis zwi-

schen Becherzellen und Zilienzellen deutlich in Richtung der Becherzellen verschoben [10]. Eine Hy-

perplasie von Becher- und Basalzellen bildet sich aus, welche in einer Mukushyperproduktion und einer 

gestörten mukoziliären Clearance mündet [21,75].  

 

3.4 Toll-like Rezeptoren und deren Liganden 

Atemwegsepithelzellen bilden zahlreiche PRRs wie TLRs, darunter TLR1-5, wie bereits in zahlreichen 

Arbeiten beschrieben wurde [4,7,21,30,34]. Darüber hinaus bilden Atemwegsepithelzellen auch intra-

zelluläre PRRs wie retinoic acid-inducible gene I (RIG1) und melanoma differentiation associated gene 

5 (MDA5), die unter anderem virale RNA im Zytosol erkennen [34]. In der vorliegenden Arbeit werden 

TLR1-5 und deren Liganden betrachtet. TLRs sind sowohl oberflächlich als auch endosomal exprimiert 

[23]. TLR1, 2, 4 und 5 finden sich überwiegend an der Plasmamembran, während TLR3 vor allem 

intrazellulär exprimiert wird [43,57]. TLRs spielen eine zentrale Rolle bei der Erkennung mikrobieller 

Infektion bzw. Besiedlung und bei der entsprechenden Einleitung von Abwehrmaßnahmen [11]. Die 

Aktivierung führt zur Expression verschiedener Gene, darunter derer von Zytokinen, Chemokinen und 

antimikrobiellen Peptiden [7]. Werden die plasmamembranständigen TLR2 (bilden einen Komplex mit 

TLR1), TLR4 und TLR5 über ihre entsprechenden Liganden aktiviert, kommt es über eine von myeloid 

differentiation factor 88 (MyD88) abhängige Signalkaskade, die auch weitere Faktoren wie IL-1R-

associated protein kinase 1 (IRAK1) und TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) beinhaltet, unter 

anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB und mitogen activated protein kinases 

(MAPKs) [4]. Dies führt zu einer verstärkten Expression von Zytokinen wie IL-8 und IL-6, Muzinen 

und antimikrobiellen Peptiden [11,14]. Die Aktivierung von TLR3 führt über eine von Toll/interleukin-

1 receptor domain-containing adaptor protein inducing interferon-β (TRIF) sowie interferon regulatory 

factor 3 (IRF3) abhängige Signalkaskade zur Expression von Typ-I-Interferonen, darunter Interferon β 

(IFNβ) und IFNβ-regulierte Gene wie IFN-inducible protein 10 (IP-10) [12,71]. Auch für TLR4 wurde 

für Entzündungszellen beschrieben, dass dieser nach Aktivierung in das Endosom gelangt und hier die 

TRIF-abhängige Signalkaskade aktiviert [77]. TLRs werden von Atemwegsepithelzellen konstitutiv 
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exprimiert. Darüber hinaus kann ihre Expression aber auch durch inflammatorische Zytokine und 

PAMPs induziert bzw. gesteigert werden [49]. 

Die einzelnen TLRs können in vitro durch folgende PAMPs aktiviert werden: TLR2 im Komplex mit 

TLR1 durch bakterielle Lipoproteine, wie das synthetische Pam3CSK4, TLR3 durch virale RNA und 

das synthetische Poly(I:C), TLR4 durch LPS und TLR5 durch Flagellin [7,33,71,86]. 

Verschiedene Studien zeigten, dass Atemwegsepithelzellen doppelsträngige virale RNA über TLR3 er-

kennen und verschiedene grampositive und gramnegative Bakterien über TLR2 und TLR4 detektieren 

[31]. Da P. aeruginosa bei der CF eine bedeutende Rolle spielt, untersuchten zahlreiche Studien über 

welche PRRs P. aeruginosa Atemwegsepithelzellen aktiviert [2,29,52]. P. aeruginosa verfügt über Lig-

anden, die potenziell an mehrere TLR binden können, darunter 1, 2, 4, 5, 6 und 9 [14]. Flagellin ist ein 

primärer Bestandteil bakterieller Flagellen und wird vorrangig über TLR5 detektiert [14,35]. In mehre-

ren Studien konnte gezeigt werden, dass TLR5 bei der Erkennung Flagellin-exprimierender P. aerugi-

nosa auch bei Atemwegsepithelzellen eine zentrale Stellung einnimmt [14,35]. Zudem besteht die Mög-

lichkeit, dass Flagellin über das Typ-III-Sekretionssystem in das Zytoplasma gelangt und hier über nu-

cleotide-binding oligomerization domain-like receptors family caspase-associated recruitment domain-

containing protein 4 (NLRC4), das Inflammasom und Caspase 1 die Entzündung vermittelt [50,51]. Es 

ist unklar, inwiefern dies in Atemwegsepithelzellen von Bedeutung ist. Neben TLR5 konnte auch für 

TLR2 und TLR4 eine Rolle bei der Erkennung von P. aeruginosa nachgewiesen werden [2,50]. 

 

3.5 Fragestellung 

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss pathogener bakterieller und viraler Stimulation auf die Zell-

zusammensetzung des Epithels in humanen 3D-Bronchosphären zu untersuchen. Hierzu sollte ein Mo-

dell zur Kultivierung von Bronchosphären aus Basalzellen des humanen Bronchialepithels etabliert wer-

den. Während der Kultivierung sollte eine Behandlung der Bronchosphären mit verschiedenen PAMPs, 

welche als TLR-Liganden dienen, erfolgen. Weiterhin galt es, eine Methode zur Einbettung der Bron-

chosphären für die Anfertigung histologischer Schnitte zu entwickeln. Hiermit sollte die Zellzusammen-

setzung der behandelten Bronchosphären im Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht werden. 



Material und Methode 

 

- 13 - 

4 Material und Methoden 

4.1 Geräte 

Tabelle 1. Übersicht der verwendeten Geräte 

Gerät Produktname Hersteller 

Brutschrank  Hera cell  Heraeus 

Gewebeinfiltrationsautomat TP 1020 Leica 

Kamera DS126311 Canon 

Mikroskop Axiovert 25 C CarlZeiss 

Mikroskop BX51TRF Olympus 

Schlittenmikrotom SM2000 R Leica 

Schüttelinkubator Environmental Shaker-Incuba-

tor ES-20 

Biosan 

Sicherheitswerkbank HERAsafe KS 18 Thermo Fisher Scientific 

Waage EW4200-2NM Kern 

Wasserbad GFL 1003 Wasserbad GFL 

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400 Function Line 

Zentrifuge Megafuge 1.0R Kendro Laboratory Products 

 

4.2 Software 

Tabelle 2. Übersicht der verwendeten Software 

Anwendung Programm Hersteller 

Bildaufnahme cellSens Dimension  Olympus 

Bildverarbeitung Fiji (ImageJ) GNU General Public License 

Statistik Prism 8 GraphPad Software, Inc. 

Tabellenkalkulation Excel 2019 Microsoft Corporation 
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4.3 Kulturmedien und Lösungen 

Tabelle 3. Übersicht der verwendeten Kulturmedien und Lösungen 

Medium/Lösung Zusammensetzung/Hersteller 

Wachstumsmedium Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (BEGM) and Single-

Quots (BulletKit), Lonza  

Differenzierungsmedium 250 ml BEGM and SingleQuots (BulletKit) (ohne Zugabe von Re-

tinsäure und Triiodthyronin), Lonza 

+ 250ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Liquid 

(High Glucose), Life Technologies 

10x PBS KCL (2,7 mM), KH2PO4 (1,5 mM), Na2HPO4 x 2H2O (5 mM), 

NaCl (137 mM), pH 7,2 – 7,4 

EDTA-Puffer 1 mM EDTA in 1 l destilliertem Wasser, pH = 8,0 

10x TBS 24,2 g Tris base, 80 g NaCL in 1 l destilliertem Wasser, pH = 7,4 

TBS-T 10x TBS 1:10 in Zielvolumen verdünnt, Zugabe von 0,1% Tween-

20 

 

Weitere verwendete Geräte, Materialien und Lösungen werden in den folgenden Unterkapiteln aufge-

führt. 

 

4.4 Gewinnung, Isolation und Kultivierung primärer Atemweg-

sepithelzellen 

Aus Lungenresektaten von Operationen der Klinik für Thorax- und Herz-Gefäßchirurgie des Universi-

tätsklinikums des Saarlandes konnten primäre Atemwegsepithelzellen gewonnen werden.  Genutzt 

wurde tumorfreies Lungengewebe. Gemäß internem Protokoll wurden primäre Atemwegsepithelzellen 

isoliert [8]. Die Zustimmung der Ethik-Kommission der Ärztekammer des Saarlandes hierfür lag vor. 

Alle Teilnehmenden gaben eine schriftliche Einverständniserklärung ab. Die Kultivierung der primären 

Atemwegsepithelzellen erfolgte in entsprechendem Wachstumsmedium (siehe Tabelle 3) in 75 cm² 

Zellkulturflaschen (Greiner) im Brutschrank (37°C 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit). Der Umgang mit 

den Zellen und den entsprechenden Medien und Lösungen fand unter sterilen Bedingungen unter einer 

Sicherheitswerkbank (siehe Tabelle 1) statt. 
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4.5 Kultivierung von Bronchosphären 

Primäre Atemwegsepithelzellen wurden in Matrigel kultiviert mit dem Ziel der Ausbildung differen-

zierter Bronchosphären. Die Methode basiert auf dem Protokoll der Kultivierung von Bronchosphären 

der University of Sussex, wie angewandt von Danahay et al. (2015) [20]. Das entsprechende Protokoll 

wurde durch Dr. Henry Danahay zur Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit adaptiert.  

96-well-Platten (Sterile, U-bottom, Cellstar) wurden mit 40 µl 25% Matrigel (Corning Matrigel Base-

ment Membrane Matrix, Growth Factor Reduced, Corning) in Differenzierungsmedium (siehe Tabelle 

3) mit 50 nM/l Retinsäure (all trans Retinoic acid, Sigma) je Well vorbeschichtet. Die Platten wurden 

zur gleichmäßigen Verteilung des Matrigels und Entfernung von beim Pipettieren entstandenen Luft-

blasen für 3 Minuten zentrifugiert (2000 rpm, 4°C) und anschließend für 2 Stunden in den Brutschrank 

(37°C 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit) gestellt. 

Die primären Atemwegsepithelzellen wurden in Zellkulturflaschen (siehe 4.4) bis zu einer Konfluenz 

von ca. 80% kultiviert. Das Wachstumsmedium wurde abgesaugt und der Zellrasen mit 25 ml 1x PBS 

(Dulbecco's PBS 1x, ohne Kalzium und Magnesium, PAA) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 

von der Kulturfläche mittels 3 ml Trypsin-EDTA-Lösung (0,05% Trypsin / 0,02% EDTA, Invitrogen) 

gelöst. Nach Inkubation bei 37°C für 5 Minuten wurden 10 ml TNS (Trypsin Neutralizing Solution, 

Lonza) zugegeben, die Zellen resuspendiert und in ein 50 ml Röhrchen (GBO) übertragen. Es folgte 

eine Zentrifugation bei 600 x g für 5 Minuten. Der Flüssigkeitsüberstand wurde abgesaugt und die Zel-

len wurden anschließend in 5 ml Differenzierungsmedium (siehe Tabelle 3) resuspendiert. Eine Ver-

dünnung der Suspension bis zur gewünschten Konzentration von 3 x 104 Zellen/ml wurde durch Zugabe 

von weiterem Differenzierungsmedium hergestellt. Der Zellsuspension wurde Matrigel zu einer finalen 

Konzentration von 5% hinzugefügt. Weiterhin wurden 50 nM/l Retinsäure zugegeben. Anschließend 

wurden je 80 µl der Zellsuspension in die vorbeschichteten Wells pipettiert. 

An Tag 2 nach Aussaat der Zellen in die Wells, wurden je Well 120 µl frisches Differenzierungsmedium 

mit 5% Matrigel und 50 nM/l Retinsäure hinzugegeben. Infolgedessen wurde alle vier Tage ein Medi-

umwechsel durchgeführt. Hierfür wurden jeweils vorsichtig 120 µl Volumen je Well abgenommen. Da-

raufhin wurde jeweils 120 µl frisches Differenzierungsmedium mit 5% Matrigel und 50 nM/l Retinsäure 

hinzugegeben. Die Kultivierung endete an Tag 30. 

 

4.6 Behandlung mit PAMPs 

Je Versuch wurden fünf Gruppen gebildet. Eine Gruppe bestand aus 8 Einzel-Wells einer 96-Well-Platte 

und wurde, mit Ausnahme der unbehandelten Kontrollgruppe, mit je einem TLR-agonisierenden PAMP, 

bzw. einem TLR-Liganden, behandelt. Beginnend an Tag 2 wurden bei jedem Mediumwechsel alle vier 

Tage die entsprechenden PAMPs (siehe Tabelle 4) dem frischen Medium hinzugefügt. Die 
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Konzentration betrug hierbei jeweils 100 ng/ml. Zur Verdünnung der PAMPs wurde jeweils Differen-

zierungsmedium (siehe Tabelle 3) verwendet, sodass bei der Kontrollgruppe auf eine Zugabe von PBS 

verzichtet wurde. 

Tabelle 4. Übersicht der verwendeten PAMPs 

PAMPs Ziel-TLR Hersteller Artikelnummer 

Pam3CSK4 TLR1, TLR2 InvivoGen tlrl-pms 

Poly(I:C) TLR3 InvivoGen tlrl-pic 

LPS TLR4 InvivoGen tlrl-pb5lps 

Flagellin TLR5 InvivoGen tlrl-pafla 

 

4.7 Phasenkontrastmikroskopie 

Verwendet wurde das Mikroskop Axiovert 25 des Herstellers Carl Zeiss Microscopy GmbH. Die 96-

Well-Platten wurden während der Kultivierung der Bronchosphären mikroskopiert. In 20-facher Ver-

größerung wurden an den Tagen 14, 22 und 30 der Kultivierung jeweils alle im sichtbaren Bereich 

befindlichen Bronchosphären gezählt und zusätzlich diejenigen darunter, welche sichtbar schlagende 

Zilien zeigten. Bilder der Mikroskopie wurden mittels der Kamera Canon DS126311 (Objektiv: EFS 

18-55mm, Image Stabilizer Macro 0.25m/0,8ft) angefertigt. Die Auswertung der Bilder erfolgte mittels 

Fiji (ImageJ). Anhand der aufgenommenen Bilder in 5-facher Vergrößerung wurden die Durchmesser 

der einzelnen Bronchosphären gemessen. Außerdem erfolgte anhand derselben Bilder die Auszählung 

der sichtbaren Bronchosphären und derjenigen darunter, welche ein sichtbares Lumen aufwiesen.  

 

4.8 Elektronenmikroskopie 

Die Elektronenmikroskopie wurde wie zuvor beschrieben durchgeführt [69]. Ultradünnschnitte wurden 

angefertigt und mit Uranylacetat angefärbt. Zur Mikroskopie wurde ein FEI Tecnai T12 Transmissions-

elektronenmikroskop bei 100 kV mit einer digitalen 8-bit-Kamera verwendet. Die Durchführung er-

folgte am Institut für Anatomie und Zellbiologie der Universität des Saarlandes mit freundlicher Unter-

stützung von Prof. Dr. med. Thomas Tschernig. 
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4.9 Paraffineinbettung von Bronchosphären 

4.9.1 Erarbeitung der Einbettungsmethode für die Erstellung histologischer 

Schnitte 

Für die Einbettung von Bronchosphären mit dem Ziel der Erstellung histologischer Schnitte lag zum 

Zeitpunkt der Arbeit kein Protokoll in der Arbeitsgruppe vor. Die folgenden Versuche wurden daher zur 

Etablierung eines Protokolls hierfür unternommen. Das Ziel war es, die Bronchosphären auf ein mög-

lichst geringes Volumen zu konzentrieren, um beim Schneiden der Paraffinblöcke zuverlässig eine ma-

ximale Zahl an Bronchosphären pro Schnitt zu treffen. Besonders mit mehrmaligem Transfer und di-

versen Waschschritten wurde von einem Verlust an Bronchosphären ausgegangen. Beides musste daher 

auf ein Minimum begrenzt werden. Zur Entfernung des Matrigels wurde Corning Cell Recovery Solu-

tion (Corning) verwendet [55]. Bei Einbettung in klassischen histologischen Ausgießformen ergaben 

sich verschiedene Probleme. Die Bronchosphären sammelten sich am Boden der Form, sodass beim 

Schneiden des Blocks ein Schnitt alle Bronchosphären hätte treffen müssen, was sich als unpraktikabel 

erwies (Abb. 3A). Alternativ konnte für eine Verteilung der Bronchosphären innerhalb der Ausgießform 

gesorgt werden. Das Volumen der Formen war allerdings zu groß, sodass die Chance bei Schnitten eine 

ausreichende Zahl an Bronchosphären zu treffen zu gering war (Abb. 3B). Das Volumen innerhalb der 

Formen wurde daher in verschiedenen Versuchen reduziert (Abb. 4). 

 

 

Abbildung 3. Verteilungsmuster der Bronchosphären innerhalb von histologischen Ausgießformen  

Schematisch dargestellte Ausgießform aus der Seitenansicht. (A) Rote Fläche, (B) rote Kreise: Bronchosphären; 

Blaue Linien: Schnittebenen. Mit dieser Herangehensweise war keine Erstellung verwertbarer Paraffinschnitte 

möglich.  
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Abbildung 4. Einbettungsversuche zur Verminderung des Verteilungsvolumens der Bronchosphären 

Histologische Ausgießformen mit jeweiligem Blickwinkel. Rot: Verteilungsbereich der Bronchosphären. 

Unterschiedliche Verteilungsmuster durch Umgießen verschiedener Formen mit Agarose. (A, B) Umgießen von 

Pipettenspitzen. (C, D, E) Geschichtetes Eingießen in die histologische Ausgießform. Hieraus ließen sich keine 

verwertbaren Paraffinschnitte erstellen. 

 

Die verschiedenen Ausgüsse wurden mit Agarose (3%, Type VII-A: Low Gelling Temperature, Sigma), 

mit dem Ziel der Erstellung von Paraffinschnitten, angefertigt. Die bisher gezeigten Ansätze ermöglich-

ten es nicht, Paraffinschnitte mit einer ausreichend hohen Anzahl an Bronchosphären zu erstellen. Letzt-

endlich stellte sich als zuverlässigste Methode die Agaroseeinbettung der Bronchosphären in der Kunst-

stoffverpackung von sterilen Spritzenfiltern (Sterile Syringe Filter, VWR, Europe) heraus (siehe auch 

Abschnitt 3.8.2 und Abb. 5). Es gelang hiermit eine hohe Zahl an Bronchosphären in einer Schicht von 

1-2 mm auf eine kreisförmige Fläche mit maximalem Durchmesser von ca. 50 mm zu konzentrieren. 

Die Menge an Bronchosphären wurde darüber hinaus durch das Poolen mehrerer kultivierter Wells er-

höht.  
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Abbildung 5. Einbettung der Bronchosphären 

(A-C) Bronchosphären in Agarose innerhalb einer Filterverpackung. (D) Paraffinschnitt (HE-Färbung) der mit 

dieser Methode eingebetteten Bronchosphären (Maßstab: 500 µm). 

 

4.9.2 Methode der Agaroseinbettung für die anschließende Paraffineinbettung 

Das Zellkulturmedium in den Wells wurde abgesaugt. Anschließend wurde der gesamte Wellinhalt mit-

tels einer Mikropipette vorsichtig in eine Filterpackung (Sterile Syringe Filter, VWR, Europe) übertra-

gen. Zur Sicherstellung einer möglichst hohen Dichte an Bronchosphären wurden jeweils 6-8 Wells 

gepoolt. Um das Matrigel aufzulösen, wurde 1 ml Corning Cell Recovery Solution (Corning) hinzuge-

geben und die Filterpackung für eine Stunde bei 4°C auf Eis stehen gelassen. Anschließend wurde die 

Flüssigkeit mit einer Mikropipette abgesaugt. Zur Fixierung der Bronchosphären wurde 1 ml mit 1x 

PBS gepufferter 4%iger Paraformaldehydlösung zugegeben. Nach 30 Minuten wurde die Paraformal-

dehydlösung abgesaugt. Die Bronchosphären wurden hiernach einmalig mit 1x PBS gewaschen. Bei 
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Zugabe der entsprechenden Flüssigkeiten galt es darauf zu achten, die Bronchosphären nicht aufzuwir-

beln und sie bei Absaugen der Flüssigkeiten nicht mit aufzusaugen. Im nächsten Schritt wurde flüssige 

Agarose (3%, 60°C, Type VII-A: Low Gelling Temperature, Sigma) zugegeben. Ein Tropfen mit einer 

1 ml Mikropipette genügte hierbei. Unmittelbar danach wurde die Agarose in der Filterpackung vor-

sichtig umgerührt, um die Bronchosphären möglichst gleichmäßig zu verteilen. Die Filterpackung 

wurde für eine Minute in einen Schüttelinkubator mit mäßiger Geschwindigkeit bei 37°C gestellt, um 

ein erneutes Absinken der Bronchosphären zu verhindern. Im Anschluss wurde die Filterpackung für 30 

Minuten bei 4°C abgekühlt. Die nun hiernach feste Agarose mit den verteilten Bronchosphären (Abb. 

5A-C) wurde vorsichtig aus der Filterpackung herausgehebelt. Der Agaroseausguss wurde bis zur an-

schließenden Paraffineinbettung in einer Einbettkassette (Rotilabo, Roth) in PBS-gepufferter 4%iger 

Paraformaldehydlösung aufbewahrt. Der Erfolg der Methode ließ sich in den im Verlauf angefertigten 

Paraffinschnitten bestätigen (Abb. 5D). 

 

4.9.3 Paraffineinbettung und Erstellung histologischer Schnitte 

Die Einbettung in Paraffin fand in einem Gewebeinfiltrationsautomaten (TP 1020, Leica) im Institut für 

Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universität des Saarlandes statt. Die Paraffinblöcke wurden an 

einem Schlittenmikrotom (SM2000R, Leica) in 2 µm dicke Scheiben geschnitten und die Schnitte nach 

dem Glätten in Wasser bei 40°C auf Objektträger (Superfrost plus, Menzel GmbH) aufgezogen.  

 

4.10 Immunfluoreszenzfärbung 

Ziel der Immunfloureszenzfärbung war der Nachweis von Mukus in den Bronchosphären. Hierzu wur-

den Basalzellen mittels eines Antikörpers gegen Keratin 5 (KRT5) und Mukus sowie mukussezernie-

rende Zellen mittels eines Antikörpers gegen Muzin 5B (MUC5B) gefärbt. Die Sichtbarmachung von 

Zellkernen erfolgte mittels DAPI. Die Schnitte wurden mittels Xylols (5 mal 10 Minuten in 100% Xylol) 

entparaffiniert. Anschließend wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe rehydratisiert (4 

mal 5 Minuten in 100% Ethanol, 1 mal 5 Minuten in 70% Ethanol, Waschen in destilliertem Wasser, 2 

Stunden in TBS-T, Waschen in PBS). Zur Antigenrückgewinnung wurden die Schnitte in 1 mM EDTA-

Puffer in der Mikrowelle für 45 Minuten leicht siedend aufgekocht. Die warmen Schnitte wurden lang-

sam durch Zugabe von demineralisiertem Wasser abgekühlt. Weiterhin wurde zweimal für je 5 Minuten 

in PBS gewaschen. Anschließend erfolgte das Blocken von unspezifischen Bindungsstellen. Hierzu 

wurden die Schnitte für 30 Minuten in PBS + BSA (0,2%, Sigma-Aldrich) gestellt.  

Die primären Antikörper wurden in PBS + BSA (0,2%) gegeben. Der Anti-MUC5B-Antikörper (Mucin 

5B, A-3, host species mouse, santa cruz) wurde hierbei in einer Konzentration von 2 µg/ml und der 

Anti-KRT5-Antikörper (Anti Cytokeratin 5 Antibody, EPR 1600Y, host species rabbit, abcam) in einer 



Material und Methode 

 

- 21 - 

Konzentration von 0,65 µg/ml verwendet. Es wurden jeweils 50 µl Antikörperlösung auf einem Deck-

glas (100pcs Cover Glass 22x40 mm, VWR international) verteilt. Die Objektträger wurden mit der 

Zellseite auf die Deckgläser geführt, sodass ich ein Flüssigkeitsfilm dazwischen bildete. Anschließend 

wurden die Objektträger mitsamt Deckgläsern wieder angehoben. Die Slides wurden bei 4°C über Nacht 

mit der Antikörperlösung inkubiert. Hiernach wurden die Slides dreimal mit TBS-T gewaschen. 

Die sekundären Antikörper wurden ebenfalls in PBS + BSA (0,2%) verdünnt (Anti mouse IgG whole 

molecule FITC, Sigma, Konzentration: 31,25 μg/ml; Goat Anti Rabbit IgG (H+L) Cyanine 5, Thermo-

Fisher Scientific, Konzentration: 4 μg/ml). Es wurden jeweils 50 µl der Antikörperlösung je Slide ver-

wendet. Die Slides wurden 30 Minuten bei Dunkelheit mit den sekundären Antikörpern inkubiert. An-

schließend wurde dreimal mit TBS-T und einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. 

Schließlich wurde ein DAPI mounting medium (Fluoroshield mounting medium with DAPI, abcam) auf 

die Slides gegeben und die Slides mittels eines Deckglases (100pcs Cover Glass 22x40mm, VWR in-

ternational) und eines Eindeckmediums (Eukitt Quick-hardening mounting medium, sigma-aldrich) ein-

gedeckt.  

 

4.11 Immunhistochemie 

Die Paraffinschnitte wurden entparaffiniert, die Antigene rückgewonnen und unspezifische Bindungs-

stellen geblockt, wie in Abschnitt 3.9 beschrieben. Anschließend wurden die Schnitte mit dem primären 

Antikörper gegen Muzin 5AC (MUC5AC, host species mouse, abcam) in einer Konzentration von 2,5 

µg/ml über Nacht bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte dreifach je 5 Minuten mit 1x PBS 

gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper (Nichirei-Histofine® MOUSESTAIN KIT, 

anti-mouse, Nichirei Biosciences Inc.) erfolgte gemäß Herstellerangaben mit einem Tropfen pro Ob-

jektträger für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden dreifach je 5 Minuten mit 1x PBS 

gewaschen und mit Aminoethylcarbazol entwickelt. Mit dem Auftreten positiver Reaktionen wurde die 

Reaktion mittels neutralem 1x PBS-Puffer gestoppt. Anschließend erfolgte eine Gegenfärbung mit Hä-

matoxylin (Sigma-Aldrich) für eine Minute. Die überschüssige Färbelösung wurde ausgewaschen und 

die Objektträger kurz in Ammoniakwasser getaucht, um die Hintergrundfärbung der Schnitte zu bläuen. 

Die Schnitte wurden mittels eines Eindeckmediums (Aquatex, Merck KGaA) eingedeckt.  

 

4.12 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Es erfolgte eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung entparaffinierter Präparate (Entparaffinierung siehe Ab-

schnitt 4.9) nach Standardprotokoll. Als Lösungen verwendet wurden hierzu Hämalaun nach Mayer 
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(Dako REAL Hematoxylin), Eosin wässrig 0,5% (Carl Roth GmbH) und Roti-Histokitt Eindeckmedium 

(Carl Roth GmbH). 

 

4.13 Hellfeld- und Immunfluoreszenzmikroskopie 

Die Mikroskopie der Paraffinschnitte erfolgte mittels des Mikroskops Olympus BX51TRF. Bildaufnah-

men wurden mittels des Programms Olympus cellSens Dimension angefertigt. In HE-

Übersichtsfärbungen wurde die Ausbildung von Lumina und zum Lumen gerichteten Zilien in den Bron-

chosphären dokumentiert. Der gesamte Anteil an Bronchosphären auf einem Paraffinschnitt wurde je 

Gruppe und unabhängigem Versuch gezählt sowie der Anteil derer mit einem sichtbaren Lumen und 

derer mit sichtbaren Zilien. Zur Bildauswertung wurde das Programm Fiji (ImageJ) genutzt. In der Im-

munfluoreszenzfärbung wurde hier die Intensität des MUC5B-Signals pro Fläche (Integrated Density) 

der einzelnen Bronchosphären für die jeweiligen Gruppen der unabhängigen Versuche berechnet. 

Ebenso wurde auf diesem Wege die Intensität des MUC5AC-Signals in der Immunhistochemischen 

Färbung ermittelt. 

 

4.14 Statistische Auswertung 

Die Statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels der Software Prism (GraphPad Software, Inc.). 

Die Datenpunkte jedes unabhängigen Experiments wurden aus mehreren technischen Replikaten er-

stellt. Bei den Werten der unterschiedlichen Versuchsgruppen wurde jeweils ein t-Test zur Kontroll-

gruppe durchgeführt. Eine statistische Signifikanz wurde für Ergebnisse mit p-Werten < 0,05 angenom-

men. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Die Kultivierung von primären Atemwegsepithelzellen in Matri-

gel führt zu einer Bildung von Bronchosphären 

Es wurde die Kultivierung von Bronchosphären nach einem Protokoll von Danahay et al. adaptiert und 

etabliert [20]. Die Kultivierung primärer Basalzellen in Matrigel für 30 Tage führt zu einer Bildung 

differenzierter dreidimensionaler Bronchosphären. In der Phasenkontrastmikroskopie ist innerhalb der 

Bronchosphären ein Lumen zu erkennen (Abb. 6A). Luminal sind deutlich schlagende Zilien sichtbar. 

In der HE-Färbung von Paraffinschnitten sind morphologisch klar Zilien abgrenzbar (Abb. 6B). Mittels 

Immunfluoreszenzfärbung lässt sich deutlich Mukus innerhalb der Bronchosphären anfärben (Abb. 6C). 

Zilien sind darüber hinaus in der Elektronenmikroskopie klar sichtbar (Abb. 6D). 
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Abbildung 6. Mikroskopie von Bronchosphären. (A) Phasenkontrastmikroskopie während der Kultivierung an 

Tag 30 (Maßstab: 200µm). Die Bronchosphären wurden anschließend an Tag 30 eingebettet, (B) HE-

Übersichtsfärbungen angefertigt (Maßstab: 20µm; die Pfeile zeigen Zilien) und eine (C) Immunfluoreszenzfär-

bung für KRT5 (roter Kanal) und MUC5B (grüner Kanal) durchgeführt (Maßstab: 100µm). (D) Elektronenmikro-

skopie der luminalen Seite einer Bronchosphäre, eingebettet an Tag 30 der Kultivierung (23.000-fache Vergröße-

rung). Sichtbar sind Mikrovilli (*) und Kinozilien (Pfeile). Die Aufnahme wurde am Institut für Anatomie und 

Zellbiologie der Universität des Saarlandes mit freundlicher Unterstützung von Prof. Dr. med. Thomas Tschernig 

erstellt. 

 

5.2 Die Behandlung mit PAMPs führt zu einer veränderten Differen-

zierung von Bronchosphären 

Zur Klärung inwiefern bestimmte PAMPs, welche als TLR-Liganden fungieren, die Differenzierung 

von primären Basalzellen in Bronchosphären beeinflussen, wurden drei unabhängige Experimente 

durchgeführt. Die Bronchosphären wurden, abgesehen von einer Kontrollgruppe, bis Tag 30 mit 

Pam3CSK4, Poly(I:C), LPS und Flagellin in einer Konzentration von jeweils 100 ng/ml behandelt. Die 

Behandlung begann ab Tag 3 nach dem Ausbringen der Zellen. Mittels Phasenkontrastmikroskopie, HE-

Färbung histologischer Schnitte und Immunfluoreszenzfärbung sowie Immunhistochemie histologi-

scher Schnitte wurden verschiedene Parameter wie Ziliogenese und Mukusbildung ausgewertet.  
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5.2.1 Flagellin vermindert die Ausbildung von Bronchosphären mit sichtbaren 

Zilien 

An den Tagen 14, 22 und 30 der Kultivierung wurden die Bronchosphären mittels Phasenkontrastmik-

roskopie betrachtet und der prozentuale Anteil an Bronchosphären mit sichtbaren Zilien ermittelt (Abb. 

7A-D). In der Behandlungsgruppe mit Flagellin zeigte sich in allen Versuchen an den Tagen 22 und 30 

eine signifikante Verminderung im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. In Versuch 1 zeigte 

sich an Tag 30 darüber hinaus eine signifikant verminderte Zilienausbildung bei Behandlung mit 

Poly(I:C) und mit LPS im Vergleich zur Kontrolle. Im 2. Versuch ließ sich an Tag 22 bei Behandlung 

mit LPS eine signifikant verminderte Zilienausbildung im Vergleich zur Kontrolle nachweisen. Versuch 

3 zeigte an Tag 30 eine Verminderung des Anteils mit Zilien in Vergleich zu Tag 22 in allen Gruppen. 

Bei Behandlung mit Pam3CSK4 ließ sich kein signifikanter Unterschied feststellen. 

 

Abbildung 7. Flagellin führt zu einer signifikanten Verminderung der Bildung von Bronchosphären mit 

sichtbaren Zilien in der Phasenkontrastmikroskopie  

Primäre Atemwegsepithelzellen wurden zur Ausbildung von Bronchosphären in Matrigel kultiviert. Ab Tag 3 (48 

Stunden nach dem Ausbringen der Zellen) wurden die Zellen mit einem Kontrollmedium oder mit jeweils 100 

ng/ml Pam3CSK4, Poly(I:C), LPS oder Flagellin behandelt. An den Tagen 14, 22 und 30 wurde mittels 

Phasenkontrastmikroskopie der prozentuale Anteil an Bronchosphären mit sichtbaren Zilien ausgewertet. (A) 

Anteil an Bronchosphären mit sichtbaren Zilien als Mittelwert der unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit 

±SD und n = 3 je Gruppe dargestellt. (B-D) Gezeigt wird der Anteil an Bronchosphären mit sichtbaren Zilien der 

unanhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3-4 Wells je Gruppe dargestellt.  Die behandelten 

Gruppen wurden mittels Student’s t-Test (zweiseitig) mit der Kontrollgruppe verglichen. *p < 0.05, **p < 0.01 

und ***p < 0.001. 

 

Weiterhin wurde der prozentuale Anteil an Bronchosphären mit sichtbaren Zilien in der HE-Färbung 

von Paraffinschnitten ausgewertet (Abb. 8A). Hierbei zeigte sich ein signifikant verminderter Anteil bei 

Behandlung mit Flagellin im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Bei Behandlung mit 
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Pam3CSK4, Poly(I:C) und LPS ließ sich gemittelt über die drei Versuche kein signifikanter Unterschied 

feststellen (Abb. 8B-E). 

 

 

Abbildung 8. Flagellin führt zu einer signifikanten Verminderung der Bildung von Bronchosphären mit 

histologisch sichtbaren Zilien  

Nach 30 Tagen der Kultivierung wurden die Bronchosphären der einzelnen Gruppen vereinigt, eingebettet, 

histologische Schnitte angefertigt und mit der HE-Färbung angefärbt. (A) Gezeigt sind repräsentative 

Bronchosphären aus der Kontrollgruppe ohne Behandlung und aus den Gruppen nach Behandlung mit Pam3CSK4, 

Poly(I:C), LPS und Flagellin. Der Skalierungsbalken entspricht einer Länge von 20 µm. (B) Anteil an 

Bronchosphären mit Zilien als Mittelwert der unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3 je Gruppe 

dargestellt. Die behandelten Gruppen wurden mittels Student’s t-Test (zweiseitig) mit der Kontrollgruppe 

verglichen. **p < 0.01. (C - E) Gezeigt wird der Anteil an Bronchosphären mit Zilien der unanhängigen Versuche. 

Die Daten sind mit n = 13-18 je Gruppe dargestellt.  

 

5.2.2 Flagellin vermindert die Ausbildung sichtbarer Lumina 

Mittels Phasenkontrastmikroskopie wurde nach 14, 22 und 30 Tagen der Kultivierung der prozentuale 

Anteil an Bronchosphären mit sichtbarem Lumen ausgewertet (Abb. 9). Unter Behandlung mit Flagellin 

zeigte sich eine tendenzielle Verringerung der Ausbildung von Lumina. Eine signifikante Abweichung 

von der unbehandelten Gruppe konnte allerdings unter Behandlung mit Pam3CSK4, LPS, Poly(I:C) 

oder Flagellin nicht festgestellt werden. 
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Abbildung 9. Flagellin führt zu einer leichten Verminderung der Ausbildung von Lumina 

An den Tagen 14, 22 und 30 wurde mittels Phasenkontrastmikroskopie der prozentuale Anteil an 

Bronchosphären mit sichtbarem Lumen ausgewertet. (A) Anteil an Bronchosphären mit sichtbarem Lumen als 

Mittelwert der unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3 je Gruppe dargestellt. (B-D) Gezeigt 

wird der Anteil an Bronchosphäroiden mit sichtbarem Lumen der unanhängigen Versuche. Die Daten sind mit 

±SD und n = 3-4 Wells je Gruppe dargestellt. Die behandelten Gruppen wurden mittels Student’s t-Test 

(zweiseitig) mit der Kontrollgruppe verglichen. 

 

Weiterhin wurden Paraffinschnitte der Bronchosphären in HE-Färbung ausgewertet (Abb. 10). Hier 

zeigte sich ein signifikant verminderter Anteil an Bronchosphären mit Lumen bei Behandlung mit Fla-

gellin im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (Abb. 10A). Der Anteil an Bronchosphären mit 

Lumen lag in allen drei Versuchen, sowohl bei der Kontrollgruppe als auch bei den mit Pam4CSK4, 

Poly(I:C) und LPS behandelten Kulturen zwischen 87 und 100%, während etwa 50 bis 75% der mit 

Flagellin behandelten Kulturen ein Lumen aufwiesen (Abb. 10B-D). Die Tendenz des vermindernden 

Einflusses durch Flagellin aus der Phasenkontrastmikroskopie wird hierdurch bestätigt. Abbildung 10E 

zeigt eine HE-Färbung mit Flagellin behandelter Bronchosphären. 
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Abbildung 10. Flagellin führt zu einer signifikant verminderten Bildung von Bronchosphären mit Lumen 

Nach 30 Tagen der Kultivierung wurden die Bronchosphären der einzelnen Gruppen vereinigt, eingebettet, 

histologische Schnitte angefertigt und mit der HE-Färbung angefärbt. (A) Anteil an Bronchosphären mit Lumen 

als Mittelwert der unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3 je Gruppe dargestellt. Die 

behandelten Gruppen wurden mittels Student’s t-Test (zweiseitig) mit der Kontrollgruppe verglichen. *p < 0.05. 

(B - D) Gezeigt wird der Anteil an Bronchosphären mit Lumen der unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit n 

= 13-18 je Gruppe dargestellt. (E) Gezeigt sind Bronchosphären aus der mit Flagellin behandelten Gruppe. Der 

Skalierungsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. 
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5.2.3 Flagellin und Pam3CSK4 steigern die Mukusproduktion 

Zur Untersuchung der Mukusproduktion der differenzierten Bronchosphären wurden Immunfluores-

zenzfärbungen von Paraffinschnitten angefertigt. Mittels Antikörperfärbung wurde der Basalzellmarker 

KRT5 und das Muzin MUC5B gefärbt. Zellkerne wurden mit einer DAPI-Färbung sichtbar gemacht. 

Repräsentative Färbungen der einzelnen Versuche sind in Abbildung 11A-C dargestellt. Mittels Fiji 

(ImageJ) wurde die Intensität des Signals für MUC5B pro Fläche der einzelnen Bronchosphären in der 

entsprechenden Schnittebene berechnet (Abb. 11D-G). Es zeigte sich gemittelt über die drei unabhän-

gigen Versuche eine signifikant höhere Intensität nach Behandlung mit Pam3CSK4 und mit Flagellin 

im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 11D). In Versuch 2 konnte darüber hinaus eine signifikant er-

höhte Intensität nach Behandlung mit Poly(I:C) festgestellt werden (Abb. 11F). Weiterhin war die In-

tensität in Versuch 3 bei Pam3CSK4, LPS, Poly(I:C) und bei Flagellin gegenüber der Kontrolle signifi-

kant erhöht (Abb. 11G). 
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Abbildung 11. Flagellin und Pam3CSK4 führen zu einer gesteigerten Bildung von MUC5B in 

Bronchosphären 

Nach 30 Tagen der Kultivierung wurden die Bronchosphären der einzelnen Gruppen vereinigt, eingebettet, 

histologische Schnitte angefertigt und eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. (A-C) Gezeigt sind jeweils 

Bronchosphären aus der Gruppe ohne Behandlung und aus der Gruppe bei Behandlung mit Pam3CSK4, Poly(I:C), 

LPS und Flagellin. Es wurden Basalzellen mittels KRT5-Antikörper, Mukus mittels MUC5B-Antikörper und 

Zellkerne mittels DAPI angefärbt. Die jeweilig einzelnen Färbungen sowie ein Overlay aus allen Färbungen sind 

dargestellt. Der Skalierungsbalken entspricht einer Länge von 100 µm. (D) Intensität (Integrated Density (IntDen))  

des Signals der MUC5B-Färbung pro Fläche der einzelnen Bronchosphären als Mittelwert der unabhängigen 

Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3 je Gruppe dargestellt. (E-G) Gezeigt wird die Intensität des MUC5B-

Signals pro Fläche der Bronchosphären der unabgängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 11-36 je 

Gruppe dargestellt. Die behandelten Gruppen wurden mittels Student’s t-Test (zweiseitig) mit der Kontrollgruppe 

verglichen. *p < 0.05, **p < 0.01 und ***p < 0.001. 

 

Weiterhin wurde immunhistochemisch das Muzin MUC5AC angefärbt. Repräsentative Färbungen der 

einzelnen Gruppen sind in Abbildung 12A dargestellt. Mittels Fiji (ImageJ) wurde die Intensität des 

Signals für MUC5AC pro Fläche der einzelnen Bronchosphären in der entsprechenden Schnittebene 

berechnet (Abb. 12B-E). Es zeigte sich gemittelt über die drei unabhängigen Versuche eine signifikant 

höhere Intensität nach Behandlung mit Flagellin im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Abbildung 12. Flagellin führt zu einer gesteigerten Bildung von MUC5AC in Bronchosphären  

Nach 30 Tagen der Kultivierung wurden die Bronchosphären der einzelnen Gruppen vereinigt, eingebettet, 

histologische Schnitte angefertigt und eine Immunhistochemie durchgeführt. (A) Gezeigt sind jeweils 

Bronchosphären aus der Gruppe ohne Behandlung und aus der Gruppe bei Behandlung mit Pam3CSK4, Poly(I:C), 

LPS und Flagellin. Es wurde Mukus mittels MUC5AC-Antikörper angefärbt. Der Skalierungsbalken entspricht 

einer Länge von 20 µm. (B) Intensität (Integrated Density (IntDen)) des Signals der MUC5AC-Färbung pro Fläche 

der einzelnen Bronchosphären als Mittelwert der unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3 je 

Gruppe dargestellt. (C-E) Gezeigt wird die Intensität des MUC5AC-Signals pro Fläche der Bronchosphären der 

unabgängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 5-12 je Gruppe dargestellt. Die behandelten Gruppen 

wurden mittels Student’s t-Test (zweiseitig) mit der Kontrollgruppe verglichen. *p < 0.05. 

 

5.2.4 PAMPs führen zu keiner Veränderung des Größenwachstums der Bron-

chosphären 

Die Durchmesser der Bronchosphären wurden während der Kultivierung an den Tagen 14, 22 und 30 

anhand phasenkontrastmikroskopischer Aufnahmen mittels Fiji (ImageJ) gemessen. Hierbei zeigte sich 

in den Behandlungsgruppen Pam3CSK4, LPS, Poly(I:C) und Flagellin kein signifikanter Unterschied 

zur unbehandelten Kontrollgruppe (Abb. 13A-D). In allen Gruppen zeigte sich tendenziell eine Stagna-

tion des Größenwachstums nach Tag 22. 
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Abbildung 13. PAMPs führen zu keiner signifikanten Veränderung des Größenwachstums von 

Bronchosphären 

An den Tagen 14, 22 und 30 wurde anhand phasenkontrastmikroskopischer Aufnahmen der Durchmesser der 

einzelnen Bronchosphären gemessen und ausgewertet. (A) Durchmesser der Bronchosphären als Mittelwert der 

unabhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 3 je Gruppe dargestellt. (B-D) Gezeigt wird der 

Durchmesser der Bronchosphären der unanhängigen Versuche. Die Daten sind mit ±SD und n = 4 Wells je Gruppe 

(5–37 Bronchosphären je Well im Mittelwert) dargestellt. Die behandelten Gruppen wurden mittels Student’s t-

Test (zweiseitig) mit der Kontrollgruppe verglichen. 
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6 Diskussion 

Eine zentrale Frage bei der Betrachtung chronischer Atemwegserkrankungen wie der COPD und der CF 

ist die Ursache der strukturellen Umbauprozesse des Epithels. Hierzu zählen die Becherzellhyperplasie, 

der Verlust schlagender Zilien und die dadurch beeinträchtigte mukoziliäre Clearance [21].  

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur Kultivierung humaner Bronchosphären etabliert, 

die es erlaubt die zugrunde liegenden Mechanismen der Pathogenese chronischer Lungenerkrankungen 

in humanem Epithel zu untersuchen. Aus primären Basalzellen des humanen Atemwegsepithels konnten 

Bronchosphären mit Lumen, schlagenden Zilien und sekretorischen Zellen differenziert werden. Dar-

über hinaus wurde der Einfluss verschiedener PAMPs auf die Entwicklung der Bronchosphären unter-

sucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit Flagellin während der Differenzierungsphase 

die Ziliogenese hemmt und zu einer starken Expression von Muzinen führt. Auch der synthetische TLR-

2-Ligand Pam3CSK4 induzierte eine gesteigerte Mukusproduktion. Pam3CSK4 hatte jedoch keinen 

signifikanten Einfluss auf die Ausbildung von Zilien. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine 

fortdauernde Aktivierung des respiratorischen Epithels durch bakterielle Faktoren wie Flagellin über 

TLRs maßgeblich zu einer übermäßigen Mukusbildung und Becherzellhyperplasie führt. Dies trägt po-

tenziell bei der COPD und der CF zu einer eingeschränkten mukoziliären Clearance und einem Teu-

felskreis aus geschwächter Abwehr in der Lunge und wiederkehrenden Infektionen bei [72]. 

 

6.1 Bronchosphären als Methode zur Untersuchung der Differenzie-

rung des Bronchialepithels 

Organoide wie Bronchosphären ahmen die Zellzusammensetzung und Funktion des Ursprungsgewebes 

in einer 3D-Struktur in der Zellkultur nach. Es konnte gezeigt werden, dass die dreidimensionale Struk-

tur einen wichtigen Einfluss auf die Funktion von Zellen hat und Signalwege, welche die Zelldifferen-

zierung regulieren, bei der Organentwicklung im Organismus und bei der Bildung von Organoiden in 

vitro vergleichbar sind [42]. Dies stellt einen herausragenden Vorteil gegenüber konventionellen, zwei-

dimensionalen Zellkulturmethoden dar.  

Da Organoide in Mikroplatten kultiviert werden können, bietet sich darüber hinaus im Vergleich zu 

anderen Kultivierungsmethoden, wie beispielsweise Air-liquid Interface (ALI)-Kulturen, die Möglich-

keit eine weitaus größere Anzahl an Einheiten parallel auszuwerten. Es können daher potenzielle zellu-

läre Mechanismen und Wirkstoffe im Hochdurchsatz-Screening analysiert werden, wie im Fall des re-

spiratorischen Epithels beispielsweise die der Differenzierung von Basalzellen zu einem ausdifferen-

zierten Epithel oder Zelltoxizität [10,39].  

In der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich eine Methode zur Kultivierung von Bronchosphären nach 

einem publizierten Protokoll von Danahay et al. adaptiert werden. Wie bereits von Danahay et al. 
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beschrieben, konnten hiermit humane Basalzellen des Bronchialepithels zu einem mukoziliären Epithel 

in einer 3D-Struktur differenzieren [20]. Darüber hinaus wurde ein Protokoll zur histologischen Analyse 

entwickelt. In diesem Protokoll werden Bronchosphären in Agarose eingebettet, sodass sich die Bron-

chosphären in hoher Anzahl in einer dünnen Schicht von etwa 1-2 mm, konzentriert auf eine kreisför-

mige Fläche mit einem maximalen Durchmesser von ca. 50 mm, befinden. In daraus erstellten Paraffin-

schnitten sind daher zahlreiche angeschnittene Bronchosphären für histologische Analysen auffindbar. 

Mittels Übersichts-, Fluoreszenz- und immunhistochemischer Färbungen konnte die Ausbildung von 

Zilien und Lumina, die Zellzusammensetzung und Bildung von Muzinen in zahlreichen Bronchosphären 

parallel analysiert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mittels dieser Methodik Bronchos-

phären und deren Differenzierung unter verschiedenen Versuchsbedingungen adäquat und in großer 

Zahl analysiert werden können.  

Die im Rahmen dieser Arbeit kultivierten Bronchosphären bildeten zum Lumen gerichtete Zilien, wie 

es bei einer physiologischen Polarisierung der Zellen zu erwarten wäre. Die Zilien zeigten sich motil. 

Im Atemwegsepithel sorgt ein Microtubuli-Netzwerk unter der apikalen Zelloberfläche, kommunizie-

rend über apikale Zellverbindungen, für eine planare Zellpolarität und damit eine gleichgerichtete Zili-

enbewegung. Inwiefern in den betrachteten Bronchosphären eine gerichtete Motilität besteht, wie sie 

zur effizienten mukoziliären Clearance in vivo vonnöten ist, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht 

gezeigt [80]. 

Die Anzahl und die Verteilung von Basalzellen in den humanen Atemwegen können je nach Spender 

oder Spenderin und je nach Abschnitt der Atemwege unterschiedlich ausfallen. Dahingehend kann sich 

sowohl das Wachstum als auch die Differenzierung von Bronchosphären in vitro unterscheiden [10]. In 

dieser Arbeit wurden Basalzellen verschiedener Spender/-innen verwendet, die aus Lungenresektionen 

im Rahmen von Operationen gewonnen wurden. Der Verlauf der Differenzierung war bei den Spendern 

und Spenderinnen vergleichbar. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Durchmesser der 

Bronchosphären. In den histologischen Übersichtsfärbungen zeigte sich zudem, dass bis zu über 90% 

der Bronchosphären Zilien aufwiesen. Auf diese Arbeit aufbauende Arbeiten zeigten, dass es mit der 

hier etablierten Methodik auch möglich ist, Bronchosphären aus Basalzellen zu differenzieren, die mit-

tels Bürstenbiopsie im Rahmen einer Lungenlavage aus unterschiedlichen Abschnitten der Lunge ge-

wonnen wurden [62]. Inwiefern Organoide aus Basalzellen unterschiedlicher Lungenabschnitte sich z.B. 

in ihrer zellulären Zusammensetzung unterscheiden, müssen zukünftige Studien zeigen.  

Die etablierte Methodik wurde folgend genutzt, um die Auswirkung mikrobieller Stimuli auf die Diffe-

renzierung des respiratorischen Epithels zu prüfen. 
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6.2 Die Behandlung mit TLR-Liganden beeinflusst die Differenzie-

rung der Bronchosphären 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TLRs mittels PAMPs die 

Differenzierung von Basalzellen des Atemwegsepithels zu Bronchosphären beeinflusst. Gemäß den er-

hobenen Daten verursacht eine andauernde Aktivierung von TLRs eine Mukushyperproduktion und im 

Fall von Flagellin eine verminderte Zilienentwicklung.       

Die Expression der TLRs 1-5 in Basalzellen und im differenzierten Bronchialepithel ist in der Literatur 

hinreichend beschrieben [34,36]. Verschiedene Arbeiten zeigten, dass Basalzellen und das differenzierte 

Epithel über diese TLRs aktiviert werden können und dass dies unter anderem zu einer gesteigerten 

Abgabe von inflammatorischen Mediatoren und antimikrobiellen Peptiden führt [34,37]. In dieser Ar-

beit wurden Liganden für TLR1/2 (Pam3CSK4), TLR3 (Poly(I:C)), TLR4 (LPS) und TLR5 (Flagellin) 

in einer Konzentration von je 100 ng/ml verwendet. Die Behandlung mit den verschiedenen Liganden 

unterschied sich in der Wirkung auf die Differenzierung der Bronchosphären. Während die Behandlung 

mit Flagellin zu einer Mukushyperproduktion und einer Hemmung der Zilienbildung führte, hatten die 

Liganden Poly(I:C) und LPS über alle drei Experimente gemittelt keinen signifikanten Einfluss auf die 

Differenzierung. Pam3CSK4 bewirkte ausschließlich eine Mukushyperproduktion. Flagellin führte dar-

über hinaus zu einer leicht verminderten Bildung an Bronchosphären mit Lumen. Die unterschiedlich 

ausgeprägte Reaktion auf die Liganden könnte auf die Dichte bzw. Stärke der Expression der entspre-

chenden TLRs, deren Lokalisation und die aktivierten Signalwege zurückzuführen sein. Sowohl TLR2 

und TLR4 als auch TLR5 vermitteln die Expression von Entzündungsmediatoren über MyD88, MAP-

Kinasen und Transkriptionsfaktoren wie NFκB [16,22,23]. NFκB nimmt eine zentrale Stellung bei der 

induzierten Expression von MUC5AC ein [24]. Eine im Vergleich zu Flagellin verminderte Wirkung 

von Pam3CSK4 auf die Bildung von Mukus und die Ziliogenese könnte an einer geringeren Expression 

von TLR2 und seines Korezeptors TLR1 liegen. Zudem legen Studien nahe, dass das Fehlen von Kore-

zeptoren wie CD36 in Atemwegsepithelzellen zu einer verminderten Reaktion auf TLR2-Liganden füh-

ren könnte. Das geringe Ansprechen von LPS lässt sich möglicherweise durch ein Fehlen nötiger Kore-

zeptoren wie MD2 und CD14 in Atemwegsepithelzellen erklären [81]. Eine verminderte Expression 

von Korezeptoren könnte im Fall von TLR2 und TLR4 außerdem zu einer verminderten Induktion von 

Muzinen führen. Auch wenn es Spender/-innen-abhängig zu einer etwas gesteigerten Expression von 

Mukus kam, reichte die Aktivierung über TLR2 und TLR4 nicht für eine Hemmung der Ziliogenese.  

TLR3 vermittelt die Expression von inflammatorischen Mediatoren wie IFNβ über TRIF-abhängige 

Signalwege unabhängig von MyD88 [23,31]. In zwei Experimenten konnte nach Behandlung mit 

Poly(I:C) eine gesteigerte Muzinexpression beobachtet werden. Da auch über den TRIF-abhängigen 

Signalweg Transkriptionsfaktoren wie NFκB und MAP-Kinasen aktiviert werden, ist dieses Ergebnis 

plausibel [23]. Somit ist es denkbar, dass Poly(I:C) eine gesteigerte Expression von Muzinen induziert.  
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Dies geschieht aufgrund des MyD88-unabhängigen Signalwegs allerdings nicht mit der gleichen Stärke 

wie durch Flagellin, sodass keine Hemmung der Ziliogenese zu beobachten war [31].  

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten PAMPs wurden jeweils mit frischem Medium hinzugege-

ben. Fraglich ist, ob die TLR-Aktivierung basal stattfindet, eine Diffusion bis zu den luminalen Rezep-

toren erfolgt oder sich die Wirkung gar intrazellulär entfaltet. Gemäß dem Eintritt inhalierter Pathogene, 

wäre in vivo eine Wirkung von luminal zu erwarten, wobei bei chronischen Infektionen der Atemwege 

Bakterien und bakterielle Bestandteile auch von Atemwegsepithelzellen aufgenommen werden und in 

das geschädigte Gewebe eindringen [45]. Entsprechend des hier verwendeten Versuchsaufbaus ist eine 

primäre Wirkung von basal denkbar, da die Liganden zu einem früheren Zeitpunkt der Organoid-Diffe-

renzierung hinzugegeben wurden. Da zu dem frühen Zeitpunkt die Basalzellen noch undifferenziert sind 

und sich keine Sphären gebildet haben, kann davon ausgegangen werden, dass die verschiedenen Lig-

anden die Zellen gut erreichten. Es ist denkbar, dass sich die Wirkung der Liganden schon zu diesem 

frühen Zeitpunkt entfaltet.  

Chronische Lungenerkrankungen gehen mit einer geschädigten epithelialen Barriere einher [25,81]. 

Eine ständige Aktivierung von Basalzellen durch mikrobielle Bestandteile könnte daher eine adäquate 

Regeneration des Atemwegsepithels stören und eine exzessive Mukusbildung verursachen. 

Die Wirkung von Flagellin wird gesondert im folgenden Kapitel diskutiert. 

 

6.3 Die Behandlung mit Flagellin führt zu einer deutlich veränderten 

Differenzierung der Bronchosphären 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Flagellin eine besonders starke Wirkung auf die 

Differenzierung der Bronchosphären hat. Die Behandlung mit Flagellin führte, gerade im Vergleich zu 

den anderen TLR-Liganden, zu einer verstärkten Bildung von Mukus und einer verminderten Bildung 

von Zilien. Darüber hinaus waren vermehrt Bronchosphären ohne Lumen auffindbar.  

Eine deutliche Aktivierung des Immunsystems bei Stimulation durch Flagellin ist generell bekannt [41]. 

Hayashi et al. beschrieben, dass der TLR5-Rezeptor nur durch Flagellin aktiviert wird [35]. Zhang et al. 

zeigten, dass Atemwegsepithelzellen P. aeruginosa über Flagellin mittels TLR5 detektieren [86]. Auch 

Blohmke et al. zeigten, dass Flagellin über TLR5 maßgeblich zur Aktivierung von Zellen durch P. 

aeruginosa beiträgt und dass bei 75% klinischer Isolate von P. aeruginosa eine durch Flagellin vermit-

telte TLR5-Aktivierung bei chronischer CF erhalten bleibt [14]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

legen nahe, dass eine fortdauernde Aktivierung von Atemwegsepithelzellen über die Flagellin-TLR5-

Achse bei der CF nicht nur zur chronischen Entzündung der Atemwege beiträgt, sondern auch die Ho-

möostase und Regeneration des Atemwegsepithels beeinträchtigt, was wiederum zu einer Becherzell-

metaplasie beiträgt. Es ist allerdings möglich, dass neben TLR5 auch weitere Rezeptoren an der 
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Erkennung von Flagellin beteiligt sind. Yue Zhao et al. zeigten, dass eine zytosolische Detektion von 

Flagellin beispielsweise durch den NLRC4-Inflammasom-Rezeptor erfolgen kann, weshalb die in dieser 

Arbeit beschriebenen Effekte von Flagellin möglicherweise nicht ausschließlich auf TLR5-Rezeptoren 

zurückgeführt werden können [87]. Allerdings sind für diese Aktivierung bakterielle Sekretionssysteme 

notwendig, welche in den Versuchsbedingungen dieser Arbeit nicht gegeben waren. Zudem ist die Ak-

tivierung des NLRC4-Inflammasoms primär für Alveolarmakrophagen, nicht aber für Epithelzellen be-

schrieben. Eine Funktion für NLRC4 und Flagellin in Makrophagen konnte im P. aeruginosa-induzier-

ten Pneumoniemodell nachgewiesen werden [18]. Es lässt sich daher aber nicht ausschließen, dass auch 

derartige Signalwege in vivo eine Rolle spielen und für die gestörte Geweberegeneration und Hyperin-

flammation mitverantwortlich sind. Dahingehend sind weitere Studien nötig. 

Danahay et al. konnten in Folge von Behandlung von Bronchosphären mit IL-13 und IL-17A, bekannte 

Mediatoren bei Asthma bzw. Infektion mit extrazellulären Bakterien wie P. aeruginosa, eine Becher-

zellmetaplasie mit erhöhter Mukusproduktion und einer Verminderung von Markern für Zilienzellen 

detektieren [20,54,83]. Darüber hinaus konnte eine Abhängigkeit dessen von Notch2 festgestellt wer-

den. Bei Inhibition von Notch2 konnte keine Becherzellmetaplasie im Rahmen der IL-13 und IL-17A-

Stimulation mehr beobachtet werden [20]. Inwiefern Notch2 auch bei der Flagellin-induzierten Hem-

mung der Ziliogenese und Becherzellmetaplasie eine Funktion hat und welche Signalwege hier noch 

beteiligt sind, müssen weitere Studien zeigen. Es ist jedoch denkbar, dass im Fall von TLR5 und IL-

17A gleiche Signalwege zu den beobachteten Effekten führen. So führt sowohl die Aktivierung von 

TLR5 als auch des IL-17A-Rezeptorkomplexes zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NFκB 

und MAP-Kinasen mit Hilfe von Adaptorproteinen wie TRAF6 und TAK1 [6,23]. Da neben weiteren 

Entzündungsmediatoren auch IL-17 für die Entzündungsmediation bei Infektion mit P. aeruginosa ver-

antwortlich gemacht wird, ist es denkbar, dass bakterielle Faktoren additiv oder sogar synergistisch mit 

körpereigenen Entzündungsmediatoren zur Becherzellmetaplasie führen [54,83]. 

Sicher konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Stimulation mit Flagellin eine verän-

derte Differenzierung der Bronchosphären zur Folge hat. Die weitere Untersuchung dahingehend mög-

licher anderer Ursachen, neben der zu erwartenden Aktivierung von TLR5, könnten zukünftige Studien 

liefern. 

 

6.4 PAMPs sind maßgeblich an der Pathophysiologie von CF und 

COPD beteiligt 

Chronische Atemwegsinfektionen wie CF und COPD gehen mit einer Becherzellhyperplasie, einer 

Mukushyperproduktion, -sekretion sowie -akkumulation und einem Verlust an Zilienzellen einher [21]. 

Der Anteil an mukusproduzierenden Zellen gegenüber Zilienzellen ist bei Menschen mit chronischen 

Atemwegsinfektionen wie CF oder COPD erhöht [10]. Ursächlich in Verbindung gebracht werden 
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hiermit chronische Infektionszustände der Atemwege [10,72]. Die der CF und COPD zugrundeliegen-

den Pathologien und die rezidivierenden Infektionen verstärken sich im Laufe der Zeit gegenseitig [15]. 

Vermehrt zäher Mukus wird abgegeben, wodurch die mukoziliäre Clearance abnimmt. Pathogene wer-

den anschließend vermehrt im Mukus gefangen, erreichen die epithelialen Oberflächen, dringen in das 

Gewebe ein und bedingen lokale Infektionen, welche eine Mukuszellhyperplasie zur Folge haben [48]. 

Der Progress der COPD und der CF stehen in starkem Zusammenhang mit der Ansammlung von ent-

zündlichem Mukus im Lumen der Atemwege [40]. Eine tragende Rolle bei der Immunreaktion auf Pa-

thogene spielen TLRs, über welche die Epithelzellen PAMPs registrieren können [30]. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bakterielle und virale Komponenten zu einer 

deutlich veränderten Differenzierung des humanen Bronchialepithels führen können. Konkret bedeutet 

dies eine verminderte Ausbildung an Zilien und eine Mukushyperproduktion. Die erhobenen Daten wei-

sen darauf hin, dass die strukturellen Veränderungen des Bronchialepithels bei chronischen Erkrankun-

gen der Atemwege nicht rein von endogenen Faktoren abhängig sind, wie beispielsweise die Dysfunk-

tionalität des CFTR-Proteins bei der CF [44,61,65]. Adam et al. zeigten, dass frisch isolierte humane 

Atemwegsepithelzellen von CF-Patienten und -Patientinnen in ALI-Kultivierung einen hyperinflamm-

atorischen Phänotyp aufweisen, der bei Ausbleiben einer entzündlichen Stimulation bereits nach der 

ersten Passage der Basalzellen zurückgeht. Die Anzahl der Becherzellen war in CF- und nicht-CF-

Kulturen vergleichbar und erhöhte sich unter inflammatorischer Stimulation gleichermaßen [1]. Hajj et 

al. konnten eine Basalzellhyperplasie in nicht-infektiösem regenerierten humanem CF-Epithel zeigen. 

Eine signifikant erhöhte Ausbildung von Becherzellen und eine signifikant verminderte Ausbildung von 

Zilienzellen konnten hier nicht festgestellt werden [32]. Dies stützt die Annahme, dass strukturelle Um-

bauprozesse des Atemwegsepithels bei chronischen Atemwegserkrankungen wie der CF und COPD, 

maßgeblich auf Infektionen, vermittelt durch PAMPs der Krankheitserreger, zurückgehen. Während in 

der vorliegenden Arbeit die Differenzierung von Zilienzellen in humanen Bronchosphären unter Stimu-

lation durch Flagellin im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe deutlich vermindert war, zeigten 

Adam et al. eine verzögerte Differenzierung von Zilienzellen bei CF-Kulturen auch ohne inflammatori-

sche Stimulation [1]. Inflammatorische Reaktionen auf Pathogene dienen physiologischerweise der Ab-

wehr und dem Schutz des Organismus [34]. Bei chronischen Atemwegserkrankungen wie CF und 

COPD spielen allerdings auch schädliche autoinflammatorische Prozesse eine Rolle, die in Folge der 

eigentlichen Abwehrreaktion angestoßen werden [34,45]. Studien konnten zeigen, dass bei CF-

Erkrankung bereits pränatal Umbauprozesse im Atemwegsepithel stattfinden ohne jegliche Infektion 

[21,28,56,78]. Dies spricht auf der anderen Seite für einen Umbau des Bronchialepithels nicht aus-

schließlich durch Pathogene im Rahmen von Atemwegsinfektionen. Weiterhin gilt es zu erwähnen, dass 

Zellen in aktuellen Publikationen überwiegend aus erwachsenen Spendern gewonnen werden, sodass 

nur eingeschränkt Erkenntnisse zur Pathophysiologie chronischer Atemwegserkrankungen im Kindes-

alter gewonnen werden können [55]. 
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Die Konsequenz der gewonnenen Erkenntnisse für die Therapie chronischer Atemwegserkrankungen 

wäre ein effizientes Erkennen und Behandeln von Atemwegsinfektionen, wie z.B. durch P. aeruginosa 

bei CF. Hierdurch kann nicht nur die akute Krankheitsexazerbation kontrolliert werden, sondern voraus-

sichtlich auch der Krankheitsverlauf insgesamt deutlich gebessert werden [29,76]. Die Erforschung von 

Wirkstoffen, welche die Bildung von Biofilmen verhindern und so die Bakterien zugänglich für Antibi-

otika machen, ist ein vielversprechender Ansatz [70]. Weiterhin könnten die zugehörigen Signalwege 

der TLR-vermittelten Immunreaktion pharmakotherapeutisch moduliert werden. 

 

6.5 Ausblick  

Die Wirkung von PAMPs auf die Differenzierung von primären Atemwegsepithelzellen zu Bronchos-

phären wurde in der vorliegenden Arbeit in drei unabhängigen Versuchen geprüft. Es zeigte sich eine 

Mukushyperproduktion und eine verminderte Ausbildung an Zilienzellen in Folge von TLR-

Aktivierung. Eine höhere Versuchszahl mit einer höheren Anzahl sowohl gesunder als auch unterschied-

lich erkrankter Spender/-innen könnten weitere Erkenntnisse liefern. Spender/-innen-abhängige Effekte 

könnten gezielt herausgearbeitet werden. Weiterhin könnten die genauen Signalwege, die zu einer ver-

änderten Differenzierung, in Folge der Stimulation durch PAMPs, führen, weiter untersucht werden. 

Bronchosphären könnten ein nützliches Modell darstellen, um diesen Fragestellungen weiter nachzuge-

hen. Darüber hinaus könnten Schnittstellen identifiziert werden, an denen mittels Pharmakotherapie mo-

dulierend eingegriffen werden kann. Die Versuchsdauer für längere Beobachtungen könnte in zukünf-

tigen Studien ebenfalls erhöht werden. Nikolić et al. zeigten beispielsweise eine Möglichkeit die Orga-

noide zu passagieren und damit die Kultivierungsdauer zu erhöhen [55]. Ein konkretes therapeutisches 

Ziel könnte die Basalzelldifferenzierung und die Mukushyperproduktion sein, um die Lungenfunktion 

bei CF oder COPD zu verbessern. Wie bereits gezeigt, könnten Forschungsansätze hierfür die Inhibition 

von TLR-, Inflammasom- oder Notch-Signalwegen mittels small molecules oder Antikörpern in huma-

nen Bronchosphären sein [14,84]. Blohmke et al. zeigten eine verminderte proinflammatorische Reak-

tion durch Inhibition von TLR5 bei Infektion mit P. aeruginosa in CF-Atemwegsepithel. Dies könnte 

ein potenzieller therapeutischer Angriffspunkt sein. Es bestünde der Vorteil, dass nur die Immunantwort 

auf Flagellin geblockt würde, während die weiteren Immunmechanismen unbeeinflusst blieben [14].  

Organoide, wie in dem hier gezeigten Modell, bieten darüber hinaus Potenzial im Bereich der persona-

lisierten Medizin. Atemwegsepithelzellen von chronisch lungenerkrankten Menschen können beispiels-

weise über eine bronchoalveoläre Lavage (BAL) gewonnen, in vitro als Bronchosphären kultiviert wer-

den, und es könnten konkret auf die vorliegende Pathophysiologie zugeschnittene Therapiemodelle ge-

testet werden [68]. Es können die konkrete Variation der Erkrankung, der Fortschritt und das Anspre-

chen der Therapie berücksichtigt werden [79]. Im Falle der CF zeigten Berkers et al. beispielsweise ein 

Verfahren, wodurch mit rektalen Organoiden das Ansprechen auf CFTR-Modulatoren getestet werden 
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konnte [13]. Auch Organoide aus Atemwegsepithelzellen werden bereits genutzt, um CFTR-

adressierende Wirkstoffe zu testen [73]. 

Hynds et al. beschrieben ein Paradigma zur Anwendung von Organoiden in der translationalen Medizin. 

Mittels einer aus einem Patienten oder einer Patientin gewonnenen Gewebeprobe können Organoide in 

hoher Zahl kultiviert werden. In hohem Durchsatz können Untersuchungen bezüglich Wirksamkeit und 

Toxizität einer Pharmakotherapie am Gewebe des entsprechenden Individuums in vitro durchgeführt 

werden. Dieses so gewonnene Wissen kann potenziell genutzt und in Form einer suffizienten Therapie 

unmittelbar angewandt werden [42]. Organoide können hiermit sowohl im Bereich der Grundlagenfor-

schung als auch in der translationalen Forschung eingesetzt werden. Krankheiten können am Modell in 

vitro untersucht werden und es können Medikamenten-Screenings durchgeführt werden [10].  Ein per-

spektivisch denkbarer Nutzen von Organoiden wäre weiterhin ein Einsatz in der regenerativen Medizin, 

beispielsweise im Zusammenhang mit Organtransplantationen. Organoide sind neben der großen Annä-

herung an das Ursprungsgewebe trotz allem keine perfekten Imitationen. So fehlt in vielen Modellen, 

wie auch in dem hier vorliegenden, das umgebende Mesenchym [79]. Eine weitere Annäherung an die 

Bedingungen in vivo könnten weitere Studien liefern. Perspektivisch könnte das in der vorliegenden 

Arbeit angewandte Modell zunehmend Tierversuche ersetzen. Humane Atemwegsepithelzellen können 

aus Biopsien, Resektaten oder aus BALs gewonnen werden [68]. Die Verfügbarkeit wäre gegeben und 

eine stärkere Annäherung an die Bedingungen im humanen Epithel in vivo kann potenziell erreicht wer-

den.   

Abschließend lässt sich sagen, dass Bronchosphären eine geeignete Methode für die Erforschung chro-

nischer Lungenerkrankungen darstellen. Sie könnten auch in Zukunft weitere Erkenntnisse über die 

Auswirkung anhaltender Infektionen auf das Atemwegsepithel liefern und als Grundlage für die Erfor-

schung neuer Therapieansätze von chronischen Atemwegserkrankungen dienen. 
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