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Einzelzellanalysen von Lungenorganoi-
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Lung organoids are 3D, self-organizing structures derived from epithe-
lial progenitor cells that replicate key aspects of the human lung. They
serve as models for research and drug discovery. Modern methods
such as single-cell RNA sequencing elucidate cell differentiation path-
ways and cellular mechanisms. Comparing results with patient data
enhances the relevance of the findings. Organoids provide an ethical
alternative to animal experiments and are increasingly replacing ani-
mal studies.
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einem pseudomehrschichtigen Flimmerepi-
thel, dessen Dicke zunehmend abnimmt, je
weiter man in die unteren Atemwege vor-

B Das humane Atemwegsepithel erstreckt
sich von den oberen Atemwegen bis zu den
respiratorischen Bronchiolen. Es besteht aus
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A Abb. 1: Bronchialorganoide werden aus Basalzellen differenziert, die aus Bronchien gewonnen
werden. In den differenzierten Bronchialorganoiden kénnen die typischen Atemwegszellen unter-
schieden werden. Alveolarorganoide werden aus aufgereinigten Typ-Il-Zellen differenziert. Es
werden allgemein akzeptierte Zellmarker gezeigt. Created in BioRender. Beissswenger C (2025),
https://BioRender.com/e44c175.

dringt. Hauptbestandteile des Atemwegsepi-
thel sind Basalzellen, Zilienzellen, mukusse-
zernierende Becherzellen und Keulenzellen
sowie seltenere Zellen wie Ionozyten. In den
Alveolen wird das Alveolarepithel durch
Pneumozyten des Typs I und II gebildet.
Die sehr diinnen Typ-I-Zellen, die weniger als
1 um messen, ermdoglichen einen effektiven
Gasaustausch mit den umgebenden Kapilla-
ren. Typ-II-Zellen besitzen hingegen Stamm-
zelleigenschaften und sind fiir die Sekretion
von Surfaktant und anderen Proteinen ver-
antwortlich, die fiir die Funktionalitat der
Lunge essenziell sind.

In den letzten Jahren wurden verschiedene
Organoid-Modelle entwickelt, die wertvolle
Einblicke in die Grundlagenforschung, per-
sonalisierte Medizin und die Entwicklung
neuer Therapien ermdoglichen. Organoide
imitieren zentrale Eigenschaften der
3D-Architektur, Zellzusammensetzung und
Funktion von Organen, wiahrend sie zugleich
als zugangliche und vereinfachte Zellkultur-
modelle dienen. Der Begriff ,Lungenorgano-
ide” bezeichnet selbstorganisierende Struk-
turen, die aus Vorlduferzellen des Lungen-
epithels hervorgehen und in 3D-Kulturen
mit oder ohne mesenchymale Zellen differen-
ziert werden. So lassen sich beispielsweise
Basalzellen der Atemwege innerhalb von
30 Tagen zu Bronchosphéren differenzieren,
die aus Basalzellen, Becherzellen, Keulen-
zellen und Zilienzellen bestehen. Ebenso
konnen humane Lungen-Typ-II-Vorlauferzel-
len isoliert und zu 3D-Organoiden differen-
ziert werden, die sowohl Typ-II-als auch Typ-
I-Zellen enthalten. Solche Modelle ermogli-
chen es, spezifische Krankheitsprozesse
nachzustellen (Abb. 1).

Bronchialorganoide

Einzelzellanalysen (scRNA-seq) stellen eine
hoch aussagekréftige Methode in der Zellbio-
logie dar. scRNA-seq-Analysen ermoglichen
die Untersuchung der Genexpression auf der
Ebene einzelner Zellen. Dadurch konnen
Zelltypen, zellulare Mechanismen und Sig-
nalwege, Zell-Zell-Interaktionen und vieles
mehr hochaufldsend identifiziert und charak-
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terisiert werden. Mittels scCRNA-seq-Analy-
sen unter Verwendung bioinformatischer
Methoden wie Trajectory-Analysen lassen
sich die Entwicklungswege einzelner Zellen
entlang eines Differenzierungsprozesses
abbilden. Sie helfen zu verstehen, wie sich
eine Zelle von einem Ausgangszustand (z. B.
einer Vorlauferzelle) iiber verschiedene Zwi-
schenstufen in spezialisierte Zelltypen ent-
wickelt. Fiir das Atemwegsepithel wurde
nachgewiesen, dass Basalzellen als Stamm-
zellen nicht nur Becher-, Keulen- und Zilien-
zellen, sondern auch seltene Zelltypen wie
Ionozyten hervorbringen kénnen. Dabei kon-
nen sich Zilienzellen auch tiber sekretorische
Zellen differenzieren [1].

In verschiedenen Studien haben wir Bron-
chialorganoide aus Basalzellen differenziert.
Diese Organoide bilden Sphédren mit einem
Hohlraum und weisen Zilien auf (Abb. 2A
und B). Mithilfe von scRNA-seq-Analysen
lassen sich in diesen Organoiden die wich-
tigsten Zelltypen des Atemwegsepithels
identifizieren. Dazu wird die Expression zell-
typspezifischer Gene untersucht, wie bei-
spielsweise FOXJ1 fiir Zilienzellen oder
MUCS5B fiir Becherzellen (Abb. 2C und D).
Trajectory-Analysen zeigen, dass sich Basal-
zellen auch in diesem Organoid-Modell iber
sekretorische und deuterosomale Zwischen-
stufen zu Zilienzellen differenzieren
(Abb. 2E). Werden diese Organoide mit Zell-
giften wie Doxorubicin behandelt, zeigen
Becherzellen eine erhohte Expression von
Genen, die an der Entgiftung beteiligt sind
(Abb. 2F). Dies unterstreicht die Vorteile von
Lungen-Organoiden gegeniiber konventionel-
len 2D-Kulturen, in denen zelltypspezifische
Effekte nicht erkennbar sind.

In unseren Projekten nutzen wir das
Potenzial von Bronchialorganoiden als viel-
seitiges Modell zur Untersuchung krank-
heitsrelevanter Prozesse und therapeu-
tischer Ansdtze. Wir konnten zeigen, dass
bakterielle Bestandteile wie Flagellin aus
Pseudomonas aeruginosa — einem problema-
tischen Erreger bei der Mukoviszidose - Zili-
enverlust, iiberméBige Schleimbildung und
eine Becherzellmetaplasie auslosen [2]. Dar-
iber hinaus haben wir die Wirkung von
Protease-Inhibitoren auf die Infektion und
Replikation von SARS-CoV-2 getestet [3]. Die
Senolytika Quercetin und Dasatinib wirkten
im Bronchialorganoid-Modell der durch
Doxorubicin induzierten Zellalterung entge-
gen, ohne toxische Effekte zu verursachen.
Dies wurde u. a. durch die Seneszenz-assozi-
ierte B-Galactosidase-Aktivitdat nachgewie-
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A Abb. 2: Bronchialorganoide wurden aus Basalzellen des Atemwegsepithels differenziert und
mittels Einzelzellsequenzierung analysiert. A, Phasenkontrastbild von Organoiden. B, H&E-Farbung
eines Organoids mit sichtbaren Zilien. C, Dotplot mit Zellmarkern (pct exp: Anteil der Zellen, die
das Gen exprimieren; Average Expression: die Farben zeigen die Durchschnittliche Expression des
Gens). D, UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) mit Zelltypen. E, Die Trajectory-
Analysen zeigt den Differenzierungsweg der Basalzellen ausgehend von den Basalzellen tber
sekretorische und deuterosomale Zellen hin zu Zilienzellen. F, Dotplot fiir Entgiftungsgene expri-
miert in Organoiden, die mit dem Zellgift Doxorubicin (Doxo) oder Kontrollmedium (Control)
behandelt wurden.

sen. Einzelzellsequenzierungen bestatigten
zudem, dass Quercetin den Anteil seneszen-
ter Zellen nach Doxorubicinb-Stimulation
reduziert [4].

Alveolarorganoide

Eine gestorte Interaktion zwischen Pneumo-
zyten und Fibroblasten spielt eine entschei-
dende Rolle in der Pathogenese und dem
Fortschreiten von Lungenerkrankungen wie
der idiopathischen Lungenfibrose. MUC5B-

Promotervarianten stellen einen dominanten
Risikofaktor fiir die Entwicklung der idiopa-
thischen Lungenfibrose (IPF) dar. Wir haben
die Interaktion zwischen priméaren Fibroblas-
ten und aus menschlichen Lungen isolierten
Typ-lI-Zellen mithilfe eines Organoid-Modells
untersucht. Dabei wurden die Typ-II-Zellen
aus menschlichen Lungen isoliert und iiber
einen Zeitraum von 21 Tagen entweder in
Anwesenheit priméarer Fibroblasten oder in
einem Kontrollmedium als Alveolarorganoi-
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A Abb. 3: Typ-ll-Zellen wurden aus menschlichen Lungen isoliert und als Alveolarorganoide in Ab-
und Anwesenheit von Fibroblasten (FB) fiir 21 Tage kultiviert. A, Phasenkontrastbild von Organoi-
den. B, UMAP mit Zelltypen. C, Dotplot mit Zellmarkern. D, histologische Féarbung fiir MUC5B
(braun gefarbt) eines mit Fibroblasten kultivierten Organoids. E, Die Cell-Chat-Analyse zeigt, dass
Fibroblasten den TWEAK-Signalweg in den verschiedenen Pneumozyten-Populationen (prolifera-
ting AT2, dedifferentiated AT2, aberrant AT2) aktivieren. Der LIFR-Signalweg wird in Fibroblasten
autokrin und Uber die verschiedenen Pneumozyten-Populationen aktiviert. Die Farben stehen fiir
den Zelltyp, der das Signal sendet.
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de kultiviert. In Anwesenheit von Fibroblas-
ten kam es zu einem zystischen Wachstum,
wihrend Kontroll-Organoide ein traubenfor-
miges Wachstum aufwiesen (Abb. 3A). Ein-
zelzellanalysen, histologische Untersuchun-
gen und qRT-PCR zeigten, dass Fibroblasten
mit hoher Expression von Fibrosemarkern
IL-6-STAT3-Signalwege in AT2-Zellen regu-
lieren. Diese Wechselwirkung forderte das
zystische Organoid-Wachstum der AT2-
Zellen mit ausgepragter MUC5B-Expression
(Abb. 3A-D). Zudem haben wir auch MUC5B
in Verbindung mit AT2-Zellen in Proben von
IPF-Patienten nachgewiesen, was auf eine
Rolle des von Pneumozyten exprimierten
MUC5B in der Pathogenese der IPF hindeutet
[5].

CellChat ist eine Software, mithilfe derer
die Interaktionen zwischen verschiedenen
Zelltypen analysiert und visualisiert werden
konnen. Es ermdoglicht, wichtige Ligand-
Rezeptor-Paare und Signalwege zu identi-
fizieren, was entscheidende Einblicke in
zugrunde liegenden Mechanismen von
Gewebehomoostase, Regeneration und
Krankheit liefert. Unsere Analysen ergaben,
dass Fibroblasten TNFSF12 (TWEAK), HGF
und PTN exprimieren, wdhrend in den
Pneumozyten eine entsprechende Rezeptivi-
tat fiir diese Liganden vorhergesagt wurde
(Abb. 3E). TWEAK, ein Typ-II-Transmem-
branprotein aus der TNF-Superfamilie, modu-
liert dabei verschiedene zelluldre Prozesse,
insbesondere Entziindung, Zelliiberleben
und Proliferation. In unseren Analysen ergab
sich zudem in den Fibroblasten eine auto-
krine und parakrine Induktion von LIF/LIFR-
Signalwegen, was die IL-6-Expression ver-
mittelt [5].

Organoide-Modelle als Ersatz zum
Tierversuch

Mausmodelle sind in der Lungenforschung
weit verbreitet, stehen aber oft im Wider-
spruch zu den 3R-Prinzipien (Replace,
Reduce, Refine). Thre begrenzte Ubertraghar-
keit auf den Menschen - bedingt durch
Unterschiede in Lungenphysiologie, Immun-
system, Stoffwechsel und mehr — sowie der
hohe Tierverbrauch widersprechen dem Ziel,
Tierleid zu minimieren. Alternative, tierver-

suchsfreie Methoden sind daher essenziell
fiir ethisch vertretbare und translatierbare
Forschung. Komplexe 3D-Lungenorganoide
sind eine vielversprechende Alternative in
der Lungenforschung, da sie die menschliche
Lungenphysiologie und zellulare Zusammen-
setzung realistisch nachbilden. Sie ermogli-
chen die Untersuchung zellularer und mole-
kularer Prozesse von Lungenerkrankungen
und bieten durch die Verwendung von
Omics-Technologien - wie Einzelzellanaly-
sen, Proteomics, Epigenomics und Metabolo-
mics — detaillierte Einblicke in pathologische
Mechanismen. Der Abgleich mit Patienten-
Omics-Daten erhoht die Relevanz der Ergeb-
nisse fiir den menschlichen Organismus.
Zudem lassen sich Krankheitsverldufe und
Therapieansdtze in einem kontrollierten
Umfeld simulieren, wodurch der Bedarf
an Tierversuchen reduziert und ethische
sowie methodische Bedenken umgangen
werden. |
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