152 WISSENSCHAFT - SPECIAL: MOLEKULARE MEDIZIN

downl oaded: 2.8.2022

.org/10. 48350/ 170689 |

https://doi

source:

Organs-on-Chip

Ein biologisches Lungenmodell
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Standard in vitro models fail to reproduce the complex cellular
microenvironment of the human lung, whereas lung animal models
poorly predict drug response in humans. A powerful alternative to
model various aspects of the air-blood barrier is lung-on-chips using a
thin and porous polymeric membrane. Researchers from the University
of Bern have developed a new generation lung-on-chip that mimics an
array of alveoli based on a biological membrane, on which patient cells
are cultured, opening new potentials for lung research, drug screening
and personalized medicine.
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B Die Lunge ist ein komplexes Organ, des-
sen Hauptfunktion der Gasaustausch ist. Sie
ist das groBte Organ des menschlichen Kor-

pers und spielt eine Schliisselrolle fiir die
Sauerstoffversorgung des Korpers. Beim
Atmen diffundiert der Sauerstoff aus der ein-
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A Abb. 1: Herstellung der Kollagen-Elastin-Membran fiir die Lunge-auf-Chip der zweiten Genera-
tion. A, Auf ein diinnes Goldnetz mit hexagonalen Poren von etwa 260 um wird ein Tropfen
Kollagen-Elastin-Lésung pipettiert und B, bildet dort durch die Oberflachenspannung eine diinne
Membran, C, die durch Unterdruck gedehnt werden kann. D, Humane Lungen-Alveolarepithel-
zellen kénnen darauf zusammen mit Endothelzellen ko-kultiviert und E, gedehnt werden.

Aus: Zamprogno P et al., Common Biol (2021) 4:168, [13].

geatmeten Luft in das Blut und Kohlendioxid
wird aus dem Korper freigesetzt. Dieses Pha-
nomen findet in der kleinsten funktionellen
Einheit der Lunge statt: der Blut-Luft-Schran-
ke [1]. Sie besteht aus einer ultradiinnen
Membran, an der Epithel- und Endothelzellen
befestigt sind [2]. Diese Komponenten wer-
den durch die Atembewegung standig einer
dreidimensionalen Verformung unterworfen.
Der Grad der linearen Dehnung wahrend der
normalen Atmung in den Lungenblaschen
schwankt im Schnitt zwischen vier und zwolf
Prozent [3]. Aufgrund ihrer Struktur, ihrer
komplexen zelluldren Zusammensetzung und
ihrer dynamischen Mikroumgebung ldsst
sich die Lunge in vitro nur schwer nachbilden.
Denn eine realistische Nachbildung muss
Atembewegungen, den Gasaustausch an der
ultradiinnen Blut-Luft-Schranke sowie die
extrazelluldre Matrix (ECM), an der die Zellen
befestigt sind, beinhalten.

In den letzten Jahrzehnten wurde in meh-
reren Berichten auf die mangelnde Effizienz
der Arzneimittelforschung und die damit ver-
bundenen hoheren Kosten hingewiesen [4].
Eine der groBten Herausforderungen ist die
Extrapolation von Stoffwechseldaten aus
in vitro- und Tiersystemen auf den Menschen
[5]. Zellkulturmodelle und Tiermodelle haben
demnach klare Limitierungen, da sie die Wir-
kung neuer Arzneimittel auf den Menschen
nicht genau voraussagen. Einerseits konnen
in vitro-Standardmodelle die komplexe Archi-
tektur und einige der Schliisselelemente
menschlicher Organe nicht reproduzieren.
Andererseits gelten Tiermodelle aufgrund der
Unterschiede zwischen den Spezies als
unvollkommener Ersatz fiir menschliche
Modelle, was sich in der schlechten Ubertrag-
barkeit von Medikamentenwirkungen bei
Nagetieren auf die Lunge des Menschen
gezeigt hat [6, 7]. AuBerdem sind sie zeitauf-
wiéndig, teuer und ethisch fragwiirdig. So
werden etwa vermehrt Stimmen laut, die
alternative Forschungsmethoden fordern.
Daher besteht ein dringender Bedarf an der
Entwicklung relevanter Modelle, um die der
Pathogenese von Lungenkrankheiten zugrun-
de liegenden Schliisselmechanismen zu
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untersuchen und potenzielle therapeutische
Ziele zu identifizieren, die spéter in persona-
lisierte Therapieansitze einflieBen konnen.

Lungen-auf-Chip als hochkomplexe
in vitro-Simulationen der Lunge

Ein seit einer Dekade praktizierter Ansatz ist
die Lunge-auf-Chip [8, 9, 10]. Diese komple-
xen in vitro-Modelle werden insbesondere im
Bereich der pharmakologischen Forschung
zur Entdeckung neuer Wirkstoffe eingesetzt
[11, 12]. Die erste Generation solcher Lun-
gen-auf-Chip wurde mit einer diinnen, poly-
meren und porosen Membran entwickelt. Ein
frither, aus Bern stammender Ansatz, war
hier ein Lunge-auf-Chip-Array, das die Umge-
bung des Lungenparenchyms einschlieBlich
Alveolarbarriere und der dreidimensionalen
zyklischen Belastung durch Atembewegun-
gen nachahmte [9, 10]. Das Mikro-Diaphrag-
ma zur Dehnung der Alveolarbarriere wurde
dabei dem Zwerchfell nachempfunden, wel-
ches die Inspiration verantwortet. Das Design
sollte dabei die in vivo-Bedingungen im Lun-
genparenchym bestmoglich reproduzieren.

Doch mit diesem Schritt waren die Mog-
lichkeiten einer naturalistischen Lunge-auf-
Chip noch nicht ausgereizt. Denn um die
Wirkstoffforschung effizient zu unterstiitzen
und eine viable Alternative zu bisherigen
Forschungsmodellen zu sein, miissen
Organs-auf-Chip moglichst nah an die in vivo-
Verhiltnisse herankommen. Daher folgte
sechs Jahre spidter die Entwicklung einer
Lunge-auf-Chip der zweiten Generation
durch das ARTORG OOC-Labor. Dabei wird a)
die polymere (PDMS) Membran durch eine
rein biologische Membran aus Proteinen der
extrazellularen Lungenmatrix ersetzt, b) ein
Geflige mehrerer Alveolen in realistischen
Dimensionen erzeugt, anstelle einer bisher
einzelnen groBen Oberflache, welche ledig-
lich eine Alveole nachahmt, sowie c¢) eine
Membran erzeugt, die sich der natiirlichen
Oberflachenspannung bedient und daher ein-
fach herzustellen ist [13].

Eine biologisch abbaubare Blut-Luft-
Schranke in LebensgroBe

Die Lungenblédschen, die wabenférmig auf
dem Chip angeordnet sind, haben etwa
lebensgroBe Dimensionen. Das System
besteht aus einer diinnen, dehnbaren Mem-
bran, die erstmals aus natiirlichen Lungen-
molekiilen - Kollagen und Elastin - herge-
stellt ist. Die Auswahl dieser beiden Proteine
erfolgte aufgrund ihrer komplementiaren
Rolle fiir das biomechanische Verhalten von
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A Abb. 2: Eigenschaften von CE-Membranen. A, Durchbiegung von CE-Membranen und B,

die entsprechende lineare Dehnung bei verschiedenen Zusammensetzungen in Abhéngigkeit
von einem angelegten Vakuum (n=6 fiir CE-Membran 1:1 und 2:1 und n=4 fiir CE-Membran 1:3).
Eine 10 um diinne Polydimethylsiloxan(PDMS)-Membran diente als Referenz (n=6).

Aus: Zamprogno P et al., Common Biol (2021) 4:168, [13].

gesundem Lungengewebe. Die stabile Mem-
bran ermdglicht das Simulieren von Atembe-
wegungen durch mechanisches Dehnen der
Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum.

Die Herstellung (Abb. 1) der Lunge-auf-
Chip der zweiten Generation ist weniger auf-
wandig als die von Vorgdangermodellen und
erfolgt in drei Schritten: Zunachst wird auf
ein diinnes Goldnetz aus hexagonalen Poren
von etwa 260 um ein Tropfen Kollagen-Elas-
tin-Losung pipettiert, welche dort durch die
Oberflachenspannung eine diinne Membran
bildet. Im zweiten Schritt kann diese Mem-
bran auf Alveolarebene gedehnt werden,
indem ein negativer Druck auf die basolate-
rale Seite der Membran ausgeilibt wird.
SchlieBlich ist es moglich, primdre humane
Lungen-Alveolarepithelzellen vom Typ I
(ATI) und Typ II (ATII) in Ko-Kultur mit Lun-
genendothelzellen auf der diinnen Kollagen-
Elastin-Membran zu kultivieren, welche die
Blut-Luft-Schranke nachbilden [13].

Die erhaltene Membran ist diinn, pords,
flexibel und biologisch abbaubar. Sie kann
iber mehrere Monate sowohl in trockenem
als auch in feuchtem Zustand aufrechterhal-
ten werden, was eine langfristige Zellkultur
ermoglicht. Dartiber hinaus konnen ihre
mechanischen Eigenschaften durch Ande-
rung der Zusammensetzung oder des Her-
stellungsverfahrens leicht angepasst werden
[14]. Wird die Kollagenkonzentration verrin-
gert, wird die Membran weicher, was zu
einer groeren Durchbiegung und damit zu
groBeren linearen Dehnungen fiihrt (Abb. 2).
Die Membran tbertrifft PDMS (die Lunge-
auf-Chip der ersten Generation) in vielerlei
Hinsicht: Sie absorbiert kein Rhodamin-B, ist
biologisch abbaubar, ahmt die extrazellulire
Matrix der Lunge nach und ldsst sich mit
einer einfachen Methode herstellen.

In einem Studienaufbau [13] wurde die
Blut-Luft-Schranke mit primdren Lungen-
Alveolarepithelzellen von Patientinnen und

Patienten und primédren Lungenendothel-
zellen rekonstruiert. Primare Zellen bieten
im Vergleich zu Zelllinien eine Reihe von
Vorteilen, darunter einen Phanotyp, der dem
urspriinglichen Gewebe nahekommt, die
Fahigkeit zur Differenzierung in ein in vivo-
ahnliches Gewebe und eine gréfere Spender-
vielfalt, die die natiirliche Vielfalt der
menschlichen Bevolkerung widerspiegelt.
Die Epithelzellen konnten am Leben erhalten
werden und bildeten mehrere Tage lang eine
dichte Barriere an der Luft-Fliissigkeits-
Grenzflache, wahrend sie von dem auf der
basolateralen Seite der Membran befindli-
chen Medium genédhrt wurden (Abb. 3). Die-
ser Befund zeigt, dass die biologische Mem-
bran fiir Zellnahrstoffe pords ist. Es wurden
typische Marker fiir Alveolarepithelzellen
beobachtet, wahrend die Barriereeigenschaf-
ten bis zu drei Wochen lang erhalten blieben.

Besiedlung mit menschlichen Zellen
bahnt Weg fiir personalisierte
Medizin

Die weiterentwickelte biologische Lunge-auf-
Chip der zweiten Generation (Abb. 3) repro-
duziert einige wichtige Merkmale der Lun-
genalveole in Bezug auf Struktur (Anordnung
der Lungenbldschen und Faserstruktur),
extrazellulare Matrixzusammensetzung, Bar-
rierefunktionen und dynamische Mikroum-
gebung. Sie ermoglicht die Nachbildung
einer Blut-Luft-Schranke, ohne eine kiinstli-
che Schicht zwischen den Epithel- und den
Endothelzellen - ein wichtiger Aspekt zur
Untersuchung veranderter Blut-Luft-Schran-
ke bei Lungenerkrankungen wie der idiopa-
thischen Lungenfibrose (IPF) oder der
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung
(COPD).

Die Membran reproduziert wichtige
Aspekte der extrazellularen Lungenmatrix,
also dem Gewebeanteil, der zwischen den
Zellen liegt, und eroffnet den Weg zur Nach-
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A Abb. 3: Eingeférbte primére Lungen-
Alveolarepithelzellen von Patienten, die auf
einer Lunge-auf-Chip der zweiten Generation
kultiviert wurden. Skala: hexagonalen Poren:
ca. 260 um. Aus: Zamprogno P et al.,
Common Biol (2021) 4:168, [13].

bildung biologischer Barrieren auf einem
neuen Komplexitatsniveau. Neben der Blut-
Luft-Schranke kann die Membran verschie-
dene in vitro-Barrieren nachbilden. Die Modi-
fizierung der Membransteifheit durch
Abstimmung der Hydrogelzusammenset-
zung, der Proteinkonzentration und des Her-
stellungsverfahrens ermoglicht es, die
mechanischen Eigenschaften der extrazellu-
laren Matrix einer Vielzahl von Geweben zu
reproduzieren.

Durch die Besiedlung der Lunge-auf-Chip
der zweiten Generation mit priméaren Alveo-
larepithelzellen von Patienten eroffnen sich
zudem neue Moglichkeiten der personalisier-
ten Medizin. Das System kann sowohl gesun-
de Lungenbldschenzellen als auch Zellen von
Erkrankten kultivieren und erlaubt es, diese
in ihrer natiirlichen Umgebung zu studieren.
Dies tragt zu einem klinisch verbesserten Ver-
standnis der Lungenphysiologie im Gesund-
heits- sowie im Krankheitszustand bei. Zudem
kann das biologische Modell ein wertvolles
Werkzeug fiir das Screening neuer Wirkstoffe
im Sinne einer Prazisionsmedizin werden, da
hier direkt die Reaktion der menschlichen
Lunge auf Pathologien und Therapieansitze
erforscht werden kann. Langfristig haben sol-
che Ansitze das Potenzial, Tierversuche in der
pneumologischen Grundlagen-und Translati-
onsforschung zu reduzieren. Gleichzeitig bie-
ten sie patientenrelevantere Ergebnisse in der
Wirkstoffforschung, mit der Moglichkeit, die-
se sogar fiir einzelne Patientinnen und Patien-
ten maBzuschneidern, also genau die Therapie
zu identifizieren, die diesem Patienten am
besten hilft.
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