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1. Einleitung 

1.1. Allgemeines zur Kryokonservierung 

Das Wort Kryokonservierung kommt zu einem aus dem Griechischen von krýos = Kälte, zum 

anderen von lateinisch conservare = erhalten.  

Wie der Name somit sagt, sorgt Kryokonservierung für den Erhalt von Zellen, Organellen und 

Geweben, indem diese auf sehr niedrige Temperaturen, unterhalb des Gefrierpunktes von Was-

ser, heruntergekühlt werden. Ziel ist es, die biologische Aktivität zu stoppen, um die Viabilität 

des Gewebes für einen späteren Gebrauch zu erhalten (Iussig et al. 2019). 

Bei niedrigen Temperaturen werden die biologischen und chemischen Prozesse von lebenden 

Zellen und Geweben stark minimiert, sodass dieser Vorgang eine Langzeitlagerung von Zellen 

und Geweben ermöglichen kann. Dennoch ist das Kühlen für die meisten lebenden Zellen 

schädlich. Dies ist auf die intra- und extrazelluläre Eiskristallbildung zurückzuführen, die zu 

zellulären mechanischen Einschränkungen führt (Jang et al. 2017). Den einschränkenden Fak-

tor der Kryokonservierung stellt die unkontrollierte Eiskristallbildung der verwendeten Metho-

den dar. Zur Minimierung der Eiskristallbildung kommen Kryoprotektoren zum Einsatz. Jedoch 

muss auch das Gehalt der Kryoprotektoren in akzeptabler Konzentration verwendet werden, da 

diese einen zelltoxischen Charakter haben (Taylor et al. 2019). 

Die ersten Anfänge der Kryokonservierung fanden bereits vor ca. 200 Jahren statt. Seit Beginn 

stellte die Kryokonservierung von lebendem Gewebe einen zentralen Punkt der Kryobiologie 

dar (Arav 2014). 1938 wurde die erste erfolgreiche Kryokonservierung von pflanzlichen Zellen 

bekannt gegeben, die von Luyet durchgeführt wurde (Luyet und Thoennes 1938), gefolgt von 

tierischen Zellen im Jahre 1949 (POLGE et al. 1949). Seitdem wird Kryokonservierung an ver-

schiedenen Zelltypen angewandt, wie z. B. an Eizellen (Argyle et al. 2016), humanen Stamm-

zellen (Hunt 2011), Lebergewebe bis hin zu kardiovaskulären Allografts zur klinischen Anwen-

dung (Jashari et al. 2013). Um sowohl eine optimale Zellviabilität sowie ein Erhalt der physio-

logischen Funktionen zu erreichen, arbeiten Wissenschaftler stetig daran die Strategie der Kry-

okonservierung zu verbessern (Iussig et al. 2019). 

Gerade die Kryokonservierung von Eizellen spielt bereits seit mehreren Jahren eine relevante 

klinische Rolle. Im Jahre 1986 wurde von der ersten Schwangerschaft berichtet, die durch eine 

zuvor kryokonservierte Eizelle hervorgerufen wurde (Chen 1986). Durch diese Errungenschaft 

wird Frauen in fertilem Zustand ermöglicht ihre funktionsfähigen Eizellen einzufrieren, um 
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diese zu einem späteren Zeitpunkt zu befruchten. Dies stellt einen großen Vorteil für Frauen 

dar, die z. B. mit einer neuen Diagnose wie einer malignen Neoplasie konfrontiert werden und 

sich daher einer sterilisierenden Therapie wie z. B. Chemotherapie oder Bestrahlung unterzie-

hen müssen (Jain und Paulson 2006). 

1.1.2 Überblick über die physikalischen und biologischen Zusammenhänge der langsamen 

Kryokonservierung mit Kristallisation 

Wie bereits erwähnt, ist die Methodik der Kryokonservierung durch den negativen Einfluss auf 

die Zellviabilität limitiert. Der Prozess der Kryokonservierung wird durch potenziell schädliche 

Faktoren beeinflusst, denen thermische, mechanische und chemische Komponenten zugrunde 

liegen.  

Aus diesem Grund ist es wichtig die Vorgänge, die sich während des Einfrier-, aber auch wäh-

rend des Auftauprozesses im Gewebe abspielen, zu verstehen (Mazur 1984). Das Einfrieren 

kann Zellen für einen langen Zeitraum konservieren. Die Schwierigkeit der Erreichbarkeit der 

optimalen Viabilität liegt in dem Prozess die Zellen bzw. das Gewebe auf sehr niedrige Tempe-

raturen zu überführen, bei denen es zu keiner Zellschädigung mehr kommt. Zwischen -15 °C 

und -60 °C liegt die schädigende Temperatur, die gleich zweimal überwunden werden muss, 

zum einen beim Einfrieren, zum anderen erneut beim Auftauen. Bei Temperaturen des flüssigen 

Stickstoffs, also bei -196 °C, ereignen sich keine thermischen Prozesse mehr, auch ist keine 

thermische Energie mehr vorhanden um chemische Reaktionen durchzuführen (Mazur 1984). 

Aus diesem Grund bleiben die Eigenschaften der Zelle zeitlich unbeschränkt erhalten, es findet 

somit auch keine Alterung der Zellen mehr statt (Friedler et al. 1988). Wie in Abb.1 dargestellt 

kommt es zwischen -5 °C und -15 °C zu einer extrazellulären Eiskristallbildung, die Zellorga-

nellen bleiben jedoch zunächst ungefroren, da durch die Plasmamembran eine Eiskristallbil-

dung im Cytoplasma verhindert wird. Das extrazelluläre Medium enthält weniger gelöste Stoffe 

und ist zudem volumenmäßig größer, sodass dieses zuerst gefriert. Da nur das reine Wasser 

kristallisiert, steigt die Konzentration der gelösten Stoffe im Wasser während des Einfrierens 

an. Das Wasser in der Zelle hat ein höheres osmotisches Potenzial als das Gefrorene extrazel-

lulär, weshalb es entlang eines osmotischen Gradienten nach extrazellulär fließt. Ist die Kühl-

rate langsam genug, kann das Wasser nach extrazellulär weichen und es kommt intrazellulär 

nicht zu einer Eiskristallbildung. Folge ist jedoch, dass die Zelle dehydriert, da der osmotische 

Gradient zu lange einwirkt und die Zelle zu stark schrumpft. Auch führt die daraus resultierende 

steigende Konzentration an Elektrolyten zur Schädigung der Zellorganellen. Bei schneller 
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Kühlrate kann das Wasser nicht vollständig nach extrazellulär gelangen und es kommt zur int-

razellulären Eiskristallbildung, die ebenso zellschädigend wirkt (Han und Bischof 2004). Eine 

optimale Kühlrate ist somit entscheidend, um einen erfolgreichen Erhalt der Viabilität der Zelle 

zu erreichen. Es muss die Überführung in flüssigen Stickstoff erfolgen, bevor die Zelle dehy-

driert, aber nachdem ausreichend Wasser nach extrazellulär gelangt ist. Das Optimum liegt dort, 

wo diese beiden Effekte der unterschiedlichen Kühlraten am kleinsten sind (Mazur 1988). Die 

daraus abgeleitete Hypothese wird Zwei-Faktor-Hypothese genannt, da es zwei Faktoren (De-

hydrierung der Zelle und intrazelluläre Eiskristallbildung) gibt, die die Zelle beim Einfrieren 

schädigen (Abb. 2). 

 
Abb. 1: Schematische Darstellung der physikalischen Ereignisse während des Einfrierens einer 
Zelle, erstellt in Anlehnung an (Mazur 1977) und (Jang et al. 2017). Dargestellt sind die physikali-

schen Ereignisse einer Zelle in Abhängigkeit der Kühlrate. Die Rauten stellen Eiskristalle dar.  
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Abb. 2: Zwei-Faktoren-Hypothese nach Mazur et al., erstellt in Anlehnung an (Karlsson und To-
ner 1996). Gezeigt wird der Zellschaden bei langsamer und schneller Kühlrate, sowie die daraus resul-

tierende optimale Kühlrate. Suboptimale Temperaturen beim Einfrieren führen zu Dehydrierung oder 

intrazellulärer Eisbildung. Die Hypothese beruht darauf, diese zwei Faktoren zu vermeiden und daher 

eine optimale Kryokonservierung zu erzeugen.

Die Schäden von Zellen durch das Einfrieren sind im Folgenden noch einmal zusammengefasst:

I. Steigende intrazelluläre Elektrolytkonzentration mit der Folge der osmotischen 

Schädigung der Zellmembran (Mazur 1977). 

II. Schädigung der intrazellulären Proteine durch erhöhte Elektrolytkonzentratio-

nen.

III. Mechanische Schädigung durch Eiskristallbildung. Das Ausmaß der Schädigung 

steht in Korrelation mit der Gesamtmenge des Eises in einer Zelle (Farrant et al. 

1977).
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Nicht nur das Einfrieren, sondern auch der Auftauprozess hat einen Einfluss auf die Überle-

bensraten der Zellen. Ein zu langsames Auftauen kann zu einer sogenannten Rekristallisierung 

der intrazellulär gebildeten Eiskristalle führen (Pegg 2007). Beim Unterschreiten der kritischen 

Temperatur zwischen -15 °C und -60 °C wird das Wachstum der Kristalle eingestellt. Durch-

laufen die Zellen beim Auftauen erneut diese Temperaturen kann es zu einem weiteren Kristall-

wachstum kommen und somit auch zu ansteigenden intrazellulären Elektrolytkonzentrationen 

durch den wachsenden osmotischen Gradienten zwischen intra- und extrazellulär. Die beim 

Einfrieren entstehenden Eiskristalle sind zunächst nicht weiter schädlich, solange sie eine ge-

wisse Größe nicht überschreiten (Mazur 1977); (Hunt 2019). Durch hohe Auftauraten kann er-

reicht werden, dass das Kristallwachstum verringert wird. Die Auftaurate sollte somit so hoch 

wie möglich gewählt werden (Koshimoto und Mazur 2002). In Studien hat das schnelle Erwär-

men der Zellen in einem Wasserbad bei 37 °C  die besten Überlebensraten gezeigt (Royere et 

al. 1996).  

1.1.3 Kryokonservierung ohne Kristallisation (Vitrifikation)  

Auf Grund der entstehenden Schäden bei der langsamen Kryokonservierung, sowohl durch De-

hydratation als auch durch Eiskristallbildung, wurde in den 1980er versucht eine neue Methode 

zu entwickeln. Diese neue Methode wird Vitrifikation (Verglasung) genannt (Pegg 2002). Die 

Vitrifikation (von lat. vitrium= Glas) bezeichnet eine Methode, bei der es durch eine sehr 

schnelle Kühlrate zu geringeren Zellschäden durch Eiskristallbildung kommt (Arav 2014). Es 

zeigte sich, dass hierbei die Zellen direkt von einem flüssigen Zustand unter Zunahme der Vis-

kosität in einen amorphen, glasartigen Zustand überführt werden (Khalili et al. 2017). Die Zel-

len bzw. das Gewebe werden direkt in flüssigen Stickstoff überführt, sodass sehr hohe Abkühl-

raten bis zu 20.000 °C/min erreicht werden, daher kommt es anstatt zu der schädlichen Eiskris-

tallbildung zu einer Erstarrung, auch Soldifikation genannt (Vajta und Kuwayama 2006). Ein 

Nachteil der Vitrifikation ist, dass sehr hohe Konzentrationen an Kryoprotektiva benötigt wer-

den, die jedoch einen zelltoxischen Effekt aufweisen. Dieses Problem stellt auch den limitie-

renden Faktor der Methode dar (Kader et al. 2009). Für das Überführen in einen amorphen 

Zustand ist jedoch beides notwendig, die hohen Abkühlraten sowie eine ausreichende Konzent-

ration an gelösten Stoffen durch Kryoprotektiva, um bereits zuvor die Viskosität zu erhöhen 

(Chen und Yang 2009).  
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Vitrifikation. Ist die Konzentration an gelösten Stoffen, sowie 

die Abkühlrate ausreichend hoch, können Zellen ohne Kristallisation kryokonserviert werden. Erstellt 

in Anlehnung an (Jang et al. 2017). 

1.3 Kryoprotektiva 

1.3.1 Allgemeines

Prinzipiell sind Kryoprotektiva verschiedene chemische Stoffgruppen, die die Funktion besit-

zen, die Schädigungen der Kryokonservierung zu minimieren oder sogar vollständig zu verhin-

dern. Das erste Kryoprotektivum, das von Polge 1949 als Einflussreichstes entdeckt wurde war 

Glycerol. Nach dieser Entdeckung gab es eine Vielzahl von Studien, die zahlreiche weitere 

Kryoprotektiva erforschten, die Zellen nach dem Einfrieren und Auftauen erhalten können 

(Rajan und Matsumura 2018). 1950 zeigte Smith, dass die Zugabe einer 10-15 % Lösung mit 

Glycerol die Hämolyse von Erythrozyten nach dem Einfrieren verhindert (SMITH 1950). 1959 

zeigte sich eine neue Entdeckung der Kryoprotektiva, denn Lovelock und Bishop entdeckten 

Dimethylsulfoxid (DMSO). Sie beobachteten, dass DMSO ebenso die Zellmembran penetriert, 

jedoch deutlich schneller als Glycerol und daher eine geringere Konzentration zum vollständi-

gen Schutz vor Einfrierschäden notwendig ist (Misch und Misch 1967).  

Kryoprotektiva, auch als CPAs (cryoprotective agents) bezeichnet, reduzieren allgemein die 

Eismenge, die bei bestimmten Temperaturen gebildet wird, indem sie die 
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Gesamtkonzentrationen an gelösten Stoffen erhöhen. Sie besitzen unterschiedliche Strategien, 

um das gemeinsame Ziel zu erreichen: Es kann der Gefrierpunkt der Lösung gesenkt, die Zell-

membran stabilisiert und auch die Dehydratation der Zelle beeinflusst werden (Meryman 1974). 

Es bestehen jedoch bestimmte Anforderungen an CPAs, denn zum einen müssen sie in die Zelle 

eindringen können und zum anderen eine geringe Toxizität aufweisen (Pegg 2007).   

Ein Einfrieren von Zellen und Geweben ohne die Verwendung von CPAs würde zu einer deut-

lichen Reduktion der Viabilität des Gewebes führen.  

Kryoprotektiva werden in zwei wesentliche Gruppen unterteilt, je nach ihrer Fähigkeit die Zell-

membran zu durchdringen, spricht man von penetrierenden oder nicht-penetrierenden CPAs 

(Meryman und Howard 1977).  

 

Penetrierende Kryoprotektiva Nicht-penetrierende Kryoprotektiva 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Trehalose 

Ethylenglykol Saccharose 

1,2-Propandiol Hydroxyethylstärke 

Glyzerin Fetales Kälberserum 

Propylenglykol Humanes Serumalbumin 

 
Tab. 1: Übersicht über Beispiele für penetrierende und nicht-penetrierende Kryoprotektiva.  
 

Penetrierende Kryoprotektiva können ihre schützende Wirkung sowohl intra- als auch extrazel-

lulär entwickeln. Im Allgemeinen haben penetrierende CPAs zwei Schutzwirkungen. Sie er-

niedrigen den Gefrierpunkt, indem sie die Osmolalität intra- und extrazellulär erhöhen. Dies 

führt zu einer geringeren Aufkonzentrierung der Elektrolyte und einer geringeren Eisbildung, 

da ein größerer Wasserausstrom aus der Zelle ermöglicht wird (Benson et al. 2012). Des Wei-

teren ersetzen sie Wassermoleküle während der Dehydratation und stabilisieren dadurch die 

Membran und Makromoleküle durch die extrazelluläre Eiskristallbildung. Sie können wie Was-

ser an die Makromoleküle binden und erzeugen dadurch die Stabilisation dieser (Meryman 

1974).  
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Nicht-penetrierende Kryoprotektiva haben ein hohes Molekulargewicht und können, wie der 

Name schon sagt, die Zellmembran nicht durchdringen. Sie schützen aber im Extrazellulärraum 

vor osmotischen Schäden und stabilisieren die Zellmembran. Die Stabilisierung wird durch 

Wasserstoffbrückenbindungen hervorgerufen, die die Kryoprotektiva mit den hydrophilen 

Gruppen der Zellmembran eingehen (Shaw und Jones 2003). Sie verändern die Elektrolytkon-

zentration der Zelle, da der Zelle durch die osmotischen Vorgänge Wasser entzogen wird. Es 

wird daher der intrazellulären Eiskristallbildung entgegengewirkt, da es zu einer Dehydrierung 

der Zelle kommt. Da sich dadurch jedoch auch die Osmolalität extrazellulär erhöht, wird auch 

in diesem Kompartiment der Eisbildung entgegengewirkt. Sie sorgen auch dafür, dass die Zelle 

vor zu großen Volumenänderungen während des Einfrierens bewahrt wird, indem sie als osmo-

tischer Puffer wirken und die Wassereinstrom- und die Wasserausstromgeschwindigkeit beein-

flussen (Friedler et al. 1988). Die häufigsten verwendeten Kryoprotektiva dieser Gruppe sind 

Mono- und Disaccharide. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Schutzfunktion der Sac-

charide abhängig von deren Molekulargewicht ist (Izutsu et al. 2004). 

 

Durch CPAs kann zwar in gewissem Ausmaß die Eisbildung der Zellen, Gewebe und Organe 

verringert werden. Dennoch stellt die Toxizität dieser Stoffe ein Problem dar. Die toxische Wir-

kung der CPAs ist sowohl temperatur-, aber auch konzentrationsabhängig (Best 2015). Kryo-

konservierung ohne eine Eiskristallbildung wäre somit möglich, wenn CPAs in unlimitierter 

Konzentration verwendet werden könnten (Elliott et al. 2017). Oftmals wird eine Kombination 

aus penetrierenden und nicht-penetrierenden Kryoprotektiva verwendet, da hierdurch die Wir-

kung penetrierender CPAs verstärkt wird und die Toxizität herabgesetzt werden kann (Gao und 

Critser 2000). Eine Kombination ist ebenso sinnvoll, da während des Auswaschens von penet-

rierenden CPAs ein osmotisch bedingtes Anschwellen der Zelle durch die Zugabe nicht-penet-

rierender CPAs reduziert werden kann (Woods et al. 2004).  

Im Folgenden soll kurz auf die in dieser Arbeit verwendeten Kryoprotektiva, DMSO und Tre-

halose, genauer eingegangen werden.  
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1.3.2 Dimethylsulfoxid 

Die kryoprotektive Eigenschaft von DMSO wurde im Jahre 1959 erstmalig von Lovelock und 

Bishop entdeckt. Seither wird es regelmäßig zur Kryokonservierung verwendet, besonders auf 

Grund seiner niedrigen Kosten, aber auch wegen der geringen Zelltoxizität (Jang et al. 2017).  

DMSO gehört zu den membrangängigen Kryoprotektiva und entfaltet seine schützende Wir-

kung erst intrazellulär. Es erreicht seine Wirkung, indem es eine Erniedrigung des Gefrierpunk-

tes hervorruft, dadurch wird den Zellen während des Einfrierens ermöglicht mehr Wasser nach 

extrazellulär abzugeben (Ashwood-Smith 1967). Der Vorteil von DMSO gegenüber Glycerol 

wird darin begründet, dass DMSO die Zellmembran schneller passiert und der osmotische 

Schock beim Hinzugeben und Auswaschen geringer ist (Ashwood-Smith 1967).  

 

 

 

Abb. 4: Strukturformel von Dimethylsulfoxid. 

1.3.3 Trehalose 

Trehalose gehört in die Gruppe der nicht reduzierenden Disaccharide, es besteht aus zwei α,α'-

1,1-glycosidisch verknüpften Glucose-Molekülen. Einige Organismen und Bakterien können 

in stressbedingten Situationen Trehalose produzieren. Dadurch konnten sie eine Kühlung und 

Wiedererwärmung und die einhergehende Dehydrierung überleben (Crowe et al. 1992). 

Ein Beispiel für einen natürlich vorkommenden Organismus, der das Kryoprotektivum Treha-

lose produziert um Trockenperioden zu überstehen, ist die Wüstenpflanze Selaginella lepido-

phylla (Olsson et al. 2016). In Anlehnung an diese Erkenntnisse wurde Trehalose auf seine 

kryoprotektiven Eigenschaften an Bakterien, Pilzen sowie komplexen Geweben wie beispiels-

weise Pankreasgewebe untersucht (Crowe et al. 1992; Yokomise et al. 1995). Es wurde von 

mehreren Autoren berichtet, dass ein höheres Potential des kryoprotektiven Effektes durch die 

Zugabe von Trehalose zu DMSO erzielt werden konnte (Kim et al. 2001; Solocinski et al. 2017). 

Trehalose zeigte auch eine größere Effizienz im Schutz der Proteine beim Einfrieren als andere 

einfache Zucker. Experimente haben ebenso gezeigt, dass es auch im Schutz der Membran-

strukturen einzigartig ist und bessere Ergebnisse erzielt als andere Zucker (Lillford und Holt 

2002).  
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Es bildet Wasserstoffbrücken mit den Makromolekülen aus und sorgt dadurch für den Erhalt 

ihrer funktionsfähigen Konstellation während des Wasserentzugs beim Einfriervorgang (Hara 

et al. 2017). Es konnte in mehreren Studien festgestellt werden, dass durch die Zugabe von 

Trehalose zum Einfriermedium eine höhere Überlebensrate der Zellen und Gewebe erzeugt 

werden kann (Lee et al. 2013).  

 

 

 

Abb. 5: Strukturformel von Trehalose. 
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1.4 Kryokonservierung von Geweben  

Gewebe stellen komplexe Verbände verschiedener Zellen dar, um eine funktionelle Einheit zu 

bilden.  

Der Gefrierprozess von komplexen Geweben und Organen ist durchaus komplizierter als bei 

einzelnen Zellen, da diese aus unterschiedlichsten Zelltypen bestehen, die zum Teil individuelle 

kryobiologische Anforderungen besitzen. Durch die erhöhte Zelldichte in Organen ist auch der 

Wärmetransport eingeschränkt (Mazur 1984). Einzelzellen werden daher mit größerem Erfolg 

kryokonserviert als Gewebe (Pegg 2001).  Der Größenunterschied zwischen Gewebe und Ein-

zelzelle stellt einen wesentlichen Einfluss dar, da die Diffusionsstrecke für die Kryoprotektiva 

deutlich erhöht wird. Äußere Zellschichten sind länger dem Kryoprotektivum ausgesetzt, wäh-

rend die Diffusion in das Innere des Gewebes deutlich länger andauert. Jedoch nicht nur das 

Eindringen der Kryoprotektiva, sondern auch der Wasserausstrom aus großen Gewebeteilen ist 

verlangsamt. Der verlangsamte Wasserausstrom wiederum begünstigt das Auftreten von intra-

zellulärer Eiskristallbildung (Korniski et al. 1999). Bei Systemen, die aus mehreren Zellen be-

stehen, kann es zudem zu einer interzellulären Eiskristallbildung kommen (Acker et al. 2001). 

Diese Eisbildung zwischen den Zellen beschädigt die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen 

sowie die Blutgefäße in vaskularisiertem Gewebe, die für das Überleben des Gewebes essenzi-

ell sind (Acker und McGann 2000). Wenn sich ein Eiskristall interzellulär bildet, führt dies 

dazu, dass aus den umgebenden Arealen weiterhin Wasser in dessen Richtung strömt, sodass 

der Eiskristall weiter wachsen kann und das Gewebe durch den mechanischen und osmotischen 

Einfluss schädigt (Taylor et al. 2019).   
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1.5 Biobank 

In Biobanken können Zellen und Gewebe über einen längeren Zeitraum gelagert werden, auf 

mikrobielle Kontamination überprüft und letztendlich zu einem beliebigen Zeitpunkt für den 

Gebrauch im Labor oder am Patienten bereitgestellt werden. Das Wort Biobank wurde erstmals 

im Jahre 1996 von Loft und Poulson in Zusammenhang mit dem Gebrauch von humanem bio-

logischen Material gebracht (Loft und Poulsen 1996). 

Seitdem hat sich eine enorme Entwicklung in Bezug auf das Sammeln und Lagern von humanen 

Proben vollzogen. Heute können über einen langen Zeitraum konserviertes Gewebe, Zellen, 

DNA und Proteine gelagert werden. Es können zwei Arten von Biobanken unterschieden wer-

den. Zum einen die populationsbasierte Biobank, deren Bestreben darin besteht bei der Ent-

wicklung verschiedener Krankheiten den Einfluss genetischer, sowie die Exposition externer 

Faktoren zu untersuchen. Zum anderen gibt es die krankheiten-orientierte Biobank, die entstan-

den ist, mit dem Ziel die Pathogenese der menschlichen Krankheiten zu untersuchen und neue 

Therapiestrategien zu entwickeln (Coppola et al. 2019).    

Seit dem Jahre 2000 stellen Biobanken eine nicht mehr wegdenkbare Unterstützung der Medi-

zin dar. Sie ermöglichen es prospektive und retrospektive Studien zu speziellen Krankheiten 

durchzuführen (Kinkorová und Topolčan 2018).  

Die Möglichkeit einer erfolgreichen Kryokonservierung von Organen und Geweben würde ei-

nen weltweiten medizinischen Nutzen bringen, einen Nutzen für die öffentliche Gesundheit. 

Kryokonservierung könnte es ermöglichen Organe und Gewebe so lange aufzubewahren, bis 

sie benötigt werden, sei es zur Transplantation oder zur Forschung. Da menschliche Gewebe 

für die Forschung nur eingeschränkt verfügbar sind, beruht ein Großteil der Daten auf Tiermo-

dellen. In vielen Fällen könnten gerade in Hinblick auf die Wirkstoffforschung menschliche 

Gewebemodelle aussagekräftigere Daten liefern. Die Voraussetzung, die hierfür geschaffen 

werden muss, ist die schädlichen Faktoren der Kryokonservierung soweit zu minimieren, dass 

kein relevanter Einfluss auf die Versuchsergebnisse besteht. Ein weiterer Vorteil, den die Kry-

obank mit sich bringt, ist die Reduktion der Tierversuche (Giwa et al. 2017).  
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1.6 Gewebepräzisionsschnitte 

1.6.1 Allgemeines 

Die Entwicklung der Gewebepräzisionsschnitte ist auf Krumdieck et al. zurückzuführen, der 

im Jahre 1980 ein handbetriebenes Mikrotom entwickelte. Bereits 50 Jahre zuvor wurden von 

Otto Warburg Gewebeschnitte erstellt. Jedoch gelang es damals noch nicht eine standardisierte 

Technik zu etablieren, da die Schnitte mit Hand erstellt wurden (Stribos et al. 2016). Durch 

Krumdiecks Mikrotom wurde dies ermöglicht. Das Ziel war es dünne Gewebeschnitte zu pro-

duzieren, die die gleiche Dicke aufweisen und geringem mechanischem Trauma ausgesetzt wer-

den. Es konnten so erstmalig Gewebeschnitte einer Dicke zwischen 160 und 640 μm hergestellt 

werden, die histologisch eine gut erhaltene Gewebestruktur aufwiesen (Krumdieck et al. 1980).  

 

 

 
Abb. 6: Mikrotom aus dem Jahr 1980 nach (Krumdieck et al. 1980). 
 

Man unterscheidet prinzipiell in-vivo- und in-vitro-Methoden. Diese unterscheiden sich in ihrer 

Spezifität und Komplexität. In Bezug auf die Komplexität stehen in-vivo-Methoden, also Ver-

suche am ganzen Organismus, an der Spitze. Gewebeschnitte stellen eine geringere Komplexi-

tät dar, jedoch dafür eine höhere Spezifität. Sie dienen als in-vitro-Modell, die sehr gut die in-

vivo-Verhältnisse darstellen. Hierbei wird ein gesamter Gewebeverband betrachtet. Dieser spie-

gelt die physiologischen Eigenschaften eines ganzen Organes wieder, sowohl auf ,,zellulärer, 

struktureller und funktioneller Ebene“ (Vickers und Fisher 2005).  

Ein besonderer Vorteil gegenüber Versuchen an reinen Zellkulturen ist der Erhalt der Zell-Zell-

Verbindungen in einem Organ (Resau et al. 1991). 
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Der Gebrauch von Organschnitten hat sich mittlerweile weltweit etabliert (Abb. 7) und wird 

vor allem von der pharmazeutischen Industrie, aber auch von universitären Laboren genutzt.  

 

 

 
Abb. 7: Gebrauch von Gewebeschnitten nach Ländern, im prozentualen Vergleich untereinander, mo-
difiziert nach (Vickers und Fisher 2005). 
 

Es gibt viele Gründe, warum Gewebepräzisionsschnitte eine adäquate in-vitro-Methode dar-

stellen. Dazu gehören der Erhalt der normalen Organarchitektur, die Möglichkeit von einem 

Organ multiple Schnitte herzustellen, sowie die Einfachheit der Präparation der Schnitte (Par-

rish et al. 1995).  

Im Falle von Gewebeschnitten von humanem Gewebe muss besonders auch auf  den Zeitraum 

nach dem Tod bis zur Explantation des Organs, den Todesgrund und den ursprünglichen Ge-

sundheitsstatus geachtet werden, da sich diese Faktoren auf die Viabilität des Gewebes auswir-

ken können (Resau et al. 1991).  
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1.6.2 Precision Cut Lung Slices (PCLS) 

Es gelang in der Vergangenheit relativ leicht Schnitte von Leber, Milz, Niere, Herz und Haut 

herzustellen. Krumdiecks Technik zur Erstellung von Gewebeschnitten konnte aber nicht so 

einfach auf die Lunge übertragen werden, da diese aus sehr weichem und luftgefülltem Gewebe 

besteht und daher keinen effizienten Widerstand beim Schneiden aufbringt. Es wurde deshalb 

Agarosegel in das Gewebe instilliert, wodurch dieses aushärtet. Dieser wichtige Schritt in der 

Weiterentwicklung kam von Placke und Fisher. Es wurde flüssige Agarose in die Atemwege 

gefüllt, die bei Temperaturen unter 25 °C hart wird, sodass während des Schneidevorgangs der 

Status der Lunge erhalten bleibt und die Atemwege nicht kollabieren können (Placke und Fisher 

1987).  Martin et al. entwickelten die Technik von Krumdieck et al. noch weiter. Dadurch wurde 

es möglich Lungengewebeschnitte mit einer Dicke von 250 μm zu erstellen und diese über 

einen Zeitraum von 72 Stunden zu kultivieren. Die geringere Schichtdicke der Schnitte macht 

eine verbesserte Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff und Nährstoffen möglich (Martin et al. 

1996). Zwar sinkt die Zahl der beschädigten Zellen mit steigender Dicke und führt daher zu 

einem geringeren Einfluss auf den gesamten Metabolismus des Schnittes, jedoch steigt auch 

die Diffusionsstrecke für das Kulturmedium an, was zu einer geringeren Viabilität beiträgt 

(Freeman und O'Neil 1984). Ziel ist es also, durch die Schnittdicke ein Minimum an Zellschä-

digung und ein Maximum an Substratdiffusion zu erreichen. 

Die Methode zur PCLS Herstellung wurde mittlerweile teilweise standardisiert. Der Prozess 

führt zu reproduzierbaren, einheitlichen Schnitten, die in einer Vielzahl von ex-vivo-Experi-

menten Anwendung finden. In zahlreichen Veröffentlichungen wurde postuliert, dass die PCLS 

über einen Zeitraum von maximal drei Tagen ihre Viabilität und Funktionalität in Kultur erhal-

ten können. Gerade aber bei der Agaroseinjektion gibt es einige Punkte zu beachten, so sollte 

der Injektionsdruck minimiert werden. Die Menge des instillierten Agarosegels ist ebenso ent-

scheidend, da bei Überschreiten der totalen Lungenkapazität ein Barotrauma des Gewebes aus-

gelöst werden kann, einhergehend mit eingeschränkter Viabilität (Sanderson 2011). 
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Viabilität beeinflussende Faktoren 

Dicke der Gewebeschnitte 

Agarose Injektion 

Kulturmedium 

Inkubationssystem 

 
Tab. 2: Zusammenfassung der Viabilität beeinflussenden Faktoren der PCLS nach (Graaf und Koster 
2003). 
 

Durch PCLS können verschiedene Regionen der Lunge untersucht werden. Es finden sich alle 

Zelltypen, die von Interesse sind im Gewebe wieder und spiegeln die Veränderungen bei Krank-

heit auch in der extrazellulären Matrix genau wider (Liu et al. 2019).  

Ein wichtiger Vorteil in der Verwendung der PCLS ist der Erhalt der Lungenarchitektur (Lyons-

Cohen et al. 2017). Im Gegensatz dazu führt die Verwendung von isolierten Zellen in Kultur zu 

einem Verlust von differenzierten Funktionen, da keine Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindun-

gen mehr vorhanden sind (Freeman und O'Neil 1984).  

Ein weiterer Vorteil der PCLS liegt in der potenziellen Reduktion der Tierversuche. Die Aus-

beute aus z. B. einem Lungenlappen der Maus liegt bei ungefähr 20 PCLS, dadurch ist es mög-

lich die Zahl der Tiere, die für ein einzelnes Experiment benötigt werden zu minimieren (Lyons-

Cohen et al. 2017). Studien an Tieren sind unumgänglich, da das humane Material, gerade für 

toxikologische Studien, limitiert ist. Durch die Gewebeschnitte wird ein Speziesvergleich er-

möglicht, da die Produktion der Schnitte sich nicht unterscheidet. Die Ergebnisse an tierischen 

PCLS können direkt mit humanen PCLS verglichen und auf diese übertragen werden (Gandolfi 

et al. 1995).  

 

Zusammenfassung Vorteile der PCLS  

Erhalt der wesentlichen Organstruktur 

In-vitro-Methode, die das in-vivo-System widerspiegelt 

Vorhandensein von multiplen Zelltypen sowie Erhalt der Zellkommunikationen 

Reduktion von Tierversuchen 

 
Tab. 3: Vorteile der PCLS. 
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PCLS fanden bereits in der Forschung zahlreicher klinisch relevanter Krankheitsbilder Verwen-

dung, so wurden sie ,,zu Studien von Asthma, COPD, Idiopathischer Lungenfibrose, Allergien, 

Infektionen und pharmakologischen Studien verwendet“ (Liu et al. 2019).  

 
Im Folgenden soll kurz auf die wichtigsten Forschungsergebnisse eingegangen werden, die zur 

Etablierung der PCLS als in-vitro-Forschungsmodell geführt haben, sowie auf den aktuellen 

Stand der Forschungsmöglichkeiten anhand der PCLS.  

 

1994 zeigten Fisher et al. an humanen PCLS, dass diese ein funktionierendes in-vitro-Modell 

für toxikologische Lungenforschung darstellen. Die PCLS wurden in den lungentoxischen Sub-

stanzen Acrolein und Nitrofurantoin kultiviert. Die Vitalität der exponierten Schnitte und der 

Kontrollschnitte wurde anhand der Proteinsynthese und des Gehaltes an Sulfhydrylgruppen 

verglichen. Dabei konnte eine eindeutig verringerte Vitalität der PCLS festgestellt werden, die 

den lungentoxischen Substanzen ausgesetzt waren (Fisher et al. 1994).   

Zwei Jahre später, 1996, konnte Martin et al. durch videomikroskopische Beobachtung der 

Bronchokonstriktion in PCLS den Nutzen dieser in pharmakologischen und funktionellen Stu-

dien bekunden. Es wurde der bronchokonstriktorische Effekt von Methacholin untersucht. Die 

Ergebnisse entsprachen den Erwartungen, eine Konstriktion der Atemwege zu beobachten, die 

mit zunehmender Methacholinkonzentration verstärkt wurde. Somit wurde gezeigt, dass PCLS 

ein nützliches Modell in Studien zur Bronchokonstriktion darstellen. Die Ergebnisse waren prä-

zise und konnten mehrfach reproduziert werden. Es wurde auch gezeigt, dass kleinere Atem-

wege sensitiver auf Methacholin reagieren als im Durchmesser größere (Martin et al. 1996). 

Die Möglichkeit der Beobachtung der Bronchokonstriktion wurde im Folgenden vor allem in 

Bezug auf die Pathophysiologie von Asthma bronchiale genutzt (Wohlsen et al. 2001). 2009 

wurde in einer Publikation von Wohlsen et al. eine weitere Möglichkeit über den Gebrauch von 

PCLS in der Erforschung von pulmonalen Erkrankungen veröffentlicht. Bei respiratorischen 

Erkrankungen, wie Asthma bronchiale, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) und 

Lungenfibrose ist durch eine Beeinträchtigung des respiratorischen Flimmerepithels die muko-

ziliäre Clearance reduziert. Die Regulation des Flimmerepithels wird hauptsächlich von cAMP 

beeinflusst, sodass Substanzen, die dessen Bildung beeinflussen, wie z. B. Terbutalin oder Ro-

fluminast, untersucht wurden. 

An den behandelten PCLS wurde anschließend die Zilienschlagfrequenz gemessen und video-

mikroskopisch beobachtet. Die Ergebnisse demonstrierten eine gute Einsetzbarkeit der geteste-

ten Medikamente, da eine konzentrationsabhängige Zunahme des ziliären 
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Flimmerepithelschlags beobachtet werden konnte (Wohlsen et al. 2010).  

Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist als chronische interstitielle Lungenerkrankung mit 

einer hohen Morbidität verbunden. PCLS wurden als ex-vivo-Modell in der Medikamentenfor-

schung bereits verwendet. Die Produktion von PCLS explantierter IPF Lungen ist möglich, 

diese sind jedoch selten verfügbar und repräsentieren das Organ in einem fortgeschrittenen 

Krankheitsstadium. 2017 wurde in einer Publikation veröffentlicht, dass anhand von PCLS 

frühe pulmonale fibrotische Veränderungen untersucht werden können. Es wurden PCLS von 

gesunden Spenderlungen erstellt und diese mit profibrotischen Faktoren inkubiert. Die fibroti-

schen Veränderungen wurden histologisch und mittels Immunfluoreszenz anhand der Umstruk-

turierung des Alveolarepithels und der Reduktion von Surfactant Protein C gezeigt. Somit 

wurde ein ex-vivo-Modell entwickelt, das es ermöglicht den Pathomechanismus der frühen IPF 

zu studieren. Dennoch stellt dieses Modell nur einen Anteil der IPF-Veränderungen im Gewebe 

dar und imitiert nicht komplett den Status der frühen IPF. Es ist daher in großem Interesse dieses 

Modell zukünftig weiter auszuarbeiten (Alsafadi et al. 2017).  

Auch in Bezug auf infektiologische Erkrankungen, wie Infektionen mit Adenoviren, In-

fluenzaviren, Respiratory Syncytial Virus oder Chlamydophila pneumoniae wurden Lungenge-

websschnitte verwendet, um die respiratorische Pathogenese und den Replikationszyklus dieser 

zu untersuchen (Rosales Gerpe et al. 2018). Ein limitierender Faktor aller Untersuchungen an 

PCLS stellt die zeitlich begrenzte Viabilität in Kultur dar.  
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1.6.3 Kryokonservierung von PCLS 

Wie zuvor bereits beschrieben sind PCLS in Kultur nur zeitlich beschränkt vital. Ein weiterer 

Fortschritt in der Benutzung der PCLS wurde durch die Kryokonservierung und der damit ein-

hergehenden Möglichkeit einer späteren Nutzung hervorgerufen (Liu et al. 2019). Speziell für 

pharmakologische und toxikologische Untersuchungen ist es von großem Interesse humanes 

Material zu verwenden. Dafür ist jedoch eine geeignete Lagerung notwendig, die das optimale 

Nutzen von dem gering zur Verfügung stehenden Material gewährleistet. Auch sind oftmals 

wiederholte Versuche mit gewissem Zeitabstand an Gewebeschnitten des gleichen Ursprungs 

notwendig. Dies verdeutlicht die Bedeutsamkeit, die Kryokonservierung von Gewebeschnitten 

zu perfektionieren (Glöckner et al. 1998). Ein weiterer Vorteil der Kryokonservierung von Ge-

webeschnitten ist, dass übrig gebliebene Schnitte weggefroren werden können, um diese zu 

einem späteren Zeitpunkt zu verwenden. Oftmals werden aus einer gerade verfügbaren Lunge 

mehr Schnitte produziert als für das Experiment benötigt werden (Graaf und Koster 2003).  

Die Kryokonservierung von Gewebeschnitten kann als erfolgreich betrachtet werden, wenn die 

Schnitte nach dem Auftauen eine funktionelle Viabilität für eine suffiziente Zeitperiode aufwei-

sen. Zur Überprüfung dieser Viabilität wurden einige Verfahren getestet. Zu den in Publikatio-

nen regelmäßig verwendeten Parametern gehören die Messungen der Aktivität von metaboli-

schen Enzymen, wie die Bestimmung von 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetra-

zolium bromid (MTT) und Parameter, die die generelle Zelltoxizität widerspiegeln, wie die 

Freisetzung der Lactatdehydrogenase (LDH) (Maas et al. 2000a).   

 

Die Viabilität kryokonservierter muriner Lungengewebsschnitte wurde bereits vielfach unter-

sucht, in Bezug auf humane Schnitte ist das Wissen jedoch noch beschränkt. Im Folgenden soll 

auf wichtige aktuelle Ergebnisse der Forschung an kryokonservierten PCLS eingegangen wer-

den.  

 

Die Anwendung von kryokonservierten PCLS wurde im Jahre 2014 von Rosner et al. beurteilt. 

Es wurde demonstriert, dass die Möglichkeit besteht, murine PCLS zu kryokonservieren und 

letztendlich wieder aufzutauen sowie zu einem späteren Zeitpunkt für Untersuchungen der 

Atemwegsreaktivität zu verwenden. Rosner et al. kam zu dem Ergebnis, dass Kryokonservie-

rung zu keinem steigenden Zelltod oder Beschädigungen der Gewebestruktur führt, ebenso be-

einflusst der Prozess nicht die Atemwegskontraktilität auf Methacholin sowie die Relaxation 

auf Chloroquin. Der LDH-Assay wurde zur Messung der Zellzytotoxizität angewandt, hier 
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konnte kein signifikanter Unterschied zwischen gefrorenen und ungefrorenen PCLS festgestellt 

werden. Mittels MTT Assay konnte eine Reduktion der enzymatischen Aktivität gezeigt wer-

den.  

Erstmalig konnte also veranschaulicht werden, dass es ein Verfahren gibt murine PCLS einzu-

frieren und wieder aufzutauen und dabei eine unveränderte Reaktion auf Methacholin und 

Chloroquin aufrechtzuerhalten (Rosner et al. 2014).  

 

Wie zuvor beschrieben wurde bereits im Jahre 1994 durch Fisher et al. gezeigt, dass PCLS für 

toxikologische Untersuchungen geeignet sind. Hieran wurde angeknüpft und die Brauchbarkeit 

an kryokonservierten PCLS getestet.  

Als zu testendes Toxin wurde Zinkchlorid (ZnCl₂) verwendet, eine Chemikalie, die bekannt ist 

für ihre Lungentoxizität. Zum Vergleich wurden auch zwei Zelllinien verwendet, die bereits in 

toxikologischen Untersuchungen getestet wurden, ebenso fand eine in-vivo-Kontrolle durch 

intratracheale ZnCl₂ Instillation und anschließende bronchoalveoläre Lavage statt. Zur Evalua-

tion der metabolischen Aktivität wurde auch der MTT Assay verwendet, ebenso fand eine Mes-

sung des mitochondrialen Membranpotentiales mittels Tetramethylrhodamine ethyl esther 

perchlorate assay (TMRE) statt. TMRE akkumuliert in aktiven Mitochondrien, sodass beschä-

digte Mitochondrien ein schwächeres Fluoreszenzsignal produzieren. Des Weiteren fand eine 

Bestimmung von Cytochrom p450 statt, um eine Aussage über die metabolische Kompetenz zu 

treffen. Die Induktion von oxidativem Stress wurde anhand der Glutathion S-Transferase 

(GST), einem wichtigen Antioxidans, ermittelt. Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Un-

terschied sowohl der Cytochrom p450 Level des mitochondrialen Membranpotentiales als auch 

der Glutathion Konzentration zwischen frischen und kryokonservierten PCLS. Beide Gruppen 

wiesen jedoch eine ähnliche Antwort auf ZnCl₂ auf, auch in Hinblick auf die Inkubation in 

steigenden ZnCl₂ Konzentrationen. Die Ergebnisse der Zelllinien lieferten vergleichbare Aus-

sagen. Auch die in-vivo-Daten zeigten eine ZnCl₂ dosisabhängige Lungenschädigung und 

Glutathion Reduktion, wie im ex- vivo PCLS Experiment beobachtet. Die Autoren schlossen 

daher darauf, dass kryokonservierte PCLS als ein realisierbares Modell zur Anwendung in der 

toxikologischen Forschung geeignet sind (Watson et al. 2016).   
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2016 wurde von Bai et al. veröffentlicht, dass eine Biobank von kryokonservierten humanen 

PCLS (hPCLS) eine stabile Möglichkeit für die Forschung der Lungenphysiologie und Lun-

generkrankungen wiedergibt. Es wurde in dieser Studie gezeigt, dass die Kryokonservierung 

nur einen geringen Einfluss auf die Zellviabilität und die Funktionen von Immunzellen (Pha-

gozyten und T-Lymphozyten) hat. Auch wurde die Kontraktion und Relaxation der Atemwege 

nach Kryokonservierung untersucht. Diese zeigte keinen Unterschied bezüglich der Reaktion 

der frischen PCLS. Die Viabilität wurde anhand der freigesetzten LDH im Kulturmedium ge-

messen. Die Ergebnisse erbrachten, dass ein minimaler Zelltod bzw. Apoptoseinduktion nach 

dem Auftauen stattfindet, jedoch konnten mikroskopisch keine strukturellen Parenchymverän-

derungen und Veränderungen des Zilienschlages im Epithel der Atemwege beobachtet werden. 

Es gelang auch erstmals die Aktivität der Phagozyten in hPCLS zu demonstrieren. Die spezifi-

sche Antwort einzelner Zelltypen stellt ein besseres Kriterium für die erhaltenen Zellfunktionen 

dar. Da die Funktion der Immunzellen eine wichtige Rolle in der Abwehr hat wurde hierauf ein 

Fokus gelegt. Die hPCLS wurden mit fluoreszierend markierten Escherichia coli inkubiert, an-

schließend konnte in den kryokonservierten hPCLS aktive Phagozytose durch intrazellulär flu-

oreszierende Partikel in den Phagozyten beobachtet werden (Bai et al. 2016) . 

 

In dieser Arbeit wurde darüber hinaus auch die Differenzierung der Pneumozyten Typ II sowie 

deren Surfactant Produktion nach Kryokonservierung untersucht. Allgemein hat Surfactant 

zwei wesentliche Aufgaben. Zum einen verringert es die Oberflächenspannung und zum ande-

ren spielt es eine Rolle in der Immunabwehr der Lunge. Surfactant besteht zu 90 % aus Lipiden 

und zu 10 % aus Proteinen. Es gibt vier Surfactant spezifische Proteine: Surfactant Protein (SP) 

A, SP-B, SP-C, SP-D (Dobbs 1989). In dieser Arbeit wurden SP-B und SP-C untersucht.  
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1.7 Ziele der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war es, eine optimale Methode zur Kryokonservierung von murinen und hu-

manen Lungengewebeschnitten herauszuarbeiten, um diese für Forschungszwecke auch über 

einen längeren Zeitraum verwenden zu können. Die zeitlich eingeschränkte Viabilität der PCLS 

stellt ein Problem dar, wie auch das begrenzt verfügbare humane Material, sodass Kryokonser-

vierung eine Lösung der limitierten Verfügbarkeit und Viabilität sein könnte. Hierzu ist es not-

wendig eine Methode zu erforschen, die eine Lagerung über einen längeren Zeitraum ermög-

licht und zugleich keine gravierenden negativen Auswirkungen auf die Zellen des Gewebes und 

deren Funktionen hat. Die Anwendung an murinen PCLS wurde zuvor schon zahlreich unter-

sucht, während die Forschungen in Bezug auf humanes Gewebe noch beschränkt sind. Kryo-

konservierung wird bereits erfolgreich an verschiedenen Geweben verwendet, wie z. B. Sper-

mien, Eizellen und Lebergewebe. Ein erstrebenswertes Ziel wäre es, dies auf Lungengewebe 

zu erweitern, um das verfügbare Material für Experimente optimal nutzen zu können. Diese 

Arbeit sollte einen Beitrag dazu leisten, indem verschiedene Medien zur Kryokonservierung 

muriner PCLS verglichen und diese bei humanen PCLS angewendet wurden, sowie die Viabi-

lität der PCLS in Kultur über mehrere Tage beobachtet wurde. Es stellten sich die folgenden 

Fragen:  

1. Inwieweit hat die Kryokonservierung von PCLS Einfluss auf deren Viabilität und die 

Surfactantproduktion? 

2. Kann durch die Verwendung von Trehalose als Kryoprotektivum eine bessere Vitalität 

erzielt werden? 

3. Wie reagiert humanes Lungengewebe auf die Kryokonservierung? 

Die konkreten Ziele der Untersuchungen waren: 

- Quantifizierung von Zelltod und Zelllyse mit Hilfe der Messung der LDH-Aktivität. 

- Messung der enzymatischen Zellaktivität. 

- Detektierung lebender differenzierter Alveolarepithelzellen Typ II. 

- Immunologischer Nachweis Zelltod markierender Proteine (gespaltene Caspase 3) und                   

Proteine des Surfactantsystems (Sp-B, Sp-C).
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2. Materialien und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Geräte und Verbrauchsmaterialien Hersteller 

96-Well Mikrotestplatte Sarstedt 

Apoptom Zeiss 

Biopsiestanze 6 mm Miltex 

Blot Papier: Whatmann 3 mm GE Healthcare 

Chemilumineszenz- Imager Intas Chemostar Intas 

Cryo-Pure Gefäß Sarstedt 

Deckglas Engelbrecht 

Elektrophoresis Power Supply EV231 Consort 

Eppendorf Reaktionsgefäß 1,5 ml-2 ml Sarstedt 

Falcon Gefäße 50 ml Greiner Bio-One 

Flüssigstickstoff  

Gefrierschränke (+4 °C, -20 °C, -80 °C) Comfort 

Gelelektrophorese Laufkammer Mini Protean BIO-RAD 

Glasplatten Gelelektrophorese Mini Protean 3 System 

• Short Plates 

• Spacer Plates mit 1,5 mm Spacer 

BIO-RAD 

Heizblock VLM 

Homogenisator Precellys Bertin 

Inkubator 

• Heracell 150i                                                                    

• Function Line UT6 

  

Thermo Scientific 

Heraeus Instruments 
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Magnetrührer 

• IKA RH basic 2 

• MR 2002 

 

IKA Werke 

Heidolph 

Mikrotiterplatten Reader Tecan; infinite M200 pro 

Mikrowelle 900 & Grill Severin 

Objektträger  

Petrischale Sarstedt 

pH-Meter Seven Compact Mettler Toledo 

Pipetboy Hirschmann 

Pipetten 1000 - 100 - 10 Eppendorf 

Pipettenspitzen 1000 μl – 200 μl – 10 μl Sarstedt 

Rasierklingen Wilkinson 

RM5 Schüttler Cat; Zipperer 

Scalpel Feather 

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BIO-RAD 

Transfermembran 0,45 μm Immobilin-P Merck Millipore 

Versiegelungsfolie für Mikrotiterplatte Thermo Scientific 

Vibrationsmikrotom HM 650 v Thermo Scientific 

Vortexer 

• IKA Vibrax VXR 

• Vortex Genie 2 

 

IKA Werke 

scientific Industries 

Waage 

• AB 54 

• PB801 

 

Mettler Toledo 

Mettler Toledo 

Wasserbad TX 12 Julabo 

Zellkulturflaschen Greiner bio-one 

Zellkulturplatten 96–24 Well Sarstedt 
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Zellsieb Falcon 100 μm Corning 

Zentrifuge Mikro 200 R Hettich 

2.1.2 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Albumin Fraktion V Roth 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth 

ß-Mercaptoethanol Roth 

Bromphenolblau Merck 

Certified Low Melt Agarose BIO-RAD 

CO2 Independent Medium Gibco 

D (+) -Trehalose Roth 

Dimethylsulfoxid Roth 

Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 
(DMEM/F-12) 

Gibco 

Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS) with D-Glu-

cose und Sodium Pyruvate 

Lonza 

EDTA Merck 

Fetales Kälber Serum (FKS) Sigma Aldrich 

Glycin Roth 

Immobilon Western (Chemiluminescent HRP Substrat) Millipore 

LysoTracker Green DND - 26 Thermo Scientific 

Methanol Sigma Aldrich 

Milchpulver Roth 

Natriumdeoxycholat Sigma Aldrich 

Natriumchlorid Sigma Aldrich 

Page Ruler Prestained Ladder Thermo Scientific 
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Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich 

Phenymethanesulfonyl fluoride (PMSF) Sigma Aldrich 

Rotiphorese Gel 30 Roth 

SDS- Pellets Roth 

Sodium deoxycholate Sigma Aldrich 

TEMED Roth 

Tricine Sample Buffer BIO-RAD 

Tris Roth 

Triton X-100 Sigma Aldrich 

Tween 20 Sigma Aldrich 

 

2.1.3 Verwendete Kits 

Verwendete Kits Hersteller 

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche  

Halt Protease & Phosphatase Single-Use  

Inhibitor Cocktail 

Thermo Scientific  

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit,  

for mammalian cells 

Thermo Scientific  

MTT cell Proliferation Assay  ATCC  

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific  
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2.1.4 Antikörper 

Primärantikörper Hersteller 

Anti-beta Actin Antikörper, rabbit 

polyclonal 

abcam (ab8227) 

Anti-Mature SP-C, rabbit polyclonal Seven Hills  

(WRAB-76694) 

Anti-Pro + Mature Surfactant Protein B  

antibody, rabbit polyclonal 

abcam (ab40876) 

Gespaltene Caspase-3, rabbit monoclonal cellsignal (#9664) 

 

Sekundärantikörper 

 

Schwein anti-Kaninchen-IgG, HRP- 

gekoppelt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dako (P0217) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Versuchstiere 

Für die Analyse des murinen Lungengewebes wurden sowohl männliche als auch weibliche 

Mäuse gleicher Anzahl des Zuchtstammes C57 BL/6N verwendet, die zum Zeitpunkt der Ex-

perimente 12 Wochen alt waren. Diese wurden über die Firma Charles River Laboratories, Re-

search Models and Services, Germany GmbH in Sulzfeld, bezogen. 

Die Genehmigung für die Tierversuche wurde durch das Regierungspräsidium Gießen einge-

holt und ist unter dem Aktenzeichen Gi20/10- A53/2012 einsehbar. 

2.2.2 Humanes Lungengewebe 

Für die Analyse des humanen Lungengewebes wurden explantierte Lungen von Patienten des 

Europäischen IPF Registers verwendet. Diese stehen dem UGMLC durch eine Kooperation mit 

dem Universitätsklinikum Wien (Thoraxchirurgie, Prof. Dr.med. Walter Klepetko) zur Verfü-

gung. Es wurde präferentiell Gewebe von Donorlungen (verfügbar wegen atypischer Resekti-

onen zur Größenanpassung) untersucht. 

Die Untersuchungen des Lungengewebes sind durch das entsprechende Votum der Ethikkom-

mission der Medizinischen Fakultät der Justus-Liebig-Universität Gießen abgedeckt und unter 

dem Aktenzeichen Nr.111/08, Europäisches IPF Register (eurIPFreg) einsehbar. 

2.2.3 Präparation der Mäuse 

Zur Gewinnung des murinen Lungengewebes wurden die Mäuse zuerst mit Isofluran betäubt 

und anschließend durch zervikale Dislokation getötet. Sowohl das Abdomen als auch der Tho-

rax wurden mit einer Präparationsschere eröffnet und freipräpariert. Zunächst wurde ein Haut-

schnitt von Larynxhöhe bis zum Beckenbereich gesetzt und eine Sternotomie vorgenommen. 

Anschließend wurde die Vena cava inferior durchtrennt, sodass die Maus ausblutete. Damit die 

Lunge zum weiteren Gebrauch blutleer ist, wurde diese über das rechte Herz mit 37 °C vorge-

wärmter Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS) gespült. Dazu wurde eine 20 ml 

Spritze mit einer 20 G Kanüle in den rechten Ventrikel eingebracht. Es wurde ein Faden unter 

der Trachea durchgezogen und leicht verknotet. Anschließend konnte ein 20 G Venenverweil-

katheter mit einer 1 ml Spritze in die Trachea vorgeschoben werden. Über diesen Zugang wurde 

die Lunge mit 1,5 % Certified Low Melt Agarose, die in DPBS und CO₂ Independent Medium 

zuvor aufgekocht und dann auf 37 °C gewärmt wurde, befüllt. Das Volumen einer Mauslunge 
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beträgt ungefähr 1 ml, deshalb wurde darauf geachtet, nicht mehr Agarose in die Lunge zu fül-

len, um das Gewebe nicht zu beschädigen. Der Knoten um die Trachea wurde festgezogen, 

damit die Agarose nicht mehr entweichen konnte und die Lunge vorsichtig aus dem Situs her-

ausgeschnitten und in eiskaltes DPBS überführt. 

Die Handhabung der Versuchstiere sowie die Präparation der Mäuselungen erfolgte durch die 

Tierärztin Dr. med. vet. Ingrid Henneke sowie die Medizinisch- technische Assistentin Stefanie 

Hezel. 

2.2.4 Herstellung von Präzisionsschnitten der Lunge (PCLS) 

Die mit 1,5 % Certified Low Melt Agarose gefüllte Lunge wurde zunächst in einem Falcon 

Gefäß in DPBS auf Eis gelagert, damit die Agarose hart wurde. 

Anschließend wurde jeder einzelne Lungenlappen abpräpariert und auf dem Vibratom (Mikrom 

HM 650 V) positioniert. Es wurden murine Lungengewebsschnitte mit einer Dicke von 250 μm 

und humane Lungengewebsschnitte von 500 μm hergestellt. Anschließend wurden die PCLS 

in CO2  Independent Medium, versetzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin,  für 2 h 30 min auf 

einem Schüttler im Inkubator bei 37 °C gelagert, wobei nach einer Stunde ein Mediumwechsel 

stattfand. Die Inkubation war notwendig, um die in den PCLS gebundene Agarose wieder zu 

lösen. 

 

Abb. 8: Herstellung der Lungengewebsschnitte mittels Vibratom. A: Vibratom (Mikrom HM 650 

V) von Thermo Scientific, B: Lungenlappen positioniert zum Schneiden, 

C: PCLS in CO₂ Independent Medium, versetzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin zum Lösen der Aga-

rose. 
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2.2.5 Kultivierung der PCLS 

Zur Kultivierung der PCLS wurde je ein Schnitt in einem Well einer 24-Well Zellkulturplatte 

mit 1 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) mit 1 % 

Penicillin/Streptomycin und 10 % fetalem Kälberserum (FKS) in einem Zellinkubator bei 

37 °C in einer Atmosphäre mit 5 % CO2 und 95 % O2 inkubiert. Für die Inkubation der huma-

nen Lungengewebsschnitte wurde anstatt FKS 10 % humanes Serum (HS) verwendet. 

Ein Mediumwechsel erfolgte alle 24 h. Die PCLS wurden über 5 Zeitpunkte untersucht, nach 

2 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in Kultur nach Herstellung der Präzisionsschnitte bzw. nach Auf-

tauen und anschließender Kultur. 

2.2.6 Kryokonservierungs- und Auftaustrategie der PCLS 

Zur Kryokonservierung der murinen Lungengewebsschnitte wurden vier verschiedene Medien 

getestet: 

 

Medium 1: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS 

Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 %  

           Dimethylsulfoxid (DMSO) 

Medium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 %FKS + 10 %          

   DMSO + 50 mmol/l Trehalose 

Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 %FKS + 10 %      

    DMSO + 200 mmol/l Trehalose 

 

Die Kryokonservierung der humanen PCLS erfolgte lediglich mit einem Medium, da hierfür 

nur eine begrenzte Materialanzahl vorhanden war. 

 

Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 %                                     

                                     DMSO + 200 mmol/l Trehalose 

 

Es wurden je 5 PCLS in einem Kryogefäß mit 2 ml des entsprechenden Mediums platziert. Es 

wurde eine langsame Einfriermethode angewandt. Die Kryogefäße wurden zuerst für 30 min 

auf Eis bei 0 °C gelagert und anschließend bei -80 °C über Nacht. Am nächsten Tag wurden 

diese dann in flüssigen Stickstoff bei -196 °C zur Lagerung für eine Woche überführt. 

Am Tag des Experimentes wurde jedes Kryogefäß mit den PCLS schnell in einem Wasserbad 
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bei 37 °C aufgetaut. Die PCLS wurden anschließend vorsichtig in ein 50 ml Falcon Gefäß über-

führt und zweimal für 10 min mit DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen, um 

das DMSO und die verwendete Trehalose zu lösen. 

2.2.7 Bestimmung der Zytotoxizität mittels Lactatdehydrogenase (LDH) Detection Kit 

Zur Quantifizierung von Zelltod und Zellyse ist der Cytotoxicity Detection Kit (LDH) von Ro-

che verwendet worden. Dieser basiert auf einer kalorimetrischen Messung der LDH-Aktivität, 

die aus dem Zytosol der geschädigten Zellen in den Mediumüberstand freigesetzt wird. LDH 

ist ein Enzym, das in dem Zytoplasma aller Zellen vorkommt und bei einer Störung der Zell-

membranintegrität freigesetzt wird und daher in den Zellkulturüberstand gelangt. Die Menge 

der Enzymaktivität, die im Überstand der PCLS detektiert wurde, korreliert proportional mit 

den lysierten Zellen. LDH ist ein stabiles zytoplasmatisches Enzym, das in allen Zellen vor-

kommt. Im ersten Schritt reduziert LDH NAD⁺ zu NADH⁺ und H⁺ durch die Oxidation von 

Lactat zu Pyruvat. In der zweiten enzymatischen Reaktion werden zwei Wasserstoffatome mit-

hilfe eines Katalysator (Diaphorase) von NADH⁺ und H⁺ auf das gelbe Tetrazoliumsalz über-

tragen, welches dadurch zu rotem Formazan Salz reduziert wird, dieses wird kalorimetrisch 

mittels Elisa Reader erfasst (Kumar et al. 2018). 

Zur Durchführung des Experimentes wurden sowohl ungefrorene PCLS als Kontrolle als auch 

PCLS, die für eine Woche kryokonserviert und anschließend aufgetaut wurden, untersucht. 

Dazu wurden PCLS mit allen vier oben beschriebenen Medien getestet. 

Diese wurden wie bereits beschrieben schnell in einem 37 °C Wasserbad aufgetaut und an-

schließend zweimal für 10 min mit DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen. Je 

ein PCLS wurde dann in 1 ml DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS in ei-

nem Well einer 24-Well Zellkulturplatte platziert und im Zellkulturschrank kultiviert. Unter-

sucht wurde das LDH-Gehalt im Überstand nach 2 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in Kultur. Hierzu 

wurde jeweils 1 ml Medium des PCLS abpipettiert und bei -80 °C weggefroren, zu jedem PCLS 

wurde erneut 1 ml frisches Medium gegeben. Dies wurde zu allen Zeitpunkten wiederholt. 

Nach 96 h in Kultur wurde zusätzlich zu dem abpipettierten Überstand der PCLS in 1 ml 

DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 1 % Triton X-100 überführt, um 

den Schnitt vollständig abzutöten und das verbliebene LDH des Schnittes in den Überstand 

freizusetzen. Das LDH-Gehalt im Überstand des gelösten PCLS (Pellet) diente zur Normierung 

der einzelnen PCLS. Die Ergebnisse wurden somit als Prozentsatz des gesamten LDH- Gehalts 

dargestellt, welches aus dem mit Triton X-100 lysierten PCLS berechnet wurde. Zur Messung 
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der LDH Aktivität wurden die jeweiligen Überstände aufgetaut, gevortext und je 100 μl auf 

eine Elisaplatte pipettiert. Es wurde je 100 μl Reaktionsgemisch dazu pipettiert und die Platte 

bei Raumtemperatur lichtgeschützt für 10 min inkubiert. Zur Kontrolle der Hintergrundaktivität 

im Medium wurde ebenfalls das LDH Gehalt im Kultivierungsmedium gemessen, der anschlie-

ßend von den Proben subtrahiert wurde. Die Absorption der Proben wurde mit 490 nm bei einer 

Referenzwellenlänge von 600 nm mittels Mikrotiterplattenleser (TECAN infinite 200M) be-

stimmt. 

Die Auswertung erfolgte mittels folgender Gleichung: 

LDH-Überstand (t₁) / (LDH-Überstand (t₁) + (LDH-Pellet (t₁)) 

Um die gesamte LDH Freisetzung zu berechnen, wurde die Menge der Zeitpunkte jeweils ad-

diert. (t₁ = t₁; t₂ = t₁ + t₂; ...; t₅ = t₁ + t₂ + t₃ + t₄ + t₅). Die LDH Freisetzung ist proportional zur 

Beeinträchtigung der Membranstabilität und daher auch mit der Viabilität der PCLS. Die Vita-

litätsbestimmung über 96 h erfolgte, um einen Überblick darüber zu erlangen, wie lange die 

Lungengewebsschnitte kultiviert werden können.  

Die Gruppengröße betrug jeweils 5 PCLS und das Experiment wurde an 3 Mäusen unabhängig 

voneinander durchgeführt. 

Analog erfolgte der Versuch jeweils an 5 humanen PCLS und wurde an 3 verschiedenen Spen-

derlungen unabhängig voneinander durchgeführt.  

2.2.8 Bestimmung der enzymatischen Zellaktivität mittels MTT Assay 

Die Messung der enzymatischen Zellaktivität wurde mit einem MTT Cell Proliferation Assay 

von ATCC durchgeführt. Der Versuch wurde analog der Produktinformation des Herstellers 

durchgeführt. Er wurde 1980 zum Goldstandard um Zellviabilität und Proliferation zu bestim-

men, seitdem er von Mosmann entwickelt wurde (Mosmann 1983). Das gelbe Tetrazolium 

MTT wird durch metabolisch aktive Zellen durch die Wirkung von mitochondrialen Dehydro-

genase Enzymen reduziert, sodass sich intrazellulär lilanes Formazan bildet, welches spektro-

photometrisch quantifiziert werden kann. 

Für die Durchführung des Experimentes wurden sowohl ungefrorene PCLS als auch kryokon-

servierte PCLS mit den zuvor beschriebenen Medien verwendet, und für jeweils 2 h, 24 h, 48 h, 

72 h und 96 h in DMEM/F-12+1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS kultiviert. Die 

Schnitte wurden mit einer Biopsiestanze auf einen Durchmesser von 6 mm normiert und an-

schließend jeder Schnitt auf einer 96-Well Zellkulturplatte in 100 μl DPBS, welches 500 ng/ml 

MTT enthielt, für 2 h 30 min bei 37 °C lichtgeschützt inkubiert. 
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Nach der Inkubation wurden die PCLS in 200 μl 100 % DMSO überführt und solange gevor-

text, bis sich das Formazan vollständig aus dem PCLS gelöst und sich somit dieser entfärbt 

hatte. 

Es wurden je 100 μl der Lösung auf eine Mikrotiterplatte gegeben und die Menge des gelösten 

Formazan bei einer Absorption von 570 nm gemessen. 

Zur Hintergrundkontrolle wurde ebenso nur die Absorption von 100 % DMSO gemessen. 

Die Gruppengröße betrug jeweils 4 PCLS und das Experiment wurde an 3 Mäusen unabhängig 

voneinander durchgeführt. Für die humanen Lungengewebsschnitte wurden wieder je 5 PCLS 

von 3 verschiedenen Spenderlungen verwendet, sodass sich eine Gruppengröße von insgesamt 

15 PCLS je untersuchter Entität ergab. 

Alle Gruppen wurden untereinander mit dem T-Test verglichen und die Ergebnisse mittels Bon-

ferroni Korrektur angepasst. Der Versuch wurde ebenso über einen Zeitraum von 96 h durch-

geführt.  

2.2.9 Lebend-/Totfluoreszenzfärbung 

Zur Bestimmung der Viabilität wurde der LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit *for mamma-

lian cells* von Thermo Scientific verwendet. Er beinhaltet Calcein-AM und Ethidium homodi-

mer-1. Mit diesem Assay konnte mithilfe einer zwei-Farben-Fluoreszenzfärbung die Viabilität 

der PCLS dargestellt werden. Es wurde die intrazelluläre Esteraseaktivität gemessen und die 

Plasmamembranintegrität dargestellt. Lebende Zellen zeichnen sich durch intrazelluläre Ester-

aseaktivität aus, die das nicht fluoreszierende Calcein-AM in intensiv fluoreszierendes Calcein 

umwandelt, welches eine grüne Fluoreszenz (~ 495 nm) erzeugt. Ethidium homodimer-1 tritt 

in Zellen mit einer beschädigten Plasmamembran ein und bindet an Nukleinsäuren im Zellkern, 

wodurch eine leuchtend rote Fluoreszenz (~ 530 nm) produziert wird (Merdassi et al. 2011). 

Die Lungenpräzisionsschnitte wurden nach der jeweiligen Kultivierungszeit (2 h, 24 h, 48 h, 

72 h, 96 h) auf einer 24-Well-Zellkulturplatte in 1 ml DPBS mit 1 μM Calcein-AM und 2 μM 

Ethidium homodimer-1 für 30 min bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. Anschließend 

wurden diese 2-mal für 5 min in DPBS gewaschen und auf einem Objektträger platziert. Die 

Schnitte wurden mittels eines Fluoreszenzmikroskops mit 10-facher Vergrößerung fotografiert. 

Es wurden die Reflektoren GFP für grün und DsRed für rot verwendet. Das Experiment wurde 

an je 3 PCLS und 3 verschiedenen Mäusen pro Versuchsansatz unabhängig voneinander durch-

geführt und an je 3 humanen PCLS und 3 verschiedenen Donorlungen. 
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2.2.10 Fluoreszenzfärbung mit LysoTracker Green zur Markierung differenzierter 

Pneumozyten Typ II 

LysoTracker Green DND-26 von ThermoFisher Scientific ist ein grün fluoreszierender Farb-

stoff, der in Zellen saure Kompartimente einfärbt. Er akkumuliert in Lamellarkörpern der Typ-

II-Pneumozyten und markiert somit lebende differenzierte Alveolarepithelzellen Typ II (van der 

Velden et al. 2013). Es wurde gezeigt, dass er sich selektiv in den sauren Lamellarkörpern von 

Alveolarepithelzellen Typ II (AEC II) konzentriert und diese daher mikroskopisch detektiert 

werden können. Lamellarkörperchen sind sekretorische Organellen, die sowohl in der Lunge in 

Alveolarepithelzellen Typ II vorkommen als auch in Keratozyten der Haut (Andreeva et al. 

2007). Alveolarepithelzellen Typ II sind spezialisierte Epithelzellen, die in der Lunge wesent-

lich für die Surfactant Produktion und Sekretion verantwortlich sind (van der Velden et al. 

2013). Surfactant wird durch Exozytose der Lamellarkörpern von AEC Typ II sekretiert. Mittels 

LysoTracker Green, der sich in den sauren Lamellarkörpern anreichert konnte so diese Exozy-

tose detektiert werden, was für eine noch vorhandene Surfactantproduktion spricht (Ashino et 

al. 2000).  

Zur Versuchsdurchführung wurde je ein PCLS in einer 24-Well Zellkulturplatte in 1 ml DPBS 

mit 100 nM LysoTracker Green DND-26 für 30 min bei 37 °C lichtgeschützt inkubiert und an-

schließend in DPBS für 5 min gewaschen. Die Schnitte wurden mittels Fluoreszenzmikroskop 

auf einem Objektträger bei einem Emissionsmaximum von 511 nm in 10-facher Vergrößerung 

betrachtet. Es wurden ebenso PCLS nach 5 Kultivierungszeiträumen (2 h, 24 h, 48 h, 72 h, 

96 h) untersucht. Die Gruppengröße betrug je 3 PCLS und wurde an 3 verschiedenen Mäusen 

und 3 verschiedenen humanen Spenderlungen unabhängig voneinander durchgeführt. Mittels 

ImageJ wurden die AEC Typ II anschließend quantifiziert. 
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2.2.11 Proteinisolation aus den Präzisionsschnitten der Lunge 

Für die Proteinisolation aus den PCLS wurden je 3 murine PCLS, bzw. 3 humane PCLS, mit 

200 μl Lysispuffer versetzt und ein Protease- und Phosphatase-Inhibitor Single-Use Cocktail in 

einer Konzentration von 1:100 hinzugegeben. Der Protease- und Phosphatase-Inhibitor-Mix 

diente dazu die Proteine während des Extraktionsvorganges zu schützen. 

 

Chemikalie Konzentration 
Tris 50 mM 

Natriumchlorid 50 mM 

EDTA 5 mM 

Triton X-100 1,00 % 

Natriumdeoxycholat 0,50 % 

 
Tab. 4: Zusammensetzung des Protein Lysispuffers 
 

Die PCLS wurden dann mit dem Homogenisator Precellys zerkleinert und für 1 h auf Eis ge-

stellt. Im Anschluss wurde die Lösung für 10 Minuten bei 5000 RPM und 4 °C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde abgenommen und erneut auf Eis gestellt, das Zellpellet wurde verworfen. 

2.2.12 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Als Grundlage für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Pierce BCA Protein 

Assay Kit von Thermo Scientific verwendet. Dieser Assay beruht auf der Biuret-Methode, bei 

der es mittels eines Komplexes aus Bicinochinsäure (BCA) und Cu⁺ zu einem violetten Reak-

tionsprodukt kommt, das kalorimetrisch gemessen werden kann. Die in der Probe vorhandenen 

Proteine reduzieren in einem alkalischen Medium Cu²⁺ zu Cu⁺, welches daraufhin einen Kom-

plex mit BCA bildet. Das violette Reaktionsprodukt, welches sein Absorptionsmaximum bei 

562 nm hat, wird aus zwei Molekülen BCA und einem Molekül Cu⁺ gebildet. Diese Methode 

der Proteinbestimmung wurde von P. K. Smith im Jahre 1985 veröffentlicht (Smith et al. 1985). 

Die Absorption verhält sich annähernd linear zu der vorhandenen Proteinkonzentration, sodass 

anhand einer Standardreihe, die aus Rinderserumalbumin mit bekannter Proteinkonzentration 

hergestellt wird, die Proteinkonzentration der einzelnen Proben bestimmt werden konnte. Die 

Standardreihe wurde aus 2 mg/ml BSA (Rinderserumalbumin) hergestellt, wobei die Konzent-

rationen 0 μg/ml, 25 μg/ml, 125 μg/ml, 250 μg/ml, 500 μg/ml, 750 μg/ml, 1000 μg/ml, 

1500 μg/ml, 2000 μg/ml die Standardkurve bilden. 
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Eppi Lysispuffer (μl) BSA (μl) BSA Konzentration (mg/ml) 

1 0 300 2000 

2 125 375 1500 

3 325 325 1000 

4 175 175 von Lösung aus Eppi 2 750 

5 325 325 von Lösung aus Eppi 3 500 

6 325 325 von Lösung aus Eppi 4 250 

7 325 325 von Lösung aus Eppi 5 125 

8 400 100 von Lösung aus Eppi 6 25 

9 400 0 0 

 
Tab. 5: Vorbereitung der Albumin Standardreihe 
 

Es wurde im Doppelansatz gearbeitet. Auf einer 96-Well Mikrotiterplatte wurde je 25 μl pro 

Konzentration aufgetragen. Von den zu untersuchenden Proben wurden ebenfalls je 25 μl in 

Doppelbestimmung pipettiert. Danach wurde jeweils 200 μl der Reaktionslösung des Kits in 

jedes Well dazu pipettiert. Die Reaktionslösung bestand aus 6 ml Reagenz A, das die Bicinoch-

insäure enthält, und 125 μl Reagenz B, welches 4 % Kupfersulfat enthält. Die Mikrotiterplatte 

wurde mit einer Folie verschlossen und für 30 min bei 37 °C lichtgeschützt inkubiert. Anschlie-

ßend konnte mit einem Mikrotiterplattenleser (TECAN infinitepro 200M) die Absorption bei 

562 nm gemessen werden und somit die Proteinkonzentration jeder einzelnen Probe ermittelt 

werden. 
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2.2.13 Vorbereitung der Proben 

Die Proteinproben wurden im Verhältnis 3:1 mit 4-fach SDS Probenpuffer, der ebenso 10 mM 

ß-Mercaptoethanol enthält, versetzt und für 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht, dadurch wurde 

eine Denaturierung der Proteine erreicht. Durch das SDS wurden die Ladungsverhältnisse an-

geglichen und daher eine Auftrennung im elektrischen Feld anhand der Proteingröße ermög-

licht. 

 

Chemikalie Konzentration 
SDS 5 % 

Tris/HCL 25 %, 0,625 M, pH 6,8 

Glycerol 40 % 

Bromphenolblau 2 % 

ß-Mercaptoethanol 5 % 

 
Tab. 6: Zusammensetzung des 4-fachen SDS Probenpuffers 

2.2.14 SDS - Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels SDS-Polyac-

rylamid-Gelelektrophorese. Diese Methode wurde erstmals von Lämmli 1970 beschrieben 

(Brunelle und Green 2014). Mittels der Methode nach Lämmli wurde die Gelelektrophorese in 

dieser Arbeit in einer vertikalen Gelapperatur durchgeführt. Hierbei wandern die negativ gela-

denen Proteine auf Grund eines elektrischen Feldes durch Poren in einem Polyacrylamidgel in 

Richtung Anode. Die Porengröße des Gels steigt mit der Abnahme der Gelkonzentration, daher 

wurde die Konzentration an die zu untersuchende Proteingröße angepasst. 

Tabelle 7 zeigt, welche SDS-Gel Konzentration für welche Proteingrößen genutzt wurde. 

 

12 % 15 % 
10 kDa–60 kDa 3 kDa–50 kDa 

 
Tab. 7: SDS - Gelkonzentration in Abhängigkeit der Proteingröße 
 

Das SDS-Polyacrylamidgel setzt sich aus zwei verschiedenen Komponenten zusammen. Zum 

einen aus dem Sammelgel, in welchem die Proteine bei einem neutralen pH-Wert fokussiert 

werden. Zum anderen aus einem Trenngel, welches bei einem basischen pH-Wert für die ei-

gentliche Auftrennung der Proteine sorgt. Es wurden 4 % Sammelgele, und 12 % sowie 15 % 
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Trenngele verwendet. Für die Gelelektrophorese wurden vertikale Gelapparaturen der Firma 

Biometra eingesetzt. 

 

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer 
1,125 M Tris/HCL, pH 8,8 
30 % Saccharose 

0,625 M Tris/HCL, pH 6,8 

 
Tab. 8: Zusammensetzung von Trenngel- und Sammelgelpuffer 
 

Trenngel  Sammelgel 
12 % 15 %  4 % 
8 ml 10 ml Rotiphorese 1,33 ml 

5,06 ml 3,06 ml H₂O dest. 6,57 ml 

6,66 ml 6,66 ml Trenn-/ Sammelgelpuffer 2 ml 

200 μl 200 μl 10 % SDS 100 μl 

100 μl 100 μl 10 % APS 100 μl 

20 μl 20 μl Temed 10 μl 

 
Tab. 9: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele 
 

Die Gele wurden anschließend in eine Laufkammer der Firma BIO-RAD eingespannt und die 

Kammer mit einem SDS-PAGE Laufpuffer befüllt. 

 

Chemikalie Konzentration 
Tris 25 mM 

Glycin 192 mM 

10 % SDS 0,10 % 

 
Tab.10: Zusammensetzung des SDS–PAGE Laufpuffers 
 

Jedes Gel wurde mit einem Proteingrößenstandard der Firma Thermo Scientific (Page Ruler 

Prestaines Ladder) beladen, anhand dessen die Proteingröße bestimmt werden konnte. Es wur-

den jeweils 10 μg Protein der zu untersuchenden Proben aufgetragen. Die Elektrophorese 

wurde dann bei konstanten 100 V für etwa zweieinhalb Stunden bei Raumtemperatur durchge-

führt. 
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2.2.15 Immunologischer Nachweis von Proteinen mittels Western Blot Methodik 

Der Western- Blot wurde durchgeführt in Anlehnung an die 1984 beschriebene Methodik von 

J. Kyhse- Andersen (Kyhse-Andersen 1984). Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden beim 

Western Blot auf eine PVDF Membran transferiert. Hierbei wurde ein Halbtrockenblotverfah-

ren in einer Transferzelle von Bio-Rad angewendet. Der Transfer der Proteine auf eine Memb-

ran war notwendig, um im Nachhinein die gewünschten Proteine bzw. Antigene mittels eines 

spezifischen Primär- und Sekundärantikörpers zu detektieren. Die PVDF-Membran wurde auf 

die Größe des Gels zugeschnitten und anschließend für 1 Minute in 100 % Methanol aktiviert, 

bevor sie in Transferpuffer zur weiteren Verwendung überführt wurde. Die Gele wurden eben-

falls in Transferpuffer für 10 Minuten equilibriert, ebenso wie auf die Größe der Gele angepass-

tes Blot Papier. 

 

Chemikalie Konzentration 
Tris 20 mM 

Glycin 150 mM 

Methanol 20 % 
 
Tab.11: Zusammensetzung der Transferpuffer 
 

Es wurde ein Transferstapel auf der Graphitanode der Transferapperatur aufgebaut. Hierfür 

wurden zuerst 3 Blot Papiere (Whatmann 3 mm) auf die Anode gelegt, darauf die Membran, 

möglichst luftblasenfrei, und dann wurde ebenfalls luftblasenfrei das Gel aufgebracht und zum 

Schluss noch einmal 3 Blätter Blot Papier. Der Stapel wurde mit der Graphitkathode bedeckt 

und die Transferzelle geschlossen. Der Proteintransfer wurde konstant bei 75 mA pro Gel in der 

Apparatur für 1 Stunde und 30 Minuten durchgeführt (Eslami und Lujan 2010). 
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2.2.16 Antikörperinkubation und Entwicklung 

Nach dem Proteintransfer auf die PVDF-Membran, wurde diese aus der Apparatur entnommen 

und in einer Lösung aus TBST und 5 % BSA für 45 Minuten geblockt, dies diente dazu, unspe-

zifische Bindungsstellen auf der Membran für den Primärantikörper zu reduzieren. 

 

Chemikalie Konzentration 
Tris/HCL 20 mM, pH 7,5 

NaCl 50 mM 

Tween 20 0,50 % 

 
Tab.12: Zusammensetzung von TBST 
 

Anschließend konnte die Membran in einer 5 % BSA Lösung mit dem in der spezifischen Kon-

zentration angesetzten Primärantikörper bei 4 °C, unter Schütteln über Nacht inkubiert werden. 

Am nächsten Tag wurden die Membranen zunächst dreimal für je 10 Minuten in TBST gewa-

schen und danach für eine Stunde in einem, gegen den Primärantikörper gerichteten Meerret-

tichperoxidase (HRP)-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. 

Dieser wurde in einer Konzentration von 1:1000 in einer 5 % BSA Lösung eingesetzt. Die In-

kubation erfolgte bei Raumtemperatur und auf dem Schüttler. Es wurde in Bezug auf den Pri-

märantikörper ein gegen Kaninchen- IgG (hergestellt im Schwein) gerichteter Sekundäranti-

körper verwendet. Dieser bindet den Primärantikörper und konnte somit eine Brücke zwischen 

Primärantikörper und dem Rezeptorenzym bilden, das zur Darstellung gebraucht wurde. 

Nach der Inkubation des Sekundärantikörpers wurden die Membranen wieder dreimal für 10 

Minuten in TBST gewaschen. 

Im Folgenden war es möglich die Zielproteine auf der Membran darzustellen, dies erfolgte mit-

tels Chemilumineszenz-Imager. 

Die Membran wurde lichtabgeschirmt für 5 Minuten mit der Enhanced- Chemilumineszenz 

(ECL) Entwicklerlösung inkubiert und anschließend mit dem Intas Imager visualisiert. Die ECL 

Entwicklerlösung reagiert mit der im Sekundärantikörper gekoppelten Meerrettichperoxidase, 

daher wird das in der ECL Lösung vorhandene Luminol oxidiert, wenn dieses in seinen Grund-

zustand zurückkehrt wird Licht emittiert, welches dann aufgenommen werden kann. 
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2.2.17 Verwendete Primärantikörper 
 
Gespaltene Caspase 3 

Caspase-3 stellt ein Enzym dar, welches an einem wesentlichen Schritt der Apoptose beteiligt 

ist. Während der Apoptose wird Caspase-3 in eine gespaltene (aktivierte) Caspase-3 überführt. 

Die Spaltung der Caspase-3 kann gemessen werden, um dann eine Aussage über die Apoptose 

mittels Western Blot-Methodik zu treffen. Der Mechanismus der Apoptose ist sehr komplex. Es 

gibt zwei Hauptwege, einen extrinsischen und intrinsischen. Beide Wege initiieren die Spaltung 

der Caspase-3, die im Folgenden die DNA Fragmentierung und den Abbau des Zytoskeletts 

einleitet (Elmore 2007). 

 

Matures Sp-B 

Surfactant Protein B gehört zu den hydrophoben Proteinen und wird in Alveolarepithelzellen 

Typ II und in Clara-Zellen exprimiert. Neben der Surfactantbildung hat SP-B auch Funktion in 

der Immunabwehr, indem es an bakterielle Lipopolysaccharide binden kann (Haagsman und 

Diemel 2001). 

 

Matures Sp-C  

Surfactant Protein (SP) C wird als Proprotein ausschließlich in Alveolarepithelzellen Typ II 

produziert. Mit nur 33 bis 35 Aminosäuren ist es das kleinste und hydrophobste Surfactant Pro-

tein. Die Funktion von SP-C ist im Wesentlichen identisch mit der von SP-B (Haagsman und 

Diemel 2001).   

2.2.18 Densitometrische Auswertung der Immunoblots 

Die densitometrische Auswertung der Immunoblots erfolgte mit der Computer Software 

ImageJ. 
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2.2.19 Statistische Auswertung  

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistiksoftware Graph Pad Prism 8.4.3 und 

der Statistiksoftware SAS University Edition. Zur Prüfung der Normalverteilung der Daten 

wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. Die überprüfte Normalverteilung der Daten, 

erlaubte in allen Analysen eine Anwendung des Zweistichproben T-Test. Die Ergebnisse wur-

den mittels Bonferroni Korrektur angepasst. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifi-

kant bewertet. Die zugehörige Irrtumswahrscheinlichkeit wurde wie folgt in den Abbildungen 

dargestellt. 

- p-Wert < 0,05: Irrtumswahrscheinlichkeit liegt unter 5 %, gekennzeichnet durch einen 

Stern (*) 

- p-Wert < 0,01: Irrtumswahrscheinlichkeit ist kleiner als 1 %, gekennzeichnet durch zwei 

Sterne (**) 

- p-Wert < 0,001: Irrtumswahrscheinlichkeit ist kleiner als 1 ‰, gekennzeichnet durch 

drei Sterne (***) 

Mit der Statistiksoftware SAS wurde die Prozedur MIXED für eine repeated measures analysis 

(wiederholte Messungen) angewandt. Als Signifikanzniveau wurde p< 0,05 festgelegt.  

Die Bilder aus der Fluoreszenzfärbung, Lysotracker Green Färbung sowie die Western Blots 

wurden mit ,,Microsoft PowerPoint“ von Microsoft bearbeitet. Es erfolgte zunächst eine densi-

tometrische Auswertung der Bandenintensität mittels der Software ImageJ. Die somit erhalte-

nen Intensitätswerte wurden als Diagramme dargestellt und statistisch ausgewertet.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Bestimmung der Zytotoxizität mittels LDH Detection Kit      

3.1.1 Murine PCLS 

Mit Hilfe der prozentualen LDH Freisetzung aus den PCLS wurde der Umfang des Zelltodes 

in Abhängigkeit des Kryopräservierungsmedium ermittelt. Folgende Medien wurden getestet: 

Medium 1: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS, Medium 2: DMEM/F-12 

+ 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, Medium 3: DMEM/F-12 + 1 % 

Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Trehalose, Medium 4: 

DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Treha-

lose. 

Es konnte zwischen der Kontrollgruppe und den kryokonservierten murinen PCLS zu allen 

gemessenen Zeitpunkten eine signifikante Erhöhung der LDH Freisetzung nach Kryokonser-

vierung festgestellt werden (siehe Abb.9). Die höchste LDH Freisetzung (%) wiesen Lungen-

gewebsschnitte auf, die mit Medium 1 kryokonserviert wurden (18,5 % nach 2 h Inkubations-

zeit), die niedrigsten Werte konnten mit Medium 4 (10,8 % nach 2 h Inkubationszeit) erzielt 

werden. Im Vergleich hierzu zeigten die frischen PCLS nach 2 h Inkubationszeit nur eine LDH 

Freisetzung von 2,4 %. Nach 24 h Inkubation konnte bereits eine LDH Freisetzung der frischen 

PCLS von 11 % festgestellt werden, nach Kryokonservierung mit Medium 4 sogar ein fast dop-

pelt so hoher Anstieg auf 20 %.  

Darüber hinaus zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der 

Medien 1 und 2. Ebenso verhielt es sich für Medium 1 und 3, mit der Ausnahme zum Zeitpunkt 

24 h, da sich hier eine signifikant geringere LDH Freisetzung der Gruppe von Medium 3 zeigte. 

Für Medium 2 und 3 prägten sich ähnliche Ergebnisse aus, auch hier bestand lediglich zum 

Zeitpunkt 24 h eine signifikant niedrigere LDH Freisetzung der Gruppe von Medium 3. Für 

Medium 4 konnten differente Ergebnisse ermittelt werden, hier zeigte sich zu allen Zeitpunkten 

und im Vergleich mit allen anderen Einfriermedien ein signifikanter Unterschied. Die LDH 

Freisetzung war bei diesem Medium (4) geringer. 

Mittels Prozedur mixed für repeated measure analysis des Statistikprogrammes SAS wurde ge-

zeigt, dass sich die verschiedenen Gruppen, also die unterschiedlichen Medien, signifikant un-

terscheiden. Auch wurde festgestellt, dass eine signifikante zeitliche Dynamik besteht und der 
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LDH Gehalt über den untersuchten Zeitraum signifikant ansteigt. Jedoch ergab sich aus der 

Verknüpfung aus Zeit und Gruppe kein signifikantes Ergebnis. Daraus lässt sich schlussfolgern, 

dass sich die untersuchten Gruppen mit der Zeit nicht auseinander verändern und die Dynamik 

der LDH Zunahme unabhängig vom Medium gleich verläuft. Die Ergebnisse der zugehörigen 

p- Werte sind in Tab. 13 dargestellt. 
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Abb. 9: LDH Freisetzung von PCLS von gesunden Mäusen ungefroren und kryokonserviert über 
einen Beobachtungszeitraum von 96 h in Kultur. Die Ergebnisse sind dargestellt als Prozentsatz des 

gesamten LDH- Gehalts des PCLS, berechnet aus in Triton X-100 lysiertem PCLS. Darstellung der 

Viabilität als relative LDH Freisetzung im Überstand nach Inkubation. Kryokonserviert: Medium 1: 
DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS, Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicil-

lin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, Medium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin 

+ 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Trehalose. Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Strep-

tomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose. Kryokonservierung erhöht signifikant die 

LDH Freisetzung zu allen Zeitpunkten. Signifikant niedrigere LDH Werte für Medium 4 im Vergleich 

zu den Medien 1-3. Kein signifikanter Unterschied zwischen den Medien 1, 2 und 3, mit der Ausnahme 

zum Zeitpunkt 24 h, hier signifikant höhere LDH Ausschüttung für Medium 1 und 2 im Vergleich zu 

Medium 3. Alle Werte sind als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) angegeben. Statistische Auswertung 

erfolgte mittels Zweistichproben T- Test mit dem Bonferroni- Test: 

* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. n = 15 PCLS aus 3 verschiedenen Lungen in jeder Gruppe. 
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Tab. 13: Repeated measures analysis mittels SAS, LDH Assay von murinen PCLS ungefroren und 
kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Ef-

fekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Gruppen stellen die verschiedenen Medien 1-4 dar. Signifi-

kanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen, sowie eine signifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab kei-

nen signifikanten Unterschied. 

3.1.2 Humane PCLS

Gegenüber der frischen humanen PCLS zeigte sich bei den mit Medium 4 kryokonservierten 

PCLS eine signifikant erhöhte LDH Freisetzung zu allen gemessenen Zeitpunkten. Die Ergeb-

nisse sind in Abb. 10 dargestellt. Nach 2 h Inkubationszeit zeigte sich auch bei den humanen 

PCLS mit 6 % eine geringe LDH Freisetzung, nach Kryokonservierung war diese mit knapp 

20 % jedoch bereits mehr als doppelt so viel angestiegen. Insgesamt zeigt sich ein Anstieg nach 

96 h Inkubation bis auf 54 % der frischen versus 68 % der krykonservierten PCLS. Die LDH-

Freisetzung zeigt in beiden Gruppen (Ungefroren und Kryokonserviert) einen signifikanten An-

stieg über die Zeit. 

Effekt p- Wert

Gruppe <0,0001

Zeit <0,0001

Gruppe*Zeit 0,0932
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Abb. 10: LDH Freisetzung von PCLS von gesunden humanen Spendern ungefroren und kryokon-
serviert über einen Beobachtungszeitraum von 96 h in Kultur. Die Ergebnisse sind dargestellt als 

Prozentsatz des gesamten LDH- Gehalts des PCLS, berechnet aus in Triton X-100 lysiertem PCLS. 

Darstellung der Viabilität als relative LDH Freisetzung im Überstand nach Inkubation. Kryokonserviert: 
Medium 4 (DMEM/F-12 + 1 % Penicillin / Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l 

Trehalose). Im LDH Assay ließ sich eine signifikant höhere LDH-Freisetzung (%) der kryokonservierten 

PCLS erkennen gegenüber der ungefrorenen Kontrolle. Alle Werte sind als Mittelwert ± SEM angege-

ben. Statistische Auswertung erfolgte mittels Zweistichproben T- Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 

0,001, Kryokonserviert versus Ungefroren. n = 15 PCLS aus 3 verschiedenen Spenderlungen in jeder 

Gruppe.

Analog der murinen PCLS zeigte auch hier die SAS Prozedur Mixed für repeated measures 

analysis sowohl einen signifikanten Unterschied der Gruppen als auch eine signifikante Verän-

derung der LDH Freisetzung über die Zeit. Die zeitliche Dynamik der untersuchten Entitäten 

unterscheidet sich jedoch mit einem p- Wert von 0,79 nicht signifikant (Tab. 14). 
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Tab. 14: Repeated measures analysis mittels SAS, LDH Assay von humanen PCLS ungefroren 
und kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten 

Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Gruppen stellen die ungefrorenen und kryokonservierten 

PCLS dar. Signifikanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unter-

schied zwischen den Gruppen, sowie eine signifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit 

und Gruppe ergab keinen signifikanten Unterschied. 

3.2 Bestimmung der Zellaktivität mittels MTT-Assay

3.2.1 Murine PCLS

Es wurde der Einfluss der Kryokonservierung, sowie der verschiedenen Einfriermedien auf die 

enzymatische Zellaktivität mittels MTT-Assay untersucht. Wie beim LDH- Assay wurden die 

Medien 1-4 getestet. Für Medium 1 konnten jedoch zu keinem Zeitpunkt auswertbare Daten 

erhoben werden.

Es zeigte sich zu den Zeitpunkten 2 h und 24 h jeweils eine signifikant höhere enzymatische 

Zellaktivität der frischen im Vergleich zu den kryokonservierten PCLS. Für die weiteren Zeit-

punkte traf dies nur für Medium 2 und 3 zu. Zum Zeitpunkt 72 h konnte weder für die ungefro-

renen PCLS versus kryokonservierte PCLS noch für die verschiedenen Medien untereinander 

ein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden. Für Medium 3 und 4 zeigte sich ebenso zu 

keinem Zeitpunkt eine signifikante Differenz der Zellaktivität, während sich auch keine signi-

fikante höhere Enzymaktivität für ungefrorene PCLS und PCLS kryokonserviert mit Medium 

4 nachwiesen ließ. PCLS, die mit Medium 4 kryokonserviert wurden, erbrachten somit noch 

am ehesten eine der ungefrorenen Lungengewebsschnitte ähnlich hohe mitochondriale Stoff-

wechselaktivität.

Die repeated measures analysis erbrachte einen signifikanten Unterschied der Gruppen sowie 

eine signifikante Veränderung der enzymatischen Zellaktivität über die Zeit. Mit einem p Wert 

von 0,0064 erwies sich auch die zeitliche Dynamik der verschiedenen Gruppen als signifikant 

verschieden (Tab. 15). 

Effekt p- Wert

Gruppe <0,0001

Zeit <0,0001

Gruppe*Zeit 0,7903
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Abb. 11: Enzymatische Zellaktivität spektrophotometrisch gemessen (Absorbance 570 nm) von 
PCLS von gesunden Mäusen, ungefroren und kryokonserviert über einen Beobachtungszeitraum 
von 96 h, in Kultur. Kryokonserviert: Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % 

FKS + 10 % DMSO, Medium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % 

DMSO + 50mmol/l Trehalose, Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 

10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose. Statistische Auswertung mittels Zweistichproben T- Test mit dem 

Bonferroni- Test. Kryokonservierung senkt signifikant die enzymatische Zellaktivität für PCLS, kryo-

konserviert mit Medium 2 und 3 zu allen Zeitpunkten und für Medium 4 zum Zeitpunkt 2 h und 24 h. 

Nach 48 h keine signifikante Differenz zwischen Ungefroren und Medium 4. Kein signifikanter Unter-

schied für Medium 3 und 4. Alle Werte sind als Mittelwert ± SEM angegeben. * p < 0,05, ** p < 0,01, 

*** p < 0,001. n = 12 PCLS aus 3 verschiedenen Lungen in jeder Gruppe.

Tab. 15: Repeated measures analysis mittels SAS, MTT Assay von murinen PCLS ungefroren und 
kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Ef-

fekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Gruppen stellen die verschiedenen Einfriermedien dar. Signi-

fikanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen, sowie eine signifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab 

ebenso einen signifikanten Unterschied. 

Effekt p- Wert

Gruppe <0,0001

Zeit <0,0001

Gruppe*Zeit 0,0064
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3.2.2 Humane PCLS 

Analog der murinen Lungengewebsschnitte wurde der MTT-Assay an humanen Schnitten 

durchgeführt. Hierzu wurden ebenso frische PCLS und kryokonservierte Schnitte eingefroren 

und mit folgendem Medium verglichen. Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomy-

cin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose. 

Nach 2 h in Kultur zeigte sich mittels T- Test kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die 

gemessene mitochondriale Zellaktivität der ungefrorenen versus der kryokonservierten huma-

nen Lungengewebsschnitte (siehe Abb.12). Zu den übrigen Zeitpunkten fiel jedoch eine signi-

fikant höhere Zellaktivität der ungefrorenen PCLS auf. Für die ungefrorenen Schnitte konnte 

ein Anstieg der enzymatischen Aktivität bis zu 72 h in Kultur beobachtet werden, während die 

Zellaktivität der kryokonservierten Schnitte bereits nach 24 h in Kultur wieder abnahm. 

Auch hier konnte, wie zuvor bei den murinen PCLS beschrieben mittels repeated measures 

analysis eine signifikante Differenz der Gruppen als auch eine statistisch signifikante zeitliche 

Dynamik der Reduktion der enzymatischen Stoffwechselaktivität über die untersuchten Zeit-

punkte festgestellt werden. Jedoch zeigte sich im Unterschied zu den murinen PCLS hier kein 

signifikantes Ergebnis bezüglich der Verknüpfung aus den zwei Gruppen und der Zeit. Dies 

bedeutet, dass die enzymatische Stoffwechselaktivität der Gruppen ungefrorene und kryokon-

servierte PCLS sich über die Zeit gleich verändert. 

Abbildung 1:  
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Abb. 12: Enzymatische Zellaktivität spektrophotometrisch gemessen (Absorbance 570 nm) von 
Lungengewebsschnitten von gesunden humanen Spendern ungefroren und kryokonserviert über 
einen Beobachtungszeitraum von 96 h in Kultur. Kryokonserviert: Medium 4 (DMEM/F-12 + 1 % 
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Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose). Keine signifikante Diffe-

renz im Zweistichproben T- Test zum Zeitpunkt 2 h, nach 24 h, 48 h, und 96 h signifikant höhere en-

zymatische Zellaktivität der ungefrorenen Lungengewebsschnitte. Alle Werte sind als Mittelwert ± SEM 

angegeben. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Kryokonserviert versus Ungefroren. n = 15 PCLS 

aus 3 verschiedenen Spenderlungen in jeder Gruppe. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tab 16: Repeated measures analysis mittels SAS, MTT Assay von humanen Lungengewebsschnit-
ten ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die p- Werte 

der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Gruppen stellen die ungefrorenen und 

kryokonservierten PCLS dar. Signifikanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen sig-

nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, sowie eine signifikante zeitliche Dynamik und die Ver-

knüpfung aus Zeit und Gruppe.  

3.3 Lebend-/ Totfluoreszenzfärbung 

3.3.1 Murine PCLS  

In der Abbildung 13 sind repräsentative Ausschnitte aus gefärbten PCLS von gesunden Mäusen 

gezeigt. Die intrazelluläre Esteraseaktivität, repräsentativ für die Plasmamembranintegrität le-

bender Zellen, wird durch das grün fluoreszierende Calcein dargestellt, während die Nuklein-

säuren des Zellkernes beschädigter Zellen durch das rot fluoreszierende Ethidium-1-homodi-

mer gekennzeichnet sind.  

Es wurden je frische Lungengewebsschnitte (A) über einen Zeitraum von 96 h in Kultur unter-

sucht, sowie kryokonservierte Lungengewebsschnitte (B-E) verschiedener Medien und abge-

storbene Lungengewebsschnitte (F) als Negativkontrolle, die zuvor mit Triton-x-100 behandel-

ten wurden.  

In den nicht kryokonservierten Lungengewebsschnitten (A) ließen sich 2 h nach Herstellung 

der Schnitte nur vereinzelte rote Zellkerne nachweisen, die vermutlich beschädigten Zellen 

durch den Schneideprozess selbst entsprechen. Ein relevanter Anstieg beschädigter Zellen 

zeigte sich erst nach 48 h in Kultur. Nach 96 h konnte eine Auflösung der Plasmamembran 

beobachtet werden.  

Effekt p- Wert 

Gruppe <0,0001 

Zeit <0,0001 

Gruppe*Zeit 0,0523 
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Bei den kryokonservierten PCLS erwies sich eine Differenz zwischen den verschiedenen Me-

dien. Schnitte, die mit dem Medium 1 (B) kryokonserviert wurden, enthielten nach Auftauen 

bereits nach 2 h eine hohe Zahl beschädigter Zellen, ebenso konnte keine scharf abgrenzbare 

Plasmamembran verifiziert werden. Es konnte eine Zunahme der toten Zellen über 96 h in Kul-

tur beobachtet. Die PCLS, krykonserviert mit den Medien 2 (C), 3 (D), 4 (E), ließen sowohl 

untereinander als auch in Bezug auf die nicht kryokonservierten PCLS bezüglich der intrazel-

lulären Esteraseaktivität ein ähnliches Verhalten erkennen. So konnte über den Zeitraum von 

96 h eine kontinuierliche Abnahme der Plasmamembranintegrität festgestellt werden. Hingegen 

zeigten die differenten Medien unterschiedliche Resultate in Hinblick auf die beschädigten Zel-

len. Es konnte eine annähernd gleiche Anzahl beschädigter Zellen für das Medium 4 (E) und 

der nicht kryokonservierten PCLS (A) dargelegt werden. Die Schnitte der Medien 2 (C) und 3 

(D) legten ein ähnliches Bild an toten Zellen dar. 

Die in Triton-x-100 behandelten Lungengewebsschnitte (F) wiesen keine intrazelluläre Estera-

seaktivität mehr auf und zeigten ein durchgängiges Bild geschädigter Zellen. 

In allen untersuchten Entitäten konnte eine Zunahme beschädigter Zellen und eine Abnahme 

der intrazellulären Esteraseaktivität über die Kulturzeit von 96 h beobachtet werden. Des Wei-

teren verdeutlichte sich, dass die PCLS des Mediums 4 (E) im Vergleich zu den anderen Ein-

friermedien die besten Ergebnisse in Bezug auf die zelluläre Integrität aufwiesen. Zudem 

konnte beobachtet werden, dass geschädigte Zellen bevorzugt am Epithel der Atemwege, sowie 

am Rande der PCLS lokalisiert waren.  
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Abbildung 13: Lebend-/Totfluoreszenzfärbung mit Calcein-AM und Ethidium homodimer-1 bei 
PCLS von Mäusen nicht kryokonserviert und nach Kryokonservierung über einen Zeitraum von 
96 h in Kultur. Dargestellt sind repräsentative Ausschnitte aus Fluoreszenzfärbungen mit Calcein-AM 

und Ethidium homodimer-1 von PCLS gesunder Mäuse. A: nicht kryokonserviert, B: kryokonserviert 

mit dem Medium 1: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS, C: kryokonserviert mit 

dem Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, D: kryokon-

serviert mit dem Medium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 

50 mmol/l Trehalose , E: kryokonserviert mit dem Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Strepto-

mycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose, F: mit Triton-X-100 behandelt. Der Maß-

stab entspricht 100 μm.

100μm
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3.3.2 Humane PCLS  

Parallel zu den murinen Lungengewebsschnitte wurde eine Fluoreszenzfärbung mit Calcein-

AM und Ethidium homodimer-1 an humanen Lungengewebsschnitten von gesunden Spender-

lungen durchgeführt. Hierbei wurde aufgrund der limitierten Anzahl an verfügbarem Material 

lediglich eine Färbung an nicht kryokonservierten Schnitten (A) und kryokonservierten Schnit-

ten mit dem Medium 4 (B) durchgeführt. 

Die nicht kryokonservierten Lungengewebsschnitten (A) zeigten bereits nach 2 h in Kultur ver-

einzelte rote Zellkerne, auch hier ist dies erklärbar durch den Schneideprozess selbst, wie auch 

durch die Transportzeit der Explantate. Ab 48 h in Kultur konnte eine deutliche Zunahme der 

beschädigten Zellen festgestellt werden und eine sichtbare Abnahme der Esteraseaktivität, nach 

96 h in Kultur zeigte sich eine fast vollständig aufgelöste Plasmamembran. 

Bei den kryokonservierten Lungengewebsschnitten (B) manifestierten sich im Vergleich zu den 

nicht kryokonservierten Schnitten (A) eine höhere Anzahl geschädigter Zellen nach 2 h, ebenso 

konnte bereits nach 24 h in Kultur nach Auftauen eine reduzierte Esteraseaktivität beobachtet 

werden.  

Nach 48 h in Kultur konnte keine relevante Differenz zwischen den beiden untersuchten Enti-

täten beobachtet werden. Auch bei den humanen PCLS konnten, wie bei den murinen bereits 

erwähnt, tote Zellen vor allem entlang der Atemwege und am Rand der PCLS beobachtet wer-

den. 
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Abb. 14: Lebend-/Totfluoreszenzfärbung mit Calcein-AM und Ethidium homodimer-1 bei Lun-
gengewebsschnitten von gesunden humanen Spendern nicht kryokonserviert und nach Kryokon-
servierung über einen Zeitraum von 96 h in Kultur. Dargestellt sind repräsentative Ausschnitte aus 

Fluoreszenzfärbungen mit Calcein-AM und Ethidium homodimer-1 von Lungengewebsschnitten von 

gesunden humanen Spenderlungen. A: nicht kryokonserviert, B: kryokonserviert mit dem Medium 4: 

DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose. Der 

Maßstab entspricht 100 μm.
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3.4. Gespaltene Caspase-3 Gehalt in Lungengewebsschnitten mittels Western Blot  

3.4.1 Gespaltene Caspase-3 Gehalt in murinen PCLS 

Die Proteinexpression von gespaltener Caspase-3 als Apoptosemarker wurde per Western Blot 

überprüft. Für die Normalisierung wurde Beta-Actin bestimmt. In der densitometrischen Aus-

wertung zeigten sich lediglich für Medium 1 versus Ungefroren zu den Zeitpunkten 24 h und 

48 h signifikante Veränderungen der Proteinexpression. In Abb. 15 sind die densitometrisch 

ermittelten Ergebnisse der Immunoblots graphisch dargestellt, sowie je ein repräsentativer Im-

munoblot für jedes verwendete Medium. Insgesamt zeigte sich über die Dauer der PCLS in 

Kultur eine signifikante Zunahme der Caspase-3 Expression in allen Gruppen, was auf die zu-

nehmende Apoptose der Schnitte in Kultur schließen lässt. Auch wird die gespaltene Caspase-

3 bei Schnitten nach Kryokonservierung höher exprimiert als bei der ungefrorenen Kontroll-

gruppe.  

Die statistische Auswertung der repeated measures analysis mittels SAS wies keinen signifi-

kanten Unterschied der verschiedenen Medien auf. Jedoch konnte aufgezeigt werden, dass sich 

über den Untersuchungszeitraum die Proteinexpression der gespaltenen Caspase 3 signifikant 

verändert, was auf die zunehmende Apoptose über den Zeitraum in Kultur hindeutet. Diese 

zeitliche Dynamik ist in Bezug auf die verschiedenen Medien jedoch signifikant verschieden.  
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Abb. 15: Gespaltene Caspase-3 in murinen PCLS ungefroren und kryokonserviert mittels Wes-
tern Blot Methodik. Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt, sowie ein 

exemplarischer Immunoblot je verwendetem Medium. Im Western Blot und nach densitometrischer 

Quantifizierung zeigte sich eine tendenziell höhere Expression von gespaltener Caspase-3 der kryokon-

servierten PCLS als in der ungefrorenen Kontrollgruppe. Kryokonserviert: Medium 1: DMEM/F-12 + 

10 % FKS. Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, Me-
dium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Treha-

lose, Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l 

Trehalose. Eine signifikante Differenz im Zweistichproben T- Test konnte nur für den Zeitpunkt 24 h 

und 48 h zwischen den ungefrorenen und den mit Medium 1 kryokonservierten PCLS festgestellt wer-

den. Beta-Actin wurde zur Kontrolle der Proteinladung benutzt und densitometrisch zur Normierung 

der Blots verwendet. Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM angegeben, n = 6, * p < 0,05.  

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Tab.17: Repeated measures analysis mittels SAS, relative Proteinexpression gespaltene Caspase 3 
von murinen Lungengewebsschnitten ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 
96 h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Grup-

pen stellen die verschiedenen Medien dar. Signifikanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung 

zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, jedoch eine signifikante zeitliche Dyna-

mik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab ebenso ein signifikantes Ergebnis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Effekt p- Wert 

Gruppe 0,1628 

Zeit <0,0001 

Gruppe*Zeit 0,0016 
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3.4.2 Gespaltene Caspase-3 Gehalt in humanen PCLS 

Analog der murinen PCLS wurde mit den humanen Proben verfahren. Sowohl die ungefrorenen 

als auch die kryokonservierten PCLS zeigten eine deutliche Expression der gespaltenen 

Caspase-3. Es konnte mittels densitometrischer Quantifizierung zu keinem Zeitpunkt ein signi-

fikanter Unterschied zwischen ungefrorenen und kryokonservierten PCLS aufgezeigt werden. 

Es konnte jedoch eine eindeutige Zunahme der Expression über den Zeitraum von 96 h in Kul-

tur beobachtet werden. 

Mittels SAS repeated measures wurde bewiesen, dass sich die zwei Gruppen ungefroren und 

kryokonserviert signifikant unterscheiden und die Expression der gespaltenen Caspase 3 signi-

fikant über den Kultivierungszeitraum zunimmt. Die Gruppen verändern sich über die Zeit 

gleich und zeigen die gleiche Dynamik auf (Tab. 18). 
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Abb. 16: Gespaltene Caspase-3 in humanen PCLS ungefroren und kryokonserviert (Medium 4 

DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose) mittels 
Western Blot Methodik. Es sind ein exemplarischer Immunoblot (oben) sowie die densitometrisch 

ermittelten Ergebnisse (unten) graphisch dargestellt. Es zeigte sich mittels Zweistichproben T-Test kein 

signifikanter Unterschied der relativen Proteinexpression zwischen ungefrorenen und kryokonservierten 

PCLS. Beta-Actin wurde zur Kontrolle der Proteinladung benutzt und densitometrisch zur Normierung 

der Blots verwendet. Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM angegeben, n = 6, ns = nicht signifikant. 

Tab.18: Repeated measures analysis mittels SAS, relative Proteinexpression gespaltene Caspase 3 
von humanen Lungengewebsschnitten ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 
96 h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Signifi-

kanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen und eine signifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab kein 

signifikantes Ergebnis. 

Effekt p- Wert

Gruppe <0,0001

Zeit <0,0001

Gruppe*Zeit 0,2451
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3.5 Fluoreszenzfärbung mit LysoTracker Green zur Markierung differenzierter Alveo-

larepithelzellen Typ II 

3.5.1 Murine PCLS 

In der Abbildung 18 sind repräsentative Ausschnitte aus gefärbten Lungengewebsschnitten von 

gesunden Mäusen dargestellt. Es erfolgte eine Bearbeitung mittels ImageJ, sodass anschließend 

aus den repräsentativen Ausschnitten der PCLS die absolute Anzahl an Alveolarepithelzellen 

Typ II bestimmt werden konnte.  

Die Färbung wurde mit LysoTracker Green durchgeführt, hierdurch wurden lebende, differen-

zierte Alveolarepithelzellen Typ II markiert. 

Es wurden je frische Lungengewebsschnitte (A) über einen Zeitraum von 96 h in Kultur unter-

sucht, sowie kryokonservierte Lungengewebsschnitte (B-E) verschiedener Medien. 

Schnitte, die mit dem Medium 1 (B) kryokonserviert wurden, zeigten nur noch vereinzelte dif-

ferenzierten Alveolarepithelzellen. Im Vergleich zu allen anderen Gruppen zeigte sich zu jedem 

Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied. Für die kryokonservierten Schnitte der Medien 2 (C) 

und 3 (D) ermittelte der T-Test eine signifikante Reduktion der Anzahl AEC II im Vergleich zu 

den ungefrorenen PCLS. Hingegen zeigte sich für Medium 4 (E) nur für die Zeitpunkte 2 h, 

72 h und 96 h eine signifikante Verminderung.  

Insgesamt konnte auch bei diesem Versuchsansatz gezeigt werden, dass die Lungengewebs-

schnitte, die mit Medium 4 (E) kryokonserviert wurden sich am wenigsten von den ungefrore-

nen Schnitten differenzierten. 

Die SAS repeated measures analysis ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den un-

tersuchten Gruppen, auch wurde deutlich, dass eine signifikante zeitliche Dynamik über den 

Untersuchungszeitraum vorhanden ist und somit die differenzierten Alveolarepithelzellen Typ 

II mit der Zeit in Kultur signifikant abnehmen. Die zeitliche Dynamik unterschied sich aller-

dings zwischen den Gruppen auch signifikant. In Tab. 19 sind die zugehörigen p- Werte darge-

stellt.  
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Abb. 17: Quantifizierung der LysoTracker green positiven Alveolarepithelzellen Typ II in Lun-
gengewebsschnitten von Mäusen (nicht kryokonserviert und nach Kryokonservierung über einen 
Zeitraum von 96 h in Kultur). Die Quantifizierung liegen die in Abb. 18 dargestellten Bildern zu-

grunde. Statistische Auswertung mittels T-Test und Bonferroni- Korrektur. Ungefroren versus Kryokon-

serviert: Kryokonserviert: Medium 1: DMEM/F-12 + 10 % FKS. Kryokonserviert, Medium 2: 
DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, kryokonserviert, Medium 3: 
DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Trehalose, kryo-

konserviert, Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 

mmol/l Trehalose. Alle Werte sind als Mittelwert ± SEM angegeben. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 

0,001. n = 9 PCLS aus 3 verschiedenen Lungen in jeder Gruppe. 
 

 

 

 

 

 

 

Tab.19: Repeated measures analysis mittels SAS, LysoTracker green von murinen Lungengewebs-
schnitten ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die p- 

Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Gruppen stellen die verschiedenen 

Medien dar. Signifikanzniveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unter-

schied zwischen den Gruppen sowie eine signifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und 

Gruppe ergab ebenso ein signifikantes Ergebnis.  

 

Effekt p- Wert 

Gruppe <0,0001 

Zeit <0,0001 

Gruppe*Zeit <0,0001 
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Abb. 18: Färbung lebender differenzierter Alveolarepithelzellen Typ II mit LysoTracker Green 
bei Lungengewebsschnitten von Mäusen (ungefroren und nach Kryokonservierung über einen 
Zeitraum von 96 h in Kultur). Dargestellt sind repräsentative Ausschnitte aus Fluoreszenzfärbungen 

mit LysoTracker Green von gesunden Mäusen, sowie die entsprechenden mit ImageJ bearbeiteten Aus-

schnitte. A: Ungefroren, B: Kryokonserviert mit dem Medium 1: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Strep-

tomycin + 10 % FKS, C: Kryokonserviert mit dem Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Strepto-

mycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, D: Kryokonserviert mit dem Medium 3: DMEM/F-12 + 1 % Peni-

cillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Trehalose , E: Kryokonserviert mit dem 

Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Tre-

halose. Es zeigte sich in allen Gruppen eine Abnahme der markierten Typ II Alveolarepithelzellen über 

den Beobachtungszeitraum von 96 h. In Abbildung B konnten keine differenzierten Alveolarepithelzel-

len Typ II mehr nachgewiesen werden. Der Maßstab entspricht 100μm.
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3.5.2 Humane PCLS  

Auch an den humanen Lungengewebsschnitten wurde eine Färbung mit LysoTracker Green 

durchgeführt, um differenzierte Alveolarepithelzellen Typ II zu detektieren. Es erfolgte eine 

Bearbeitung mittels ImageJ, sodass anschließend aus den repräsentativen Ausschnitten der 

PCLS die absolute Anzahl an Alveolarepithelzellen Typ II bestimmt werden konnte. Zur statis-

tischen Auswertung wurde bei Normalverteilung der Zweistichproben T-Test angewendet so-

wie eine repeated measures analysis mittels SAS durchgeführt. 

In der Abbildung 20 sind repräsentative Ausschnitte aus gefärbten Lungengewebsschnitten von 

gesunden Spendern, sowie die bearbeiteten Ausschnitte dargestellt, die als Grundlage der sta-

tistischen Auswertung dienten. 

Es wurde eine Färbung an nicht kryokonservierten Schnitten und kryokonservierten Schnitten 

mit dem Medium 4 durchgeführt. 

Lediglich zum Zeitpunkt 48 h prägte sich ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der diffe-

renzierten Alveolarepithelzellen Typ II. Zu den übrigen Zeitpunkten konnte keine signifikante 

Differenz zwischen ungefrorenen und kryokonservierten Schnitten dargelegt werden. Es zeigte 

sich jedoch eine signifikante Abnahme zwischen den verschiedenen Zeitpunkten innerhalb bei-

der untersuchten Gruppen.  

Bei den ungefrorenen PCLS zeigte sich zwischen 2 h und 24 h in Kultur ein Anstieg der 

LysoTracker positiven AEC II, bevor eine Abnahme über den Zeitraum erfolgte. Bei den kryo-

konservierten Schnitten hingegen stellte sich die maximale Anzahl bereits 2 h nach Auftauen 

dar. 

Die repeated measure analysis demonstrierte, wie auch bei den murinen PCLS, dass die zwei 

Gruppen sich signifikant unterscheiden und auch die zeitliche Dynamik der Veränderung der 

Zahl der Typ II Zellen verschieden ist (Tab. 18).  
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Abb. 19: Quantifizierung der LysoTracker green positiven Alveolarepithelzellen Typ II in Lun-
gengewebsschnitten von gesunden humanen Spendern (ungefroren und nach Kryokonservierung 
über einen Zeitraum von 96 h in Kultur). Kryokonserviert: Medium 4 DMEM/F-12 + 1 % Penicil-

lin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose. Die Quantifizierung liegen die in 

Abb. 20 dargestellten Bildern zugrunde. Kein signifikanter Unterschied im Zweistichproben T- Test in 

der Anzahl der Lysotracker positiven Alveolarepithelzellen Typ II von ungefrorenen und kryokonser-

vierten PCLS mit Ausnahme zum Zeitpunkt 48 h. Alle Werte sind als Mittelwert ± SEM angegeben. * p 

< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. n = 9 PCLS aus 3 verschiedenen Lungen in jeder Gruppe.

Tab.20: Repeated measures analysis mittels SAS, LysoTracker green von humanen Lungenge-
websschnitten ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die 

p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Signifikanzniveau * p< 0,05. Die 

statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen sowie eine signi-

fikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab ebenso ein signifikantes Ergeb-

nis. 

Effekt p- Wert

Gruppe 0,0003

Zeit 0,0217

Gruppe*Zeit 0,0003
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Abb. 20: Färbung Alveolarepithelzellen Typ II mit LysoTracker Green bei Lungengewebsschnit-
ten von gesunden humanen Spendern (ungefroren und nach Kryokonservierung über einen Zeit-
raum von 96 h in Kultur). Dargestellt sind repräsentative Ausschnitte aus Lungengewebsschnitten ge-

färbt mit LysoTracker Green von gesunden humanen Spenderlungen, sowie die mit ImageJ entsprechend 

bearbeiteten Ausschnitte. Ungefroren versus Kryokonserviert mit dem Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % 

Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose. Der Maßstab entspricht 

100 μm.
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3.6. Matures SP-B Gehalt in Lungengewebsschnitten mittels Western Blot 

3.6.1 Gehalt an Maturem SP-B in murinen PCLS 

Um den Einfluss der Kryokonservierung auf die Surfactantproduktion zu untersuchen, wurde 

mittels Western Blot Methodik die Expression von maturem SP-B (mSP-B) bestimmt. Dieses 

wird in Alveolarepithelzellen Typ II produziert, die im vorherigen Versuch bereits mittels 

LysoTracker Green Fluoreszenzfärbung detektiert werden konnten. Es wurden erneut PCLS 

kryokonserviert mit verschiedenen Medien getestet. Als Normierung diente die Beta-Actin Be-

stimmung. In Abb. 21 ist ein exemplarischer Immunoblot je Medium dargestellt sowie die den-

sitometrische Quantifizierung.  

Es konnte zu keinem Zeitpunkt in Kultur nach Kryokonservierung versus ungefrorene Schnitte 

eine signifikante Differenz der mSP-B Expression detektiert werden. Lediglich zwischen Me-

dium 1 und 4 sowie Medium 3 und 4 zeigte sich zum 2 h Zeitpunkt ein signifikanter Unter-

schied. Es zeigte sich insgesamt eine gering höhere SP-B Expression der ungefrorenen PCLS. 

Mittels SAS repeated measures wurde bewiesen, dass sich die untersuchten Gruppen signifikant 

unterscheiden und die Expression von mSP-B eine signifikante zeitliche Dynamik aufweist. 

Diese zeitliche Dynamik unterscheidet sich zwischen den Gruppen jedoch nicht signifikant 

(Tab. 21).  
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Abb. 21: Matures SP-B Gehalt in murinen PCLS ungefroren und kryokonserviert mittels Western 
Blot Methodik. Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt, sowie ein 

exemplarischer Immunoblot je verwendetes Medium. Kryokonserviert: Medium 1: DMEM/F-12 + 

10 % FKS, Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, Me-
dium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Treha-

lose, Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l 

Trehalose. Beta-Actin wurde zur Kontrolle der Proteinladung benutzt und densitometrisch zur Normie-

rung der Blots verwendet. Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM angegeben, n = 6. Im Vergleich aller 

Gruppen untereinander ermittelte der Zweistichproben T-Test keine signifikanten Ergebnisse mit Aus-

nahme zum Zeitpunkt 2 h zwischen den Medien 1 und 3 zu Medium 4. Im Immunoblot lässt sich zum 

Zeitpunkt 24 h eine höhere Proteinexpression der ungefrorenen PCLS erkennen. * p < 0,05. 

Tab.21: Repeated measures analysis mittels SAS, relative Proteinexpression matures SP-B von 
murinen PCLS ungefroren und kryokonserviert mit Medium 1-4 über einen Zeitraum von 96 h. 
Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Die Gruppen 

stellen die verschiedenen Einfriermedien dar. Signifikanzniveau * p < 0,05. Die statistische Auswertung 

zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen und eine signifikante zeitliche Dynamik. 

Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab kein signifikantes Ergebnis. 

Effekt p- Wert

Gruppe 0,0087

Zeit 0,0009

Gruppe*Zeit 0,1649
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3.6.2 Gehalt an maturem SP-B in humanen PCLS 

Mit der Proteinbestimmung der humanen PCLS wurde ebenso verfahren wie mit den murinen 

Schnitten. Abb. 22 zeigt einen repräsentativen Immunoblot sowie die densitometrisch ermittel-

ten Werte. Zur Normierung der mSP-B Expression wurde die Beta-Actin Bestimmung verwen-

det. In der densitometrischen Analyse fanden sich keine signifikanten Unterschiede, obwohl in 

der Tendenz eine höhere Expression von mSP-B in der Gruppe der ungefrorenen PCLS zu de-

tektieren war. Ebenso zeigte sich eine Abnahme der Expression über die Dauer in Kultur.  

Mittels wiederholter Messungen konnte ein signifikanter Unterschied der ungefrorenen und 

kryokonservierten PCLS bezüglich Ihrer mSP-B Expression in Kultur demonstriert werden, 

auch zeigte sich eine signifikante zeitliche Dynamik über den Untersuchungszeitraum. Die Ver-

änderung der zwei Gruppen verhält sich jedoch gleich und wies kein signifikantes Ergebnis auf. 

Die entsprechenden p- Werte der repeated measures analysis sind in Tabelle 22 dargestellt.  
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Abb. 22: Matures SP-B Gehalt in humanen PCLS ungefroren und kryokonserviert (Medium 4: 

DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose) mittels 
Western Blot Methodik. Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt, so-

wie ein exemplarischer Immunoblot. Beta-Actin wurde zur Kontrolle der Proteinladung benutzt und 

densitometrisch zur Normierung der Blots verwendet. Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM angege-

ben, n = 6. Mittels zweistichproben T-Test wurden keine signifikanten Ergebnisse zwischen ungefrore-

nen und kryokonservierten PCLS ermittelt. 

Tab.22: Repeated measures analysis mittels SAS, relative Proteinexpression matures SP-B von 
humanen Lungengewebsschnitten ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 
h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Signifikanz-

niveau * p< 0,05. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Grup-

pen und eine signifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab kein signifi-

kantes Ergebnis. 

Effekt p- Wert

Gruppe 0,0009

Zeit <0,0001

Gruppe*Zeit 0,7592
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3.7. Matures SP-C Gehalt in Lungengewebsschnitten mittels Western Blot 

3.7.1 Gehalt an maturem SP-C in murinen PCLS 

Das Proteinexpressionsprofil von mSP-C der kryokonservierten und ungefrorenen PCLS wurde 

im Western Blot überprüft. Für die Normalisierung wurde ein Antikörper gegen Beta-Actin ver-

wendet. Gegenüber der ungefrorenen Kontrolle zeigte sich in den kryokonservierten PCLS bei 

der densitometrischen Auswertung keine signifikant erniedrigte Expression von mSP-C. Mit-

tels wiederholter Messungen konnte ein signifikanter Unterschied der untersuchten Gruppen 

bezüglich Ihrer mSP-C Expression in Kultur demonstriert werden, auch zeigte sich eine signi-

fikante zeitliche Dynamik über den Untersuchungszeitraum. Die Veränderung der zwei Grup-

pen verhält sich jedoch gleich und wies kein signifikantes Ergebnis auf (Tab. 23). 
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Abb. 23: Matures SP-C Gehalt in murinen PCLS ungefroren und kryokonserviert mittels Western 
Blot Methodik. Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt, sowie ein 

exemplarischer Immunoblot je verwendetem Medium. Kryokonserviert: Medium 1: DMEM/F-12 + 

10 % FKS, Medium 2: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO, Me-
dium 3: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 50 mmol/l Treha-

lose, Medium 4: DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l 

Trehalose. Beta-Actin wurde zur Kontrolle der Proteinladung benutzt und densitometrisch zur Normie-

rung der Blots verwendet. Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM angegeben, n = 6. Nach densitomet-

rischer Quantifizierung zeigte sich im Zweistichproben T- Test keine signifikante höhere Expression 

von mSP-C in den kryokonservierten gegenüber der ungefrorenen Kontrollschnitte. 

Tab.23: Repeated measures analysis mittels SAS, relative Proteinexpression matures SP-C von 
murinen Lungengewebsschnitten ungefroren und kryokonserviert mit Medium 1-4 über einen 
Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind die p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und 

Gruppe*Zeit. Die Gruppen stellen die verschiedenen Einfriermedien dar. Signifikanzniveau * p< 0,05. 

Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen und eine sig-

nifikante zeitliche Dynamik. Die Verknüpfung aus Zeit und Gruppe ergab kein signifikantes Ergebnis. 

Effekt p- Wert

Gruppe 0,0151

Zeit 0,0012

Gruppe*Zeit 0,5713
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3.7.2 Gehalt an maturem SP-C in humanen PCLS 

Gleichermaßen wie bei den murinen PCLS wurde eine Proteinexpression des SP-C mittels Wes-

tern Blot bei den humanen PCLS durchgeführt. Auch hier konnte sich nach densitometrischer 

Quantifizierung keine signifikanten Differenzen der beiden Gruppen ermitteln lassen. Es zeigte 

sich anhand der Immunoblots jedoch ein Rückgang der mSP-C Expression nach 24 h in Kultur. 

Zur Normierung wurde erneut die Beta-Actin Bestimmung verwendet.  

Mittels SAS repeated measures analysis konnte gezeigt werden, dass kein signifikanter Unter-

schied der ungefrorenen und kryokonservierten PCLS in Bezug auf Ihre mSP-C Expression 

besteht. Ein signifikantes Ergebnis konnte für die zeitliche Dynamik aufgezeigt werden, sodass 

über den Zeitraum von 96 h die relative Proteinexpression von SP-C signifikant abnimmt. Die 

zeitliche Veränderung verhält sich jedoch signifikant verschieden innerhalb der untersuchten 

Entitäten. 
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Abb. 24: Matures SP-C Gehalt in humanen PCLS ungefroren und kryokonserviert (Medium 4: 

DMEM/F-12+ 1 % Penicillin/Streptomycin + 10 % HS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose) mittels 
Western Blot Methodik. Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt, so-

wie ein exemplarischer Immunoblot. Beta-Actin wurde zur Kontrolle der Proteinladung benutzt und 

densitometrisch zur Normierung der Blots verwendet. Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM angege-

ben, n = 6. Mittels T-Test sind ungefrorene versus kryokonservierte PCLS verglichen worden, wobei 

sich kein signifikantes Ergebnis zeigte.  

Tab.24: Repeated measures analysis mittels SAS, relative Proteinexpression matures SP-C von 
humanen PCLS ungefroren und kryokonserviert über einen Zeitraum von 96 h. Dargestellt sind 

die p- Werte der 3 untersuchten Effekte Gruppe, Zeit und Gruppe*Zeit. Signifikanzniveau * p< 0,05. 

Die statistische Auswertung zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, jedoch eine 

signifikante zeitliche Dynamik über den Untersuchungszeitraum von 96 h. Die Verknüpfung aus Zeit 

und Gruppe ergab ebenso signifikantes Ergebnis mit p 0,0045. 

Effekt p- Wert

Gruppe 0,7810

Zeit <0,0001

Gruppe*Zeit 0,0045
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4. Diskussion 

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war die Wirkung der Kryokonservierung auf die Viabilität von 

PCLS zu untersuchen, sowie eine optimale Einfriermethode zu etablieren, die den entstehenden 

Kryoschaden möglichst geringhält. Hierfür wurde zum einen ein Tiermodell mit murinem Lun-

gengewebe, zum anderen humanes Lungengewebe verwendet. Der Gedanke hinter der experi-

mentellen Planung war, die Ergebnisse der murinen Untersuchungen auf das in geringerem 

Umfang verfügbare humane Material zu übertragen. Die Grundlage für diese Arbeit stellte die 

Arbeit von Rosner et al. (2014) dar, in der gezeigt werden konnte, dass es möglich ist murine 

PCLS zu kryokonservieren und dabei die bronchokonstriktorische Reaktion auf Methacholin 

und Chloroquin unverändert zu erhalten, obwohl die Stoffwechselaktivität reduziert ist. Diese 

Untersuchungen fanden nur im Tiermodell an murinem Gewebe statt. In dieser Arbeit sollten 

Untersuchungen auf das humane Material erweitert und verglichen werden. Es wurden unter-

schiedliche Medien für die Kryokonservierung getestet, um so eine höhere Überlebensrate des 

Gewebes zu erreichen.  

4.1 Beurteilung der Methode zur Herstellung und Kultivierung der PCLS 

Die Methode zur Herstellung der PCLS basierte auf Krumdiecks Tissue slicer aus dem Jahre 

1980 (Krumdieck et al. 1980). Es wurde ein Vibratom verwendet. Für die Auswertung der Ver-

suchsergebnisse muss beachtet werden, dass nicht jeder PCLS unter optimalen Schneidebedin-

gungen produziert werden konnte. Gute Schneideergebnisse konnten erzielt werden, wenn das 

Gewebe ausreichend gut mit Agarose befüllt und diese ausgehärtet war, sowie der Gewebeblock 

bindegewebs- und gefäßarme Anteile hatte. Ebenso konnte das Gewebe besser geschnitten wer-

den, wenn ein Bronchus zentral und nicht peripher lokalisiert war. Es konnte passieren, dass die 

Bronchialwände ausrissen oder sich der Gewebeblock von der Schneidefläche löste und daher 

unbrauchbare Schnitte produziert wurden. Dieses Problem konnte verringert werde, wenn eine 

möglichst geringe Schneidegeschwindigkeit gewählt wurde. Dadurch konnte größtenteils das 

Lösen des Gewebeblocks und damit einhergehende Scherkräfte auf das Gewebe verhindert wer-

den.  

Der Auffangbehälter des Vibratom wurde mit DPBS gefüllt. Nach Produktion eines PCLS 

wurde dieser in DPBS erneut auf Eis gestellt, bis zum Ende des Schneidevorgangs.  

Die Schnitte wurden erst nachdem die komplette Lunge geschnitten und genügend PCLS 
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vorhanden waren zum Auswaschen der Agarose in CO² Independent Medium überführt. Es ist 

anzunehmen, dass ein größerer Stress der Schnitte durch die zum Teil längere Verweildauer in 

gekühltem DPBS hervorgerufen wurde. Hierbei ist anzumerken, dass dieser Prozess nicht stan-

dardisiert erfolgte, da je nach vorhandenem Material und Volumen der Lunge der Schneidevor-

gang zeitlich variierte. Dies könnte ein Einflussfaktor auf die später gemessenen Standardfehler 

der verschiedenen Versuche sein. Nach Literaturrecherche wurde zur Kultivierung der PCLS 

DMEM/F12 verwendet. Anhand mehrerer Vorversuche konnte mit diesem Kultivierungsme-

dium eine stabile Viabilität anhand des LDH Assays ermittelt werden, sodass für die folgenden 

Versuche dieses Kultivierungsmedium beibehalten wurde. Dies steht in Übereinstimmung mit 

verschiedenen Studien, in welchen sich DMEM/F12 als gut verwendbares Kultivierungsme-

dium herauskristallisiert hat (Rosner et al. 2014; Herbert et al. 2017). So konnten beispielsweise 

Henjakovic et al. mit DMEM/F12 als Medium zum Kultivieren eine geringe relative LDH Frei-

setzung von 33 % im Mediumüberstand nach 48 h Inkubationszeit der PCLS erreichen. Das 

Ergebnis bezieht sich als Prozentsatz auf die gesamte LDH- Menge, berechnet aus dem in Triton 

X- 100 lysierten PCLS  (Henjakovic et al. 2008b). Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser 

Dissertation sowohl für die ungefrorenen murinen als auch die ungefrorenen humanen PCLS 

überein.  

 

Probandenmaterial 

Des Weiteren ist zur Präparation und Herstellung der PCLS anzumerken, dass die Verarbeitung 

des humanen Lungengewebes nicht standardisiert werden konnte. Betreffendes ist darauf zu-

rückzuführen, dass der Zeitraum vor Eintreffen der Donorlungen am UKGM Gießen unbekannt 

war. Somit bestand möglicherweise eine unterschiedliche Transportzeit und damit einherge-

hend auch die Kühlung auf Eis. Auch inwieweit der Prozess der Explantation der Lunge trau-

matisch oder atraumatisch stattfand, ist unbekannt. Darüber hinaus ist auch anzunehmen, dass 

das Alter des Spenders sowie der Zustand der Lunge nach Explantation eine Rolle auf die Ver-

suchsergebnisse spielt. Ein positiver Aspekt dieser Gegebenheiten besteht jedoch darin, dass so 

die Brauchbarkeit der PCLS nach Kryokonservierung die verschiedenen Bedingungen wider-

spiegelt und eine allgemeingültigere Aussage zulässt. Im Vergleich dazu bestand bei dem muri-

nen Lungengewebe eine einheitliche Verarbeitung des frischen Lungengewebes, die Mäuse 

stammten vom gleichen Zuchtstamm und waren zum Zeitpunkt der Verarbeitung 12 Wochen 

alt.  
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Agaroseinstillation 

Das Lungengewebe stellt ein sehr weiches Gewebe dar, weshalb ein wichtiger Schritt im Pro-

zess der Herstellung der PCLS die Befüllung der Lunge mit Agarose war. Hierdurch konnte 

eine für den Schneideprozess nötige Stabilisierung des Gewebes erzielt werden. Bei der Maus 

ist dies problemlos über die Trachea durchzuführen. Die Befüllung der humanen Lunge mit 

Agarose hingegen stellte ein Problem dar, da dies nur über freiliegende Bronchien möglich ist 

und durch mehrfaches Abklemmen der Schnittflächen ein Herausfließen der Agarose verhindert 

werden musste. Es konnte demzufolge keine ausreichende Stabilität des kompletten Lungenge-

webes erreicht werden, sodass jeweils nur ein Teil des befüllten Lungengewebes zum Verbrauch 

genutzt werden konnte. Die Randsegmente ließen sich gut mit Agarose befüllen, jedoch konnte 

hier makroskopisch häufig ein Emphysem erkannt werden, sodass dieser Bereich für den wei-

teren Gebrauch ausgeschlossen wurde. Laut Martin et al. konnte durch Befüllen der Lunge mit 

Agarose keine Gewebeschäden festgestellt werden, dabei ist es jedoch wichtig, das natürliche 

Lungenvolumen nicht zu überschreiten, da sonst ein Trauma des Gewebes entsteht (Martin et 

al. 1996). In Anlehnung an Placke et al. wurde ein Agarose/Mediumgemisch verwendet anstatt 

eine in Aqua dest. gelöste Agarose, da dies den Nährstoff- und Gasaustausch innerhalb eines 

Schnittes verbessern sollte und daher zu einer verbesserten Vitalität beiträgt. Die Instillation 

von Agarose in Wasser (3 % Aqua dest.) führte in Studien zu verminderter Vitalität, was zum 

einen auf das Fehlen von Nährstoffen und zum anderen auf den hypotonen Charakter der Aga-

roselösung zurückgeführt werden konnte (Placke und Fisher 1987; Martin et al. 1996). 

4.2 Beurteilung der Methode der Kryokonservierung der PCLS 

In dieser Arbeit wurden zur Kryokonservierung eine langsame Einfriermethode und ein schnel-

ler Auftauvorgang gewählt, da dies bereits in mehreren Studien zu erfolgreichen Ergebnissen 

geführt hat (Watson et al. 2016; Rosner et al. 2014; Bai et al. 2016). Ein wesentlicher Unter-

schied zu vorangegangenen Studien besteht darin, dass Trehalose als Kryoprotektivum in un-

terschiedlichen Konzentrationen dem Medium hinzugefügt wurde. Es konnten basierend darauf 

unterschiedliche Überlebensraten je nach Medium festgestellt werden. Durch Kombination des 

penetrierenden Kryoprotektivums DMSO (10 %) und des nicht-penetrierenden Kryoprotekti-

vums Trehalose, konnten in dieser Arbeit die besten Viabilitätsraten erfasst werden. In der Ver-

gangenheit hatten bereits einige Autoren darüber berichtet, dass durch die Zugabe von Treha-

lose zu DMSO eine Verbesserung des kryoprotektiven Effekt des Mediums herbeigeführt 
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werden kann (Limaye und Kale 2001; Beattie et al. 1997; Lee et al. 2013). Beattie et al. konnten 

zeigen, dass durch die Zugabe von Trehalose zu DMSO das Überleben von kryokonservierten 

humanen Pankreasinselzellen mit 300 mmol/l Trehalose von 58 % auf 92 % gesteigert werden 

konnte (Beattie et al. 1997). Wir konnten durch das Beifügen von 200 mmol/l Trehalose eine 

Reduktion der Zelltoxizität nach 2 h in Kultur der PCLS von 18 % auf 10 % erreichen. Lee et 

al. präsentierte im Jahre 2013, dass die Kryokonservierung von spermatogonialen Stammzellen 

in einem Einfriermedium mit DMSO und 200 mmol/l Trehalose eine effiziente Methode der 

Kryokonservierung darstellt. Allerdings resultierte das Hinzufügen von 200 mmol/l Trehalose 

nicht in einer Verbesserung der Zellviabilität. Es zeigte sich jedoch eine signifikant höhere 

Proliferationsaktivität, sowie eine signifikant geringere Prozentzahl an apoptotischen Zellen 

verglichen mit DMSO. Das Kryokonservieren mit 50 mmol/l Trehalose zeigte dafür eine höhere 

Zellviabilität im Gegensatz zu DMSO alleine (Lee et al. 2013). Hingegen konnten in dieser 

Arbeit einheitliche Ergebnisse sowohl für Zellviabilität und enzymatische Zellaktivität als auch 

für die Proteinexpression mit dem Zusatz von 200 mmol/l Trehalose erbracht werden. Es konnte 

auch für den Zusatz von 50 mmol/l Trehalose bereits verbesserte Ergebnisse aufgezeigt werden.  

Kritisch betrachtet werden sollte in Bezug auf die Methode der Kryokonservierung der PCLS 

noch, dass je 5 PCLS in einem Cryo-Pure Gefäß deponiert wurden. Im Vergleich dazu wurde 

in der Arbeit von Bai et al. nur 3 PCLS pro Kryogefäß und bei Rosner et al. sowie bei Watson 

et al. sogar jeder einzelne PCLS in einem individuellen Kryogefäß gelagert (Bai et al. 2016; 

Watson et al. 2016; Rosner et al. 2014). Diese Vorgehensweise verhindert, dass durch zu viele 

eng aneinander liegende PCLS die Diffusion des Mediums in das Gewebe behindert wird. Um 

dadurch entstehende mögliche Auswirkungen auf die Vitalität der PCLS zu verifizieren, sollte 

dies in künftigen Studien noch berücksichtigt werden.   

4.3 Zellviabilität und metabolische Aktivität von frischen und kryokonservierten PCLS 

Die Bestimmung der Zellvitalität ist sehr wichtig, um die Brauchbarkeit der PCLS für weitere 

Versuche einschätzen zu können.  

Sie wurde anhand mehrerer Tests bestimmt, zum einen durch den LDH-Assay, aber auch durch 

den MTT-Assay und die Fluoreszenzfärbungen mit Calcein AM und Ethidiumbromid-homodi-

mer-1. Worle- Knirsch et al. stellten in ihrem Paper "Oops they did it again! Carbon nanotubes 

hoax scientists in viability assays“ dar, dass die Vitalitätsbestimmung durch verschiedene Ver-

suche als notwendig erscheint, da sich in unterschiedlichen Versuchen zum Teil keine Toxizität 
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zeigte und alle Zellen überlebten, wenn die Vitalität mittels LDH-Assay oder WST-1 Assay 

bestimmt wurde, hingegen die Vitalität von humanen Lungenepithelzellen anhand des MTT-

Assay um die Hälfte abgenommen hatte (Worle-Knirsch et al. 2006). Valide Aussagen können 

somit nur getroffen werden, wenn mehr als ein Vitalitätstest angewendet wird. Wie bereits er-

wähnt wurde in dieser Arbeit zum einen der LDH-Assay, der die möglichen Zellmembranschä-

den erfasst, als auch der MTT-Assay zur Beurteilung der mitochondrialen Aktivität der Zellen, 

eingesetzt. Ein visueller Eindruck konnte mittels der Fluoreszenzfärbung des Zellgerüstes und 

der Quantifizierung der toten Zellen erlangt werden.  

4.3.1 Beurteilung der Ergebnisse des LDH-Assay 

Die LDH Freisetzung der ungefrorenen murinen Kontrollschnitte lag nach 2h Inkubationszeit 

bei lediglich 2,4 %, nach 24 h bei 11 %. Die der ungefrorenen humanen PCLS nach 2 h Inku-

bation bei 6 % und nach 24 h bei 16 %. Diese Ergebnisse korrelieren mit denen von Wohlsen 

et al. veröffentlichten Werten. In dieser Arbeit wurde dargestellt, dass die LDH Freisetzung in 

den ersten 24 h Inkubationszeit unter 10 % blieb.  

Nach 72 h Inkubation konnte kein LDH Anstieg über 15 % verzeichnet werden (Wohlsen et al. 

2003). Auch Henjakovik et al. erzielten eine vergleichbare LDH Ausschüttung nach 4-stündiger 

Inkubation (Henjakovic et al. 2008a). Es konnte in allen Studien ein fast linearer Anstieg beo-

bachtet werden. In dieser Arbeit zeigten sich nur minimal schlechtere Ergebnisse mit einem 

Anstieg bis 17 % nach 72 h der murinen Proben. Nach weiteren 24 h Inkubationszeit kam es zu 

einer Verdopplung der LDH Freisetzung, was zeigte, dass über einen Zeitraum von 72 h hinaus 

die Vitalität stark abnimmt und sich die PCLS möglicherweise für den weiteren validen Ge-

brauch nicht mehr eignen. In den Versuchen der humanen Lungengewebsschnitte zeigte sich 

im Vergleich zu Wohlen et al., der ebenso humanes Material verwendete, jedoch eine schlech-

tere Viabilität, da die LDH-Freisetzung nach 48 h bereits 27 % und nach 72 h 39 % erreichte. 

Ein relevanter Unterschied der beiden Studien, der zu den differenten Ergebnissen beitragen 

könnte, liegt in der Schnittdicke der PCLS. Wohlsen et al. produzierten humane PCLS mit einer 

Dicke von 250 μm, während in dieser Arbeit humane Schnitte mit einer Dicke von 500 μm 

hergestellt wurden. Die geringere Schnittdicke resultiert in einer besseren Penetration des Kul-

tivierungsmediums in das Gewebe und damit einer besseren Versorgung mit Nährstoffen über 

einen längeren Zeitraum.  

Auch Ressmeyer et al. demonstrierten, dass PCLS für mindestens 3 Tage in Kultur vital bleiben. 

Es wurden PCLS aus Meerschweinchenlungen verwendet und damit vergleichbare Werte 
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erzeugt mit einer LDH Freisetzung < 10 % nach 24 h. Ressmeyer et al. untersuchte ebenso den 

Unterschied auf die Viabilität mit und ohne Mediumwechsel nach je 24 h und konnte nach 72 h 

mit Mediumwechsel eine deutlich verbesserte Viabilität der PCLS belegen (Ressmeyer et al. 

2006). Auch muss beachtet werden, dass die Stabilität von LDH begrenzt ist, LDH ist für etwa 

24 h stabil. Umachandran et al. legte in seinen Arbeiten dar, dass das LDH in den Überständen 

der PCLS nur bis zu 24 h die Zytotoxizität wiederspiegelte und es nach einem längeren Zeit-

raum zur Akkumulation von LDH in den Überständen kommt, rückführend auf die begrenzte 

LDH Stabilität (Umachandran et al. 2004; Umachandran und Ioannides 2006). In der vorlie-

genden Arbeit wurde das Kultivierungsmedium alle 24 h gewechselt, um der Instabilität des 

LDH vorzubeugen. So konnte alle 24 h die LDH Freisetzung bestimmt werden, ohne dass ein 

sprunghafter Rückgang der Freisetzung stattfand. Ein weiterer Punkt, der kritisch in Bezug auf 

die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der unterschiedlichen Studien anzubringen ist, stellt die 

unterschiedliche Methode dar. In der vorliegenden Arbeit wurde beispielsweise jedes einzelne 

PCLS auf einer 24-Well Zellkulturplatte in 1 ml Medium kultiviert. In der Arbeit von Ress-

meyer et. al jedoch je 3 PCLS pro 1 ml Medium, ebenso verfuhr Wohlsen et al. in seiner Arbeit. 

Es wäre zu erwarten, dass bei einer höheren verfügbaren Mediummenge je PCLS eine höhere 

Viabilität resultiert. Dies müsste jedoch erneut unter standardisierten Bedingungen verifiziert 

werden, sodass die hier aufgeführten übereinstimmenden Versuchsergebnisse nicht präzise ver-

glichen werden können.  

Resümierend kann gesagt werden, dass die Kryokonservierung durchaus einen negativen Ein-

fluss auf die Viabilität der PCLS hat, der durch Zugabe von zwei verschiedenen Kryoprotektiva 

DMSO und Trehalose nicht komplett geblockt werden kann. Dennoch zeigten sich v. a. die 

murinen Lungenschnitte bis zu 48 h in Kultur nach dem Auftauen noch vital. Es ist in Zusam-

menschau der Versuchsergebnisse anzunehmen, dass nekrotische Prozesse in den PCLS wäh-

rend der Kryokonservierung ablaufen, diese sich jedoch anschließend wieder kultivieren lassen, 

trotz des zuvor entstandenen Zellschadens. Wäre dies nicht möglich, wäre eine deutlich höhere 

LDH Freisetzung bereits nach 2 h in Kultur zu erwarten. 

Die positiven Ergebnisse, die Rosner et al. in ihrer Arbeit veröffentlichte, konnten in dieser 

Arbeit nicht verifiziert werden. So wurde gezeigt, dass nach Kryokonservierung von murinen 

PCLS die Zellzytotoxizität ähnlich der frischen PCLS nach 18 h Kultivierung bei ca. 1 % lag. 

Rosner et al. verwendete eine vergleichbare Methode, es wurde ebenso ein Einfriermedium mit 

10 % DMSO benutzt, je ein PCLS in einem Kryogefäß deponiert, eine langsame Einfrierme-

thode sowie eine schnelle Auftaumethode im Wasserbad gewählt. Die starke Abweichung lässt 

sich folglich daraus nicht erklären (Rosner et al. 2014). In einer Studie von Bai et al. wurden 
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für humane kryokonservierte PCLS in Anlehnung an die Daten von Rosner et al. ähnliche Er-

gebnisse erzielt. Es wurde veröffentlicht, dass die LDH Freisetzung in humanen kryokonser-

vierten PCLS über einen Zeitraum von 10 Tagen gering blieb und dadurch die geringe Zelltod-

rate und Viabilität bestätigt wurde. Auch diese Aussage konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt 

werden. Es ist hierbei anzumerken, dass in der Studie von Bai et al. keine Kontrollgruppe von 

ungefrorenen humanen PCLS untersucht wurde und die Gruppengröße des LDH Assay n = 3 

Schnitte von je 2 humanen Lungen betrug. In der vorliegenden Arbeit hingegen wurde n = 15 

Schnitte gewählt von 3 verschiedenen humanen Lungen. Es konnten auch keine signifikanten 

Unterschiede bezüglich der Methoden identifiziert werden (Bai et al. 2016).  

Für die Viabilitätsbestimmung mittels LDH-Assay konnte bezüglich kryokonservierten PCLS 

in der Literatur keine weiteren zu vergleichenden Daten gefunden werden.  

4.3.2 Beurteilung der Ergebnisse des MTT-Assay 

Eine weitere aussagekräftige Untersuchung stellt die Messung der Stoffwechselaktivität mittels 

MTT-Assay dar (Mosmann 1983). Mit dem Assay konnte gezeigt werden, dass die nicht kryo-

konservierten PCLS über einen Zeitraum von 92 h vital blieben, hierbei zeigte sich nach 24 h 

in Kultur zunächst ein Anstieg der mitochondrialen Stoffwechselaktivität, die nach einer Kulti-

vierungsdauer von 48 h wieder abnahm. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass die PCLS 

nach dem Schneidevorgang und dem Aufbewahren im kalten Schneidemedium zunächst eine 

gewisse Zeit in Kultur benötigen, um ihre Stoffwechselaktivität wieder aufzunehmen. Diese 

Regenerationsphase wurde auch von anderen Autoren beschrieben, die eine Verbesserung der 

metabolischen Aktivität mit der Kultivierungszeit beobachteten (Temann et al. 2016). Bei den 

humanen PCLS konnte sogar erst nach 72 h in Kultur die höchste Vitalität gemessen werden. 

Nach diesem Zeitpunkt kam es jedoch zu einem raschen Abfall der gemessenen Aktivität. In 

den kryokonservierten Lungengewebsschnitten konnte ebenfalls eine Vitalität anhand des As-

say nachgewiesen werden, diese Werte lagen jedoch sowohl bei den murinen als auch bei den 

humanen Schnitten deutlich unter denen der frischen Schnitte. Übereinstimmend mit den Er-

gebnissen des zuvor diskutierten LDH-Assays konnten auch hier signifikante Unterschiede der 

gemessenen Stoffwechselaktivität in Abhängigkeit des Kryokonservierungsmediums festge-

stellt werden. Die höchste Vitalität wurde erneut für das Medium mit dem Zusatz 10 % DMSO 

und 200 mmol/l Trehalose bestimmt. Nach Kryokonservierung zeigten die murinen PCLS nach 

48 h ihr Aktivitätsmaximum, die humanen Schnitte bereits nach 24 h bevor es zu einem Abfall 

der Vitalität kam. Dies signalisiert erneut, dass die PCLS eine gewisse ,,Erholungszeit“ unter 
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Kultivierungsbedingungen benötigen, bevor das Gewebe wieder eine gute Stoffwechselaktivi-

tät erreicht.  

Die Versuchsergebnisse der murinen Schnitte zum Zeitpunkt 72 h sind kritisch zu bewerten, da 

sich hier zum einzigen Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied, sowohl unter den verschiede-

nen Medien, aber auch zu den frischen PCLS, nachweisen ließ. Zusammenfassend kann man 

sagen, dass die Werte der gefrorenen Schnitte deutlich unter denen der frischen lagen, dennoch 

auch nach Kryokonservierung noch eine messbare Vitalität bzw. Stoffwechselaktivität nach-

weisbar war. Die bessere Vitalität der murinen PCLS im Vergleich zu den humanen könnte mit 

der besseren Diffusion der Medien in das Gewebe zusammenhängen, da diese in einer geringe-

ren Schnittdicke produziert wurden.  

Ein weiterer Punkt, der im Zusammenhang mit den Ergebnissen des MTT Test noch beachtet 

werden sollte, ist, dass durch die Schädigung des Gewebes es zusätzlich zu einer NADP(H) 

Freisetzung in das Medium kommen kann und es dadurch zu einer Reaktion mit der MTT Lö-

sung kommt. Um zu überprüfen, ob die gemessenen Werte tatsächlich der Vitalität entsprechen, 

sollte ein weiterer Test zur Überprüfung der mitochondrialen Stoffwechselaktivität angewendet 

werden, dies wurde in dieser Arbeit jedoch nicht durchgeführt. Auf Grund der Vitalitätsbestim-

mung anhand mehrerer anderer Assays ist dennoch davon auszugehen, dass die hier gemessene 

Aktivität der mitochondrialen Vitalität der PCLS entspricht. Die metabolische Aktivität nach 

Kryokonservierung der PCLS wurde bereits in anderen Studien mehrfach untersucht. Sowohl 

Watson et al. als auch Rosner et al. konnten genau wie in dieser Arbeit zeigen, dass die kryo-

konservierten PCLS eine signifikant geringere metabolische Aktivität aufwiesen als die fri-

schen Gewebeschnitte (Watson et al. 2016; Rosner et al. 2014). Wie zuvor bei den Ergebnissen 

des LDH-Assay beschrieben konnte Lambermont et al. auch mittels MTT-Assay zeigen, dass 

PCLS von Schafen ebenso für mindestens 3 Tage vital bleiben. Es wurde in dieser Studie auf-

geführt, dass die Absorbance über drei Tage stabil blieb, es zeigte sich jedoch nicht wie in an-

deren Arbeiten, so wie auch in dieser, ein Abfall der metabolischen Aktivität über diesen Zeit-

raum. Jedoch wurden für die Messungen nur PCLS verwendet, die schlagende Zilien sowie 

eine intakte und entspannte glatte Atemwegsmuskulatur hatten. Diese Selektion wurde bei an-

deren Studien nicht durchgeführt, was die stabile Stoffwechselaktivität in Kultur hervorrufen 

könnte (Lambermont et al. 2014). Bereits 1996 wendete Martin et al. den MTT-Assay, als einen 

Index für die mitochondriale Aktivität nach dem Protokoll von Mosmann (Mosmann 1983) an 

und konnte ebenso darstellen, dass PCLS über einen Zeitraum von 72 h vital erschienen (Martin 

et al. 1996).  

Die hier dargestellten Differenzen der frischen und gefrorenen PCLS, als auch die von Rosner 
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und Watson gemessene Stoffwechselaktivität korrespondieren mit dem für bereits anderes kry-

okonserviertes Gewebe gemessene Bereiche, wie z. B. von kolorektalem Gewebe, der Leber 

oder Fetttransplantaten (McGowan et al. 2012; Maas et al. 2000b; MacRae et al. 2004).  

4.3.3 Strukturelle Schädigung der PCLS durch Kryokonservierung 

Die zuvor diskutierten Vitalitätstests ergaben, dass die Lungengewebeschnitte, sowohl die 

murinen als auch die humanen, unter den verwendeten Kultivierungs- und Kryokonservierungs-

methoden noch über einen gewissen Zeitraum vital sind. Es wurde festgestellt, dass zwar die 

Stoffwechselaktivität nach Kryokonservierung reduziert wird, aber ein Teil der Zellen eines 

Schnittes dennoch vital sind. Für die optimale Nutzung der Schnitte ist aber nicht allein die 

Energieversorgung und Stoffwechselaktivität ausreichend. Einen nicht zu vernachlässigen As-

pekt spielt auch die Intaktheit der strukturellen Gegebenheiten innerhalb des PCLS. Zur Ver-

deutlichung der strukturellen Schäden wurde eine Färbung mit Calcein AM und Ethidiumho-

modimer-1 durchgeführt. Es zeigte sich erneut, dass über einen Zeitraum von 72 h in Kultur, 

die PCLS eine gut darstellbare Plasmamembran aufwiesen und sich nur eine geringe Anzahl an 

toten Zellen zeigten. Es konnte somit anhand von drei verschiedenen Versuchen die Vitalität 

der PCLS bestimmt werden. In den Schnitten beider verwendeter Entitäten konnte festgestellt 

werden, dass sich die Plasmamembran über einen längeren Zeitraum langsam auflöste, dies war 

an humanen PCLS deutlicher ausgeprägt. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Verände-

rungen des Gewebes nach Kryokonservierung deutlicher waren, jedoch nur eine geringe Be-

einflussung auf die Gewebeintegrität ausgeübt wurde. Es war zu erwarten, dass während der 

Kryokonservierung ein größerer Stress auf die PCLS entsteht als lediglich der Schneidevor-

gang. Die verminderte Versorgung des Gewebes mit wichtigen Nährstoffen während des Ein-

frier- und Auftauvorgangs trägt auch zur Veränderung der Gewebestruktur bei. Eine weitere 

Arbeitsgruppe beschrieb anhand der Fluoreszenzfärbung mit Calcein-AM und Ethidium-homo-

dimer-1 die strukturelle Intaktheit des Lungenparenchym, der Blutgefäße und Atemwege. Es 

wurde wiedergegeben, dass der Zelltod minimal war und vor allem entlang des Epithels der 

Atemwege und der Ränder der PCLS lokalisiert war (Rosner et al. 2014). Auch in der Arbeit 

von Ressmeyer et al. wurden ihre zuvor ermittelten Ergebnisse des LDH-Assay anhand der 

Färbung mit Calcein AM und Ethidium-homodimer-1 bestätigt. Die mikroskopische Auswer-

tung lebender Zellen ergab weniger als 10 % toter Zellen. Die Zahl der toten Zellen blieb be-

ständig über einen Zeitraum von 72 h. Ein täglicher Mediumwechsel war auch hier effektiv für 

die Erhaltung der lebenden Zellen (Ressmeyer et al. 2006). Die Ergebnisse stehen nicht 
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vollständig in Einklang mit den hier gezeigten Abbildungen (Abb.13, Abb.14). Für die murinen 

PCLS, sowohl die frischen als auch die kryokonservierten mit dem Medium mit Zusatz von 

10 % DMSO und 50 bzw. 200 mmol/l Trehalose zeigte sich ein vergleichbares Bild. Auch hier 

schienen die rot gefärbten, toten Zellen konstant zu bleiben. Für das humane Gewebe zeigte 

sich jedoch bereits für beide Gruppen (frisch vs. kryokonserviert) nach 24 h in Kultur ein deut-

licher Anstieg der toten Zellen und eine schwächere Darstellung der Plasmamembran. Jedoch 

spiegelt dies die auch zuvor minimal schlechteren Ergebnisse der humanen Schnitte im Ver-

gleich zu den murinen wider. Eine Limitierung des hier vorgestellten Versuchsaufbaus bestand 

darin, dass nicht dieselben PCLS über den gesamten Zeitraum beobachtet werden konnten, son-

dern zu jedem Zeitpunkt neue Schnitte mikroskopiert wurden. Nach der Färbung waren die 

Schnitte nicht erneut für eine weitere Färbung brauchbar, da zum einen die lange Inkubations-

dauer zu einer nicht mehr auswertbaren Fluoreszenz führen würde und zum anderen der Prozess 

des Mikroskopierens und der Färbung an sich Stress auf das Gewebe ausübt und somit eine 

höhere Anzahl an toten Zellen resultieren würde.  

Daher konnte nicht beurteilt werden wie sich ein individueller Schnitt über den gewissen Zeit-

raum bzw. nach Kryokonservierung verändert. Um dennoch aussagekräftige Ergebnisse zu er-

halten, wurde zur Auswertung der Bilder je 3 PCLS drei unterschiedlicher Mäuse und 3 humane 

PCLS von drei verschiedenen Donorlungen betrachtet.  

4.4 Bewertung der Markierung differenzierter Alveolarepithelzellen Typ II mittels 

LysoTracker Green 

In den zuvor beschriebenen Versuchen wurde die Vitalität der PCLS ausführlich diskutiert. 

Hierbei wurde jedoch immer der ganze Gewebeschnitt betrachtet. Es ist allerdings auch wichtig 

zu überprüfen, ob die Funktion einzelner Zelltypen innerhalb des PCLS noch funktionstüchtig 

sind. Es wurde LysoTracker Green verwendet, um differenzierte Alveolarepithelzellen Typ II 

zu markieren. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass sich LysoTracker Green selektiv in 

Lamellarkörpern von alveolären Typ II Zellen in der Lunge ablagert (Wemhöner et al. 2006). 

Die Fluoreszensfärbung mit LysoTracker Green wurde als relevante Methode zur mikroskopi-

schen Identifizierung der Differenzierung von Alveolarepithelzellen Typ II in Zellkulturen er-

kannt (van der Velden et al. 2013). Funktionstüchtige Alveolarepitehlzellen Typ II spielen eine 

entscheidende Rolle, da sie für die Produktion von Surfactant verantwortlich sind. Surfactant 

reduziert die alveoläre Oberflächenspannung und ermöglicht ein Offenhalten der Alveolen, 
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wodurch ein effektiver pulmonaler Gasaustausch ermöglicht wird. Es wurde mehrfach veröf-

fentlicht, dass eine Schädigung der Alveolarepithelzellen Typ II durch die reduzierte Surfactant 

Produktion auch eine Rolle in der Entstehung der Idiopathischen Lungenfibrose spielt (Wasnick 

et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einbau von LysoTracker in die Alveo-

larepithelzellen Typ II verwendet, um die Surfactant produzierenden Anteile darzustellen. Es 

zeigte sich sowohl bei den murinen als auch bei den humanen PCLS eine Abnahme des 

LysoTracker Signals über den Beobachtungszeitraum. Zusammenfassend kann gesagt werden, 

dass auch diese Ergebnisse in Einklang mit den vorangegangenen Vitalitätstest stehen. Es zeig-

ten sich nach Kryokonservierung der PCLS noch differenzierte Alveolarepithelzellen Typ II, 

woraus zu schließen ist, dass in den PCLS noch eine Surfactant Produktion stattfindet, jedoch 

reduziert im Vergleich zu den frischen Lungengewebeschnitten. Auch die kontinuierliche Ab-

nahme des Signals der LysoTracker Färbung über einen Zeitraum von 96 h spiegelt die Ergeb-

nisse der zuvor durchgeführten Vitalitätsuntersuchungen wider. Die Anzahl der markierten 

AEC II der humanen Gewebeschnitte waren auch in der Gruppe der kryokonservierten PCLS 

geringer als bei den frischen Schnitten, jedoch zeigte sich kein statistisch signifikanter Unter-

schied. Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Surfactantexozytose auch nach 

Kryokonservierung der PCLS noch vorhanden ist. Nach 24 h und 72 h in Kultur der PCLS 

zeigte sich in der Anzahl der fluoreszierenden Lamellarkörper kein signifikanter Unterschied 

zwischen frischen PCLS und denen, die mit Medium 4 kryokonserviert wurden. Daraus lässt 

sich ableiten, dass Kryokonservierung mit dem beschriebenen Medium die Exozytose von 

Surfactant aus Lamellarkörpern der AEC II nicht beeinflusst. Wie bei der Fluoreszenzfärbung 

mit Calcein AM und Ethidiumbromid-homodimer-1 lag bei diesem Versuch die gleichen limi-

tierenden Gegebenheiten vor. So musste auch hier zu jedem Mikroskopiezeitpunkt ein neuer 

individueller Gewebeschnitt verwendet werden, sodass der direkte Vergleich der Veränderung 

der surfactantproduzierenden Zellen über den Zeitraum in Kultur oder nach Kryokonservierung 

nicht dargelegt werden konnte. In der Literatur konnten keine vergleichbaren Daten gefunden 

werden. 

 4.5 Bewertung der Vitalität der PCLS auf Proteinebene 

Zur weiteren Bewertung der Ergebnisse wurde mittels Western Blot Methodik die Vitalität und 

Funktionstüchtigkeit der PCLS auf Proteinebene untersucht. Ausgewählt wurden zum einen die 

Messung der Caspase-3 Aktivität, als Marker der Apoptose, zum anderen die Bestimmung der 
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Proteine mSP-B und mSP-C. Beide Proteine sind für die Herabsetzung der alveolären Oberflä-

chenspannung von Wichtigkeit, da sie neben Phospholipiden Bestandteil des Surfactant darstel-

len (Wasnick et al. 2019).  

 

Gespaltene Caspase-3 Aktivität 

Zur Beurteilung der Apoptoserate wurde die Quantifizierung der aktivierten Caspase 3 verwen-

det. Caspase-3 gilt als eine Haupteffektorcaspase der apoptotischen Abläufe in einer Zelle, de-

ren Aktivierung als Apoptosemarker verwendet werden kann (Gown und Willingham 2002). In 

einer Publikation konnte bei frischen murinen PCLS eine Hochregulation der gespaltenen 

Caspase-3 im Vergleich von 48 h zu 92 h in Kultur aufgezeigt werden (Ruigrok et al. 2019). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten sowohl für die murinen als auch die humanen PCLS kei-

nen signifikanten Unterschied zwischen ungefrorenen und kryokonservierten Schnitten in Be-

zug auf die Expression der gespaltenen Caspase 3. Daraus lässt sich schließen, dass Kryokon-

servierung nicht wesentlich dazu beiträgt ein Zelltodprogramm wie Apoptose auszulösen. Es 

konnte jedoch beobachtet werden, dass über den Kultivierungszeitraum die Expression der ge-

spaltenen Caspase 3 in den einzelnen untersuchten Entitäten signifikant ansteigt, sodass man 

von einer Apoptoseinduktion mit steigender Kultivierungsdauer der PCLS ausgehen kann. Es 

konnte keine vergleichende Veröffentlichung bezüglich der Apoptosebestimmung mittels 

Caspase-3 für kryokonservierte PCLS in der Literatur gefunden werden.  

 

Matures SP-B und Matures SP-C 

Typ II Pneumozyten wurden bereits durch die LysoTracker Green Färbung sichtbar gemacht. 

Durch die Western Blot Methodik wurde auf Proteinebene anhand der Expression von mSP-B 

und mSP-C die alveolären Epithelzellen Typ II identifiziert. Sowohl matures SP-B als auch 

matures SP-C konnten in dieser Arbeit in murinen und humanen PCLS vor und nach Kryokon-

servierung nachgewiesen werden. Daher ist davon auszugehen, dass die Fähigkeit der Synthese 

und Prozessierung der primären Translationsprodukte (pro SP-B; pro SP-C) sowohl in frischen 

als auch kryokonservierten PCLS erhalten bleibt. Die Proteine der ungefrorenen PCLS wurden 

jedoch jeweils geringgradig höher exprimiert. Für den SP-B Gehalt der murinen PCLS konnte 

für alle Gruppen nur ein sehr schwaches Signal erzeugt werden. Zusammenfassend konnte 

durch diese Proteinbestimmung jedoch die Funktionstüchtigkeit der Alveolarepithelzellen auch 

nach Kryokonservierung dargestellt werden. Ein signifikanter Unterscheid der untersuchten 

Gruppen konnte nicht aufgezeigt werden, woraus sich schließen lässt, dass Kryokonservierung 

die Surfactantproduktion nicht wesentlich beeinflusst. Lediglich die statistische Auswertung 
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der humanen SP-C Expression erbrachte innerhalb der Gruppen der ungefrorenen und gefrore-

nen PCLS eine signifikante Reduktion über den Untersuchungszeitraum von 96 h in Kultur. 

Daraus lässt sich wie in den zuvor durchgeführten Versuchen schließen, dass die PCLS nur bis 

zu einem gewissen Zeitpunkt vital kultiviert werden können und die Möglichkeit der 

Surfactantproduktion über die Zeit abnimmt. In zwei weiteren Publikationen wurde auch an-

hand der SP-B und SP-C Expression über die Identifizierung von Typ II Pneumozyten nach 

Kryokonservierung von Lungengewebe berichtet (Annalaura et al. 2012; Baatz et al. 2014).  

 

Eine allgemeine Problematik der Western Blot Methodik stellte die Proteinbestimmung dar. So 

konnte nicht für jede Probe die gleiche Proteinmenge hergestellt werden, da nicht jedes einzelne 

PCLS denselben Anteil hatte. Es stellte sich heraus, dass trotz angepasster Proteinlademenge in 

der ß-Actin Probe keine einheitliche Expression dessen erzeugt werden konnte. Eine Erklärung 

hierfür könnte sein, dass beobachtet wurde, dass gerade bei den Proteinproben der humanen 

PCLS, diese oftmals keine homogene Lösung darstellten. Aus diesem Grund wurden die Mo-

lekulargewichte und Expressionsniveaus der untersuchten Proteine (gespaltene Caspase-3, SP-

B, SP-C) durch eine Normalisierung auf die ß-Actinexpression normiert. In weiteren Versuchen 

sollte dieser Problematik mehr Beachtung gewidmet werden. Ein Lösungsansatz wäre, anstatt 

der hier verwendeten 3 PCLS je Probe die Anzahl zu reduzieren oder die Menge der Homo-

genisatorlösung zu erhöhen. 
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4.6 Fazit und Ausblick 

In dieser Arbeit konnte anhand der gewonnenen Ergebnisse aufgezeigt werden, dass es möglich 

ist, Lungenpräzisionsschnitte (PCLS) zu kryokonservieren und wieder aufzutauen. Dabei 

konnte das Gewebe vital erhalten werden. Es wurde beobachtet, dass die PCLS durch den Ein-

frierprozess an sich einen gewissen Schaden erleiden (siehe Ergebnisse LDH- Assay, MTT- 

Assay und Fluoreszenzfärbungen), dennoch sich anschließend entsprechend der frischen PCLS 

weiterkultivieren lassen und keine signifikant höhere Apoptoseinduktion der zuvor gefrorenen 

Schnitte stattfindet. Insbesondere durch die Fluoreszenzfärbungen wurde deutlich, dass die kry-

okonservierten Schnitte nach dem Auftauvorgang mehr tote Zellkerne enthalten als die Fri-

schen, jedoch wurde durch z.B den MTT- Test aufgezeigt, dass in der anschließenden Kultur 

die Schnitte sich auf Stoffwechselebene erholen und keine signifikant geringere Anzahl an dif-

ferenzierten Alveolarepithelzellen Typ II aufweisen. Mittels verschiedener Versuchssysteme 

konnte die zelluläre Intaktheit, die mitochondriale Stoffwechselaktivität sowie die Funktionali-

tät spezifischer Zellen ermittelt werden. Insgesamt zeigte sich jedoch ein Einfluss der Kryo-

konservierung auf das Gewebe. Obwohl das Gewebe vital erhalten werden konnte, musste den-

noch festgestellt werden, dass nach dem Auftauprozess signifikante Unterschiede zu den nicht 

kryokonservierten Lungengewebeschnitten bestanden. So konnte gezeigt werden, dass z. B. die 

mitochondriale Stoffwechselaktivität nach Kryokonservierung verringert ist. Die Fluoreszenz-

färbungen hingegen machten deutlich, dass die strukturelle Beschaffenheit des Gewebes auch 

nach Kryokonservierung noch erhalten ist. Ein vielfach verwendeter Marker der Vitalität stellte 

in zahlreichen Publikationen die noch erhaltene Bronchokonstriktion dar (Bai et al. 2016; 

Rosner et al. 2014; Wohlsen et al. 2003; Lambermont et al. 2014). In dieser Studie wurde das 

Augenmerk auf einen noch weniger erforschten Bereich gerichtet. Es wurde die Differenzie-

rung der Pneumozyten Typ II untersucht sowie deren Surfactant Produktion. Auch hier konnte 

gezeigt werden, dass die Kryokonservierung nur einen geringen Einfluss auf die Funktion die-

ser wichtigen Zellen der Lunge hat. Auch auf Proteinebene, anhand der Messung von SP-B und 

SP-C, ließ sich beweisen, dass in kryokonservierten PCLS noch eine Surfactantproduktion statt-

findet. Diese Feststellung stellt einen wichtigen Aspekt in der Nutzung der PCLS dar, da 

Surfactant eine wichtige Rolle in der Lungenfunktion darstellt (Wasnick et al. 2019).   

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal auch der Unterschied der Kryomedien auf die PCLS mit 

dem Zusatz von Trehalose untersucht. Es ließen sich positive Effekte in allen Versuchsergeb-

nisse mit dem Zusatz von 200 mmol/l Trehalose aufzeigen. Auch konnte gezeigt werden, dass 

zwischen dem vielfach untersuchten murinen Gewebe und den hier untersuchten humanen 
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Schnitten nur ein geringer Unterschied bestand. Das Einfrieren und Auftauen v. a. auch huma-

ner PCLS erscheint daher als relevantes und interessantes, neues ex-vivo-Modell. Es erscheint 

dennoch notwendig weitere Untersuchungen in Bezug auf humanes Material durchzuführen. 

Auch der Einfluss der Trehalose sollte in zukünftige Studien weiter ausgearbeitet werden. Es 

wurden in dieser Arbeit beispielweise nur zwei unterschiedliche Konzentrationen gewählt. Es 

könnten also möglicherweise noch bessere Ergebnisse mit einer optimaleren Trehalose Kon-

zentration erzielt werden. Ein weiterer Punk wäre, dass in dieser Arbeit zwar eine langsame 

Einfriermethode verwendet wurde, jedoch die PCLS zuerst auf Eis gestellt wurden und dann in 

-80 °C überführt wurden. Die genaue Rate der Senkung der Temperaturen war somit nicht be-

kannt. Es gibt jedoch Gefrierautomaten die eine kontinuierliche Temperatursenkung von -1 °C 

erzeugen (“controlled freezing“). Diese wurden in anderen Publikationen verwendet, sodass es 

interessant wäre den Einfluss dieser Methodendifferenz noch genauer zu beobachten. Zusam-

menfassend lässt sich sagen, dass die Kryokonservierung von murinen und auch humanen 

PCLS ein aussichtsreiches ex-vivo-Modell darstellt. Durch die Kryokonservierung des Gewe-

bes wird eine Durchführung von Experimenten unabhängig von dem Zeitpunkt des verfügbaren 

Materials und der Herstellung der Gewebeschnitte ermöglicht, ebenso wie eine Erforschung an 

humanem Gewebe, das gerade für pharmakologische Studien wichtig erscheint, um keine spe-

zienrelevante Differenz zu erhalten.  



Zusammenfassung 

- 93 - 
 

5. Zusammenfassung 

Kryokonservierung ist ein Vorgang, der es ermöglicht Zellen, Organellen und Gewebe durch 

die Kühlung auf sehr niedrige Temperaturen über einen längeren Zeitraum zu erhalten. Ziel 

dieser Arbeit war es, den Einfluss der Kryokonservierung und verschiedener Einfriermedien 

auf Vitalität, Differenzierung und Strukturerhalt von Präzisionsschnitten (PCLS) von Lungen-

gewebe zu untersuchen. Die zeitliche Limitierung der PCLS in Kultur für Studien erfordert eine 

Möglichkeit diese über einen längeren Zeitraum zu lagern, ohne dabei die Funktionalität zu 

beeinflussen. Zur Kryokonservierung wurden Medien getestet, die als Kryoprotektiva DMSO 

und Trehalose unterschiedlicher Konzentrationen erhielten. So konnte nach Etablierung der op-

timalen Einfriermethode an murinen PCLS diese auf das humane Gewebe übertragen werden. 

Die Vitalität wurde anhand der LDH-Freisetzung, des MTT-Tests sowie einer Lebend-/Totflu-

oreszenzfärbung bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass das Medium einen Einfluss auf die 

Vitalität ausübt, die beste Vitalität konnte mit DMEM/F-12 + 1 % Penicillin/Streptomycin + 

10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l Trehalose erzielt werden. Der Vergleich zwischen den 

frischen und kryokonservierten PCLS zeigte, dass sowohl die Viabilität als auch die metaboli-

sche Aktivität nach Kryokonservierung reduziert war. Auch die strukturelle Intaktheit der PCLS 

demonstrierte eine negative Veränderung nach Kryokonservierung. Auf Proteinebene konnte 

jedoch keine signifikant erhöhte Expression der gespaltenen Caspase-3 festgestellt werden, die 

als Marker der Apoptoseinduktion eingesetzt wurde.  

In einem weiteren Schritt wurde die Surfactantproduktion der PCLS in Abhängigkeit der Me-

dien und der Kryofixierung untersucht. Hierzu wurde eine Fluoreszenzfärbung mit LysoTracker 

Green sowie eine Messung der Surfactant produzierenden Proteine B und C mittels Western 

Blot Methodik durchgeführt. Hierbei wurde festgestellt, dass auch kryokonservierte PCLS noch 

differenzierte Alveolarepithelzellen Typ II besitzen und in gewissem Maße SP-B und SP-C 

noch nachweisbar ist, jedoch bestand eine Reduktion im Vergleich zu ungefrorenen PCLS. Die 

gewonnenen Ergebnisse legen dar, dass Kryokonservierung und die Langzeitlagerung von 

PCLS prinzipiell eine aussichtsreiche Lösung der limitierten Vitalität der PCLS in Kultur dar-

stellt. Es wurde demonstriert, dass sowohl murines als auch humanes Lungengewebe vital kry-

okonserviert werden kann. Allerdings erscheint es sinnvoll weitere Studien durchzuführen, um 

die Vitalität nach Kryokonservierung zu verbessern und die PCLS noch effektiver vor Schäden 

zu bewahren. 
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6. Summary 

Cryopreservation is a process that allows cells, organelles, and tissues to be preserved over a 

longer period of time by cooling to exceptionally low temperatures. The aim of this study was 

to investigate the influence of cryopreservation and various freezing media on vitality, differ-

entiation and structural preservation of precision incisions (PCLS) of lung tissue. The temporal 

limitation of PCLS requires a possibility to store them over a longer period without affecting 

functionality. The usability of PCLS after cryopreservation was verified by various vitality tests. 

For cryopreservation, freezing media were tested, which received the cryoprotective agents 

DMSO and trehalose at different concentrations. After establishing the optimal freezing method 

on murine PCLS, this was transferred to human tissue. Vitality was determined by LDH release, 

MTT-Assay, and live/dead fluorescence staining. The results showed that the freezing medium 

exerts an influence on vitality, the best vitality could be achieved with DMEM/F-12 + 1 % 

penicillin/streptomycin + 10 % FKS + 10 % DMSO + 200 mmol/l trehalose. 

The comparison between fresh and cryopreserved PCLS showed that both, viability and meta-

bolic activity, were reduced after cryopreservation. The structural integrity of the PCLS also 

demonstrated a negative change after cryopreservation and at the protein level no increased 

expression of the cleaved caspase-3 was observed, which was used as a marker of apoptosis 

induction. In a further step, the surfactant production of PCLS as a function of the media and 

cryofixation was investigated. For this purpose, fluorescence staining with LysoTracker Green 

and a measurement of the surfactant producing proteins B and C were performed using Western 

blot methodics. It was found that cryopreserved PCLS still have differentiated alveolar epithe-

lial cells type II and to some extent SP-B and SP-C are still detectable, but there was a reduction 

compared to unfrozen PCLS. 

The results show that cryopreservation and long-term storage of PCLS are principally a prom-

ising solution to the limited viability of PCLS in culture. It has been demonstrated that both 

murine and human lung tissue can be vitally cryopreserved. However, it seems useful to carry 

out further studies to improve the viability after cryopreservation and to protect the PCLS even 

more effectively from damage.
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7. Abkürzungsverzeichnis 

AEC II               Alveolar epithelial cells Typ II 

APS                    Ammoniumpersulfat 

Aqua dest.        Destilliertes Wasser 

ATCC           American Type Culture Collection 

BCA            Bicinochinsäure 

BSA                    Rinderserumalbumin 

CPAs                  cryoprotectant agents 

cAMP                cyclisches Adenosinmonophosphat 

Calcein-AM            Calcein-Acetoxymethyl 

CO2                Kohlenstoffdioxid 

Cu+               Kupfer 

DMEM/F12        Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 

DMSO               Dimethylsulfoxid 

DNA                 Desoxyribonukleinsäure 

DPBS               Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

ECL                enhanced chemiluminescence 

EDTA         Ethylendiamintetraessigsäure 

FKS             fetales Kälberserum 

GST              Glutathion-S Transferase 

H+               Wasserstoff 

HCL            Chlorwasserstoff 

hPCLS              humane Precicion cut lung slices 

HRP             Meerrettichperoxidase 

HS                 humanes Serum 

H2O              Wasser 

IgG               Immunglobulin G  

IPF                   idiopathische Lungenfibrose 

LDH                 Lactatdehydrogenase 

mA                  Milliampere 

ml                   Milliliter 

mm                  Millimeter 
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mM                 Millimolar 

MTT        3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

n                     Stichprobenumfang 

NaCl              Natriumchlorid  

NAD+/NADH+    Nicotinamidadenindinukleotid              

nM                   Nanomolar 

O2                   Sauerstoff 

PAGE          polyacrylamide gel electrophoresis 

PCLS           Precicion cut lung slices 

PVDF              Polyvinylidenfluorid 

RPM                  revolutions per minute 

RSV               Respiratory-Syncitial-Virus 

SEM   Standardfehler 

SP-B/C/D           surfactant protein B/C/D             

SDS             sodium dodecyl sulfate  

TBST            Tris buffered saline 

TEMED           Tetramethylethylendiamin 

TMRE            Tetramethylrhodamine 

Tris             Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tween              Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat   

UGMLC           Universities of Giessen and Marburg-Lung-Center 

UKGM           Universitätsklinikum Gießen und Marburg 

vs.    versus 

WST              water soluble tetrazolium    

z. B.                  zum Beispiel 

ZnCl2             Zinkchlorid  

μl                   Mikroliter 

μm           Mikrometer 

μM              Mikromolar 
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8. Abbildungsverzeichnis 

Abb.1 : Schematische Darstellung der physikalischen Ereignisse während des Einfrierens einer 

Zelle, erstellt in Anlehnung an (Mazur 1977) und (Jang et al. 2017) 

Abb. 2: Zwei- Faktoren Hypothese nach Mazur et al., erstellt in Anlehnung an (Karlsson und 

Toner 1996) 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Vitrifikation 

Abb. 4: Strukturformel Dimethylsulfoxid 

Abb. 5: Strukturformel Trehalose 

Abb. 6: Mikrotom aus dem Jahr 1980 nach (Krumdieck et al. 1980) 

Abb. 7: Gebrauch von Gewebeschnitten nach Ländern, modifiziert nach (Vickers und Fisher 

2005) 

Abb. 8: Herstellung der Lungengewebsschnitte mittels Vibratom 

Abb. 9: LDH Freisetzung (%) von Lungengewebsschnitten von gesunden Mäusen ungefroren 

und kryokonserviert 

Abb. 10: LDH Freisetzung (%) von Lungengewebsschnitten von gesunden humanen Spendern 
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