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Zusammenfassung viii

Zusammenfassung

Beim Menschen wird die Korpertemperatur mafigeblich tGber das Schwitzen reguliert.
Dabei wird die Kiihlung der Hautoberflache Uber die Abgabe des wassrigen Schweil3es
von ekkrinen Schweil3drusen erzielt. Der Schweil dient auch der Befeuchtung der
Haut, der Aufrechterhaltung der Homoostase und der Immunabwehr durch die
Sekretion von antimikrobiellen Peptiden wie Dermcidin. Zudem sind ekkrine
Schweildrisen an Wundheilungsprozessen der Haut, wie der Regeneration der
Epidermis, Dbeteiligt. Eine Fehlregulation des teils noch unbekannten
Sekretionsmechanismus kann Krankheiten wie beispielsweise Hyperhidrose, d.h.
krankhaftes Ubermafliges Schwitzen, auslésen. Da die Ursachen bisher unzureichend
aufgeklart sind, sind zur Linderung der Symptome derzeit nur wenige Wirkstoffe
verfugbar. Daher ist die Identifikation weiterer kosmetischer und pharmakologischer
Wirkstoffe gegen eine fehlregulierte SchweilRproduktion winschenswert. Ein Weg zur
Identifikation ist die Analyse des Sekretionsmechanismus in physiologischen in vitro
Zellkultursystemen der Schweilddrise. Da konventionelle zweidimensionale (2D)
Kulturen essentielle Marker bei der Kultivierung verlieren, eignen sich besonders
organotypische dreidimensionale (3D) Modelle fur die Erforschung grundlegender
Prozesse. Zur Entwicklung eines neuartigen organotypischen 3D Modells der
Schweilydrise wurden erstmals Primarzellen mithilfe der Hanging drop-Technologie
kultiviert. Die Zellen des sezernierenden Coils, welche fir die Bildung des
Primarschweildes verantwortlich sind, und die Zellen des Dukts, die die Funktion der
lonen-Resorption innehaben, wurden gemeinsam als Co-Kultur sowie getrennt
voneinander als 3D Modell kultiviert. Nach umfassender Etablierung der
Zellkulturbedingungen wurde mithilfe von Gen- und Proteinexpressionsanalysen die
Differenzierung und die apikal-basale Polaritat im 3D Modell anhand Schweil3drisen-
spezifischer Marker (CHRM3, NKCC1, CEACAM5, AQP5, ANO1 etc.) analysiert.
Diese Marker wurden im 3D Modell im Vergleich zur 2D Kultur meist sehr ahnlich zur
in vivo Situation exprimiert. An dieser Stelle konnte bereits die Uberlegenheit des
rekonstruierten 3D Modells aufgezeigt werden. Des Weiteren wies das 3D Co-Kultur
Modell eine besonders hohe Korrelation der molekularen Profile zur in vivo Situation
auf. In diesem 3D Modell konnte auch der Erhalt der Subzelltypen des Coils — clear
cells, dark cells und Myoepithelzellen — nachgewiesen werden. Zudem zeigte das 3D
Co-Kultur Modell eine apikal-basale Polaritat, die fur die Funktionalitat von

Epithelzellen essentiell ist. Diese konnte in 3D Modellen, die nur aus Coil- oder Dukt-
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Zellen bestanden, nicht vollstandig gezeigt werden. Aus diesem Grund wurden die
weiteren funktionalen in vitro Analysen nur noch unter Verwendung des 3D Co-Kultur
Modells durchgefuhrt. Ekkrine Schwei3drisen werden hauptsachlich Uber den
Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) innerviert. Interessanterweise zeigten die 3D
Modelle nach cholinerger Stimulation eine Veranderung des molekularen Profils,
insbesondere auf Translationsebene. Ein Hinweis auf die Funktionalitat des 3D
Modells der ekkrinen Schweil3drise war auRerdem der Anstieg des intrazellularen
Ca?*-Levels nach cholinerger Stimulation. Denn nach Innervierung durch ACh wird
intrazellular eine Calcium (Ca?*)-abhangige Signalkaskade sowie die Offnung diverser
lonenkanale und Transporter ausgeldst, die in vivo zur Bildung von Schweil fuhrt. Hier
konnte zum ersten Mal die cholinerge Innervierung von primaren ekkrinen
Schweil3drusenzellen in einem in vitro 3D Modell gezeigt werden. Abschlieend
wurden die 3D Modelle in ein in vitro Vollhautmodell integriert. Initiale Studien konnten
vermutlich die Rekonstruktion der Epidermis in diesem in vitro Modell aufzeigen.
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit ein rekonstruiertes 3D
Modell der Schweil3druse mit physiologischer Funktionalitat etabliert werden, welches
zur Erforschung der Regulation des Sekretionsmechanismus und von Erkrankungen,

aber auch zur Analyse von Wundheilungsprozessen eingesetzt werden kann.
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Abstract

Human body temperature is mainly regulated by sweating. Cooling of the skin surface
is achieved via evaporation of aqueous sweat secreted by eccrine sweat glands. Sweat
glands are also involved in skin hydration, skin homeostasis and immune defense by
secreting several antimicrobial peptides including dermcidin. Furthermore, sweat
glands have the capacity to regenerate the epidermis during skin wound healing.
Dysregulation of the partly unknown sweat mechanism can result in disorders like
hyperhidrosis describing abnormal excessive sweating. Causes of these illnesses are
often not illuminated, so commonly used reagents only partly ease disease symptoms.
Thus, alternative cosmetic and pharmacological substances would be prefarable
against dysregulated sweat secretion. To elucidate these underlying regulatory
secretion mechanisms a reliable physiological in vitro cell culture system of the sweat
gland is needed. Conventional two-dimensional (2D) cultures lose typical essential
markers during cultivation, so organotypic three-dimensional (3D) models are rather
suitable to study fundamental mechanisms. To develop a novel organotypic 3D model
of the sweat gland primary cells and the hanging drop technology were applied. The
cells of the secretory coil, which are responsible for the production of primary sweat,
and the duct cells, which reabsorb ions, were cultivated altogether as a co-culture or
separately in the 3D model. After the investigation of cell culture conditions, gene and
protein expression of sweat gland specific markers (CHRM3, NKCC1, CEACAMS,
AQP5, ANO1 etc.) were studied to analyze the differentiation and the apical-basal
polarity in the 3D model. In 3D models, these markers were mainly expressed like in
vivo in comparison to 2D cultures. Here, the superiority of this reconstructed 3D model
could be already shown. Especially the 3D co-culture model could demonstrate a high
in vivo correlation of the molecular profiles. In this 3D model, maintenance of the
different cell types of the secretory coil — clear cells, dark cells, and myoepithelial cells
— could be observed. Furthermore, the 3D model indicated apical-basal polarity which
is essential for epithelial functionality. In certain cases, this could not be verified in 3D
models cultured with only coil or duct cells, so further functional in vitro studies were
done using the 3D co-culture model. Eccrine sweat glands are predominantly
innervated via the neurotransmitter acetylcholine (ACh). Interestingly, alteration in the
molecular profile was detected after cholinergic stimulation, notably on proteomic level.
Furthermore, functionality of the eccrine sweat gland model was confirmed by an

increase in intracellular Ca?* level after cholinergic stimulation. Due to the fact that ACh
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is released, an intracellular calcium (Ca?*)-dependent signaling pathway is activated
leading to the opening of several ion channels and transporters, which in vivo induces
the production of sweat. For the first time, physiological cholinergic innervation of
primary eccrine sweat gland cells in an in vitro 3D model could be shown. Finally, the
3D models were integrated in a full skin model. Initial experiments possibly
demonstrated a reconstructed epidermis in this in vitro model. Taken together, a
reconstructed organotypic 3D model of the sweat gland with physiological functionality
was developed in the framework of this PhD thesis. This 3D model could be
implemented for research of the regulatory secretion mechanisms, in disease modeling

as well as for the analysis of wound healing processes.
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1 Einleitung

1.1 Haut und Hautanhangsgebilde

Die Haut stellt das grofdte Organ des Menschen dar und bildet eine effektive Barriere
zur Umwelt. Sie bedeckt den gesamten Koérper und kann beim durchschnittlichen
adulten Menschen bei einer Dicke von bis zu 2 mm eine Flache von ca. 2 m? erreichen
(Jablonski, 2004). Die wichtigste Aufgabe dieses Organs besteht im Schutz des
Korpers vor schadlichen physischen, chemischen und mikrobiellen Einflliissen.
Aulerdem reguliert die Haut den Wasserhaushalt und die Korpertemperatur durch
Innervierung, Isolation sowie Schwitzen. Die Haut dient auch als Schutzschild vor UV-
Strahlung und Pathogenen sowie der Kommunikation und Sinneswahrnehmung tber
sensorische Rezeptoren (Lumpkin & Caterina, 2007; Marte et al., 2007; Wickett &
Visscher, 2006).

Schweilspore

Haarschaft
Arrector pili
Muskel
Haarfollikel - |  Epidermis
Ekkrine ] Talgdriise
Schweildriise Nervenfasern
Apokrine Bl
Schweildriise
Adipoeyien =} subkuts

Abbildung 1: Haut und Hautanhangsgebilde. Die Schichten der Haut unterteilen sich in die
Epidermis (Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Subkutis (Unterhautfettgewebe mit
Adipocyten). Zu den Hautanhangsgebilden gehoren Haarfollikel, Talgdrisen, Schweildriisen
sowie Nagel, die nicht dargestellt sind. Apokrine Schweil3drisen munden in den Haarschaft,
ekkrine Schweil’drisen in die Hautoberflache. Abbildung modifiziert nach Mayo Foundation
for medical education and research (Mayoclinic.org).
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Die Haut untergliedert sich in drei Schichten: die Epidermis (Oberhaut), die
darunterliegende Dermis (Lederhaut) sowie die Subkutis (Unterhautfettgewebe) (Abb.
1) (Baur, 2015; Lai-Cheong & Mc Grath, 2009; MacNeil, 2007).

Die oberste Schicht der Haut, die Epidermis, besteht hauptsachlich aus verhornten
Keratinozyten, die ein Plattenepithel bilden. Dabei ist die Epidermis wiederum aus 4
unterschiedlichen Schichten aufgebaut: das Stratum Corneum (Hornschicht), das
Stratum Granulosum (Kdérnerzellschicht), das Stratum Spinosum (Stachelzellschicht)
und das Stratum Basale (Basalzellschicht) als unterste an die Dermis angrenzende
Schicht (Wickett & Visscher, 2006). Die Epidermis ist eine stetig selbst regenerierende
Hautschicht und erneuert sich jeweils nach etwa 28 Tagen. Nach der Zellteilung der
Basalzellen differenzieren diese und verhornen, sodass sie im Anschluss an den
Verhornungsprozess abgesto’en werden (MacNeil, 2007; Wolff, 2009). Neben der
Hauptzellpopulation der Keratinozyten befinden sich weitere Zelltypen in der
Epidermis, die unterschiedliche Schutzfunktionen ausuben: pigmentproduzierende
Melanozyten in der Basalschicht, Langerhans-Zellen in der Stachelzellschicht und
Merkel-Zellen (Venus et al., 2011). Langerhans-Zellen sind dendritische Immunzellen
und dienen der Immunabwehr mithilfe von Antigen-Prasentation auf ihrer Oberflache
(Wickett & Visscher, 2006). Merkel-Zellen, die zu den Mechanorezeptoren gehoren,
sind sensorische Nervenzellen zur Sinneswahrnehmung, z.B. von mechanischem
Druck (Lai-Cheong & Mc Grath, 2009; Lumpkin & Caterina, 2007; Maksimovic et al.,
2014).

Die Dermis stellt ein stutzendes und elastisches Bindegewebe dar. Sie setzt sich aus
Fasern, aus Grundsubstanz und aus zellularen Komponenten (Fibroblasten,
Mastzellen, dendritische Zellen, Gewebsmakrophagen/Histiozyten) zusammen. Die
nicht-zellularen Bestandteile der Dermis im Interzellularraum, die zur extrazellularen
Matrix (ECM) zusammengefasst werden, sind v.a. Kollagenfasern (ca. 70 %),
Elastinfasern, Retikularfasern sowie die nicht-fibrillare Grundsubstanz. Fasern geben
dem Gewebe Struktur und bilden ein Netzwerk in der ECM aus. Die Grundsubstanz
dagegen fungiert als komplexes, dynamisches und osmotisch aktives
Transportsystem. Sie besteht v.a. aus Wasser, aus Glykosaminoglykanen sowie aus
Proteoglykanen, wie beispielsweise Versican oder Hyaluron (Tracy et al., 2016). Den
Hauptanteil der zellularen Komponente der Dermis bilden dermale Fibroblasten, die in

der Lage sind, Kollagen und Elastin zu sekretieren (Wolff, 2009). Weiterhin enthalt die
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Dermis Zellen zur Immunabwehr (Mastzellen, Histiozyten), die v.a. bei allergischen
Reaktionen der Haut eine entscheidende Rolle spielen (Lai-Cheong & Mc Grath,
2009). SchlieBBlich enthalt die Dermis ein Netzwerk aus BlutgefalRen, Nervenfasern
sowie Hautanhangsgebilden, wie die Haarfollikel und Schwei3drisen (Jablonski,
2004). Die Schweildrisen befinden sich an der Grenze zur Subkutis (Bovell, 2015).

Die Subkutis besteht hauptsachlich aus Adipozyten (Fettzellen), die der Isolation des
Korpers und als Fettdepot dienen. Adipozyten sind in Fettlappchen organisiert und
werden von faserigen Septen separiert. Im nicht-adipésen (nicht-fettleibigen)
menschlichen Korper befinden sich ca. 80 % des gesamten Korperfetts in der Subkutis
(Lai-Cheong & Mc Grath, 2009).
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1.2 Humane SchweiRdriisen

Der Mensch besitzt zwei Typen von exokrinen Schweil3drisen (Glandula sudoriferae).
Beide gehoren, wie der Haarfollikel oder die Talgdrise, zu den Hautanhangsgebilden.
Diese lassen sich in ekkrine und apokrine Schweil3driisen unterteilen und wurden im
Jahre 1922 von Schiefferdecker klassifiziert (Schiefferdecker, 1922). Die
Unterscheidung der Schweil3drisen-Subtypen beruht auf unterschiedlichen
Charakteristika dieser Hautdrtsen (Tab. 1), jedoch wird in beiden Fallen die merokrine
Sekretion angenommen. Dabei verlauft die merokrine Sekretion ohne die Schadigung
der sezernierenden Zellen wahrend des Sekretionsprozesses (Noel et al., 2012).
Aufgrund der kontroversen Ansichten zur Charakterisierung nach der Sekretionsart der
Schweilddrisen-Typen wurde von einigen Forschern eine weitere Klassifizierung
vorgeschlagen. Danach wird zwischen epitrichialer (in den Haarfollikel mindend) und
atrichialer (in die Hautoberflache mindend) Morphologie unterschieden (Montgomery
et al., 1984; Sato et al., 1989). Ein dritter Subtyp der Schweilldriise, die apoekkrine
Schweilydrise, wurde im Jahre 1987 von Sato et al. als Mischform der zuvor
aufgefuhrten Drusenarten beschrieben. Diese Driuse soll eine wesentlich hdhere
Schweildrate als die ekkrine Drise besitzen (Sato et al., 1987; Sato & Sato, 1987b).
Die Existenz der apoekkrinen Drise wird allerdings kontrovers diskutiert (Bovell et al.,

2007). Hier soll daher nicht naher auf diese Drusenart eingegangen werden.

Der wesentliche Unterschied der apokrinen und ekkrinen Schweil3drisen liegt in ihrer
Funktion. Die apokrine Druse, welche auch als Duftdrise bezeichnet wird, ist
hauptsachlich fur die Duft- und Pheromonproduktion verantwortlich (Sato et al., 1987,
Zeng et al., 1992), wohingegen die ekkrine Schweil3druse ihre Hauptfunktion in der
Regulation der Kérpertemperatur innehat (Noel et al., 2012; Quinton, 1983; Sato et al.,
1989). Tabelle 1 fasst grundlegende Charakteristika der ekkrinen und apokrinen
Schweilydriisen zusammen, die nach Hurley und Wilke et al. modifiziert wurden
(Hurley, 2001; Wilke et al., 2007). Beide Subtypen der Schweil3drise unterscheiden
sich stark voneinander, sowohl hinsichtlich Lokalisation als auch Anzahl, sekretiertem
Schweil, Morphologie und Funktion. In den Abschnitten 1.3.1 ff. werden die
charakteristischen Merkmale der Subtypen der humanen Schweilydrisen

beschrieben.
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Tabelle 1: Charakteristika der ekkrinen und apokrinen SchweiBdriise. Modifiziert nach
Hurley und Wilke et al. (Hurley, 2001; Wilke et al., 2007).

Durchmesser

Parameter Ekkrine Schweildriise Apokrine SchweilBdriise
Funktion Thermoregulation Geruchs-/Pheromonbildung
Gesamte Hautoberflache (Mensch, Beim Menschen limitiert auf
Affen, Sohlen von Katzen, Hunde und Achsel, Brustwarzen,
Vorkommen | Nager, Riusselscheibe des Schweins), perigenitale und perianale
Ausnahmen: Lippen, Klitoris, Glans Regionen (bei allen
penis Saugetieren)
Anzahl Ca. 1,6-5 Millionen Ca. 100.000
) 0,05 (Dukt) - 0,1 mm (Coil) im
Grole > 800 pm im Durchmesser (Coil)

Anatomische

Sezernierendes Endstlck (Coil),

ausfuhrender dermaler Dukt und

Apokrines Endstuck (Coil) und

Struktur apokriner Dukt
intraepidermaler Dukt (Acrosyringium)
) atrichial (in die Hautoberflache epitrichial (im Haarfollikel
Mdndung . .
muindend) muindend)
Funktional ab der Mit Beginn der Pubertat (beim
Funktionalitat
Embryonalentwicklung Menschen)

Innervation

Hauptsachlich cholinerg (z.B. ACh)

Hauptsachlich adrenerg (z.B.

Epinephrin, Norepinephrin)

Sezernierende

Zellen

1 Zellschicht (Anteil je ca. 50 %) mit
sezernierenden basalen (helle,
serdse, clear) Zellen und apikalen
(luminale, mukdse, dark) Zellen mit

intrazellularen Canaluci

Zellschicht flach bis
hochprismatische sezernierende
Zellen (bei Sekretion

Vergrélerung der Zellen)

Myoepithelium

Umgeben sezernierende Zellen

Umgeben sezernierende Zellen,

dichter gelagert als in ekkrinen

im Coil )
Drisen
o ) . Zweischichtiges kubisches
Dukt Zweischichtiges kubisches Epithel _
Epithel
. a) bis zu 4 I/h a) sehr geringe Mengen
Sekretion:
M b) hypotones Sekret (98-99 % b) viskos, milchig, beinhaltet
a) Menge
9 Wasser, Salze, Harnsaure, Lactat, Lipide, Stickstoff, Lactat,
b) Zusammen- _ _ . )
Proteine und Peptide, z.B. Dermcidin, | Magnesium, Hydrogencarbonat,
setzung . -
keine Lipide) Pheromone
c) pH-Wert
c) pH 4-6,8 c) pH 6-7,5
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1.2.1 Die apokrine SchweiRdriise

Apokrine Schweildrusen sind fur die Geruchsbildung und daher fur den Korpergeruch
verantwortlich, minden in den Haarfollikel (epitrichial) und sind wesentlich groRer als
ekkrine Schweilddrisen (siehe Tab. 1). Sie sind bereits ab der Geburt eines Menschen
vorhanden, jedoch setzt ihre Aktivitat erst mit der Pubertat ein. Des Weiteren sind
apokrine Schweil3drisen nur auf behaarte Korperregionen beschrankt; darunter die
Achselregion, Brustwarzen, perineale und genitale Bereiche. Morphologisch ist der
grundlegende Aufbau mit dem der ekkrinen Schweil3drisen vergleichbar (Quinton et
al., 1999). Sie besitzen ein geknadueltes sezernierendes Coil und einen Ausfuhrgang,
den Dukt. Das Coil besteht aus zwei Zelltypen und setzt sich aus sezernierenden
Zellen sowie Myoepithelzellen zusammen. Die sezernierenden Zellen werden auch als
Sekretzellen bezeichnet und von Myoepithelzellen umgeben. Der im Haarfollikel
mundende epitrichiale Dukt ist sehr kurz und aus einem zweischichtigen Epithel
aufgebaut (Wilke et al., 2007). Apokrine Schweil3driisen reagieren unter adrenerger
Stimulation via Adrenalin oder Noradrenalin auf emotionale Reize, wie beispielsweise
Angst, Schmerzen oder sexuelle Erregung. Die sekretierte Flussigkeit hat einen pH-
Wert von 6-7,5 (Draelos, 2001). Sie ist 0lig, geruchlos und beinhaltet Lipide sowie
Steroide. Nach Stoffwechselaktivitaten auf der Hautoberflache durch Mikroorganismen
kommt es zur Geruchsbildung (Wilke et al., 2007). Da der Fokus auf den ekkrinen
Schweil3drusen liegt, wird an dieser Stelle nicht weiter auf die apokrine Schweil3drise

eingegangen.

1.2.2 Die ekkrine SchweiBdriise

1.2.2.1 Morphologie und Funktionen der ekkrinen SchweiBdriise

Ekkrine Schweil3drisen kommen beim Menschen mit einer Anzahl von ca. 1,6-5
Millionen nahezu auf der gesamten Kdrperoberflache vor. Die durchschnittliche Dichte
der ekkrinen Drisen betragt ca. 200/cm?, jedoch variiert sie je nach Korperregion und
erreicht mit bis zu 600-700/cm? an plantaren sowie palmaren Korperregionen ihr
Maximum (Wilke et al., 2007). Durch die Verdunstung des Schweilles kommt es zur
effizienten Kihlung der Haut. Dieser Prozess wird auch als evaporative Warmeabgabe
oder als Evaporation bezeichnet (Niel3, 2010). Ekkrine Drisen gehdren zu den
unverzweigten gewundenen (tubuldren) Drusen und besitzen eine Gesamtlange von
ca. 4-8 mm (Quinton et al., 1999; Wilke et al., 2007). Sie sind schon nach der Geburt

vollstandig entwickelt sowie funktionsfahig und werden hauptsachlich cholinerg Gber
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ACh innerviert (Sato et al., 1989). Im Vergleich zur apokrinen Drise besteht die relativ
kleine, ekkrine Drise morphologisch aus dem sezernierenden Endstuck (Coil), dem
resorbierenden Ausfuhrgang (Dukt) und dem intraepidermalen Dukt (Acrosyringium)
(Hurley, 2001).

Der Dukt wird in das gewundene Segment, das gerade verlaufende Segment und das
Acrosyringium unterteilt. Der Ausfuhrgang durchdringt die Epidermis sowie die Dermis
bis es zum Ubergang in das Coil (Transitionszone) kommt. Zur Abgabe des Schweiles
dient das an der Hautoberflache mindende Acrosyringium. Die intradermalen Dukt-
bildenden Zellen gehen spiralformig in das intraepidermale Acrosyringium Uber
(Achenbach, 2004). Dabei besteht der Dukt aus einem zwei- bis drei-schichtigen
kubischen Epithel (Hibbs, 1958; Montgomery et al., 1985). Der Dukt hat die Aufgabe,
insbesondere Natriumchlorid (NaCl), zur Minimierung des Salzverlustes aus dem
Schweily zu resorbieren (Bijman & Quinton, 1984). Die Zellschichten des Duktes
setzen sich aus basalen (vom Lumen abgewandt) und luminalen (apikale, zum Lumen
gewandte) Zellen zusammen (Cui & Schlessinger, 2015), welche einen
durchschnittlichen (duReren) Durchmesser von ca. 50-80 uym besitzen (Wilke et al.,
2007).

Das sezernierende Coil befindet sich an der Grenze zwischen retikularer Dermis und
Subkutis. Der Durchmesser des gesamten Coils betragt ca. 500-700 um, welches aus
einem einzelnen gewundenen Tubulus mit einem Durchmesser von ca. 60-120 ym
besteht (Wilke et al.,, 2007). Dieser ist aus drei unterschiedlichen, funktionalen
Zelltypen — clear cells, dark cells und Myoepithelzellen — relativ komplex aufgebaut.
Nach bisherigen Erkenntnissen weist der Tubulus des Coils dabei ein einschichtiges
Epithel von ca. 50 % clear und 50 % dark cells auf (Bovell, 2015). Die sezernierenden
Zellen werden von einer Zellschicht Myoepithelzellen umgeben. Diese flachen,
elongierten Zellen wurden nur im Coil nachgewiesen, die das Bindegewebe mit einer
Basalmembran stark nach aul3en abgrenzen. Mikroskopisch erscheinen sie als Zellen
der glatten Herzmuskulatur und exprimieren smooth muscle actin (a-SMA) (Kurata et
al., 2014).

Aulerdem besitzen sie bei Stimulation und dem demzufolge entstehenden
hydrostatischen Gradienten die Fahigkeit zu kontrahieren, um den ekkrinen Schweif}

auszupressen und das Coil zu stutzen (Achenbach, 2004; Saga, 2002; Sato et al.,
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1991). Aufgrund dessen wird der Strukturerhalt als Hauptfunktion der Myoepithelzellen

angenommen (Quinton et al., 1999).

a b
Acrosyringium ] Intraepidermal
—| region
Dukt
Intradermal
region C  Sezernierendes Coil

Myoepithelzellen

2 (rAEN
Sezernierendes — ! 3%
Coll

Transition
zone

Abbildung 2: Morphologie der ekkrinen SchweiRdriise. a) Der Aufbau der ekkrinen
Schweilddruse in der Humanhaut Iasst sich in Acrosyringium, Dukt und sezernierendes Coil
unterteilen. b) Der resorbierende Dukt im Querschnitt mit einem zweischichtigen kubischen
Epithel aus basalen und apikalen (luminalen) Zellen. c) Das sezernierende Coil besteht aus 3
Zelltypen (Myoepithelzellen, dark und clear cells). Veranderte Abbildung nach (Bovell, 2015;
Quinton et al., 1999).

Aufgrund des histologischen Bildes des Coils nach Farbung mit den Farbstoffen Eosin,
Toluidinblau und Methylenblau und der Visualisierung auf ultrastruktureller Ebene
wurden die dunkel erscheinenden Zellen als dark cells bzw. die heller gefarbten Zellen
als clear cells bezeichnet. Dies ist auf die Vielzahl der osmiophilen Granula der dark
cells, die auch als mukose Zellen bezeichnet werden, zurlickzufihren. Es
unterscheidet sie dadurch von den clear cells, die weniger Granula enthalten und eher
an der Sekretion von hauptsachlich NaCl im Primarschweil3 involviert sind. Die clear
cells wurden bisher eingehend auf ihre Funktionalitat untersucht und charakterisiert,
wohingegen die Funktion der dark cells noch weitgehend unbekannt ist. Bei der

Schweilysekretion wird ein Teil der luminalen Granula der dark cells freigesetzt (Bovell,



Einleitung 9

2015). Vermutlich sind die dark cells bei der Freisetzung antimikrobieller Proteine, wie

Dermcidin und Sialomucin, beteiligt (Cui & Schlessinger, 2015).

Von Kurata et al. konnte multipotentes Stammzellpotential der Myoepithelzellen
identifiziert werden (Kurata et al., 2014). Insgesamt tragen Zellen des Coils und des
Dukts zu Wundheilungsprozessen sowie der Homoostase der Haut bei und besitzen
neben Keratinozyten die Fahigkeit, eine verhornte Epidermis zu rekonstruieren
(Biedermann et al., 2010).

Ekkrine Schweil’drisen haben neben der Thermoregulation, der Aufrechterhaltung
der Homoostase und der Wundheilung die Funktion, antimikrobielle Peptide zu
sekretieren, wie beispielsweise Dermcidin und Lactoferrin (Schittek et al., 2001).
Weitere Bestandteile des Schweil’es, wie Laktat und Urea, sind essentiell fur die
Homoostase sowie die Befeuchtung der Haut und werden als Natural moisturizing
factors bezeichnet (Watabe et al., 2013). Der ekkrine hypotone Schweil} mit einem pH-
Wert von 4-6,8 (Draelos, 2001) besteht jedoch zu 98-99 % aus Wasser und beinhaltet
zudem noch lonen (Kalium, Natrium, Chlorid, Calcium, Magnesium, und Ammonium)
und weitere Komponenten (Bicarbonat, freie Aminosauren, Harnsaure) (Quinton et al.,
1999).

1.2.2.2 Entwicklung der ekkrinen Schweidrise

Die Entwicklung (Organogenese) der ekkrinen Schweilydrise beginnt mit dem 3.-4.
Monat der Embryonalentwicklung mit der Einstulpung der Epidermis, welche zunachst
den Dukt bildet. Die Anlagen der Hautanhangsgebilde gehen aus dem embryonalem
Ektoderm hervor. Einwachsende Zellen der Epidermis dringen bis in die Subkutis vor
und bilden das sezernierende Coil. Ekkrine Schweil3drisen sind postnatal schon nach
3 Wochen vollstandig funktionsfahig (Lu & Fuchs, 2014). Die Entwicklung der ekkrinen
Schweil’druse ist ein komplexer Vorgang, welcher durch diverse Signalling pathways
(Wnt, wingless-type integration site family; Shh, sonic hedgehog; Bmp, bone
morphogenetic protein; Eda, Ectodisplasin A) zwischen Ektoderm und Mesenchym
des Epithelgewebes reguliert wird (Cui et al., 2014; Lu et al., 2016). Auch microRNA’s
(miRNA) haben entscheidende Funktionen bei der Entwicklung der Schweil3drise
(Cui; et al., 2017). Der Wnt-Signalweg dient v.a. der Induktion der Ontogenese (Cui &
Schlessinger, 2015). Nichtsdestotrotz ist der Differenzierungsprozess der ekkrinen
Schweil3drusenzellen wahrend der Entwicklung relativ unbekannt (Biedermann et al.,
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2010). Aus diesem Grund ist die Regeneration der ekkrinen Schweil}drisen — z.B.
nach Verbrennung der Haut und Zerstorung der Drusen — bisher nicht moglich. Die
Erforschung dieser regenerativen Prozesse ruckt jedoch immer mehr in den Fokus
aktueller Studien (Huang et al., 2016).

1.2.2.3 Regulation der Koérpertemperatur in der ekkrinen Schweidriise

Die Regulation der Kérpertemperatur ist fir das Uberleben des Menschen
fundamental, da eine konstant erhohte Temperatur des Korpers (> 40°C) zur
Proteindenaturierung, zu Organversagen und schlieRlich den Tod zur Folge haben
kann (Wilke et al, 2007). Daher ist die Thermoregulation bei externen
Umweltbedingungen wie Hitze oder unter physiologischem Stress von grofter
Bedeutung (Sato et al., 1989). Uber gustatorische Stimuli, insbesondere nach dem
Verzehr von scharfen Speisen (Lee, 1954), oder Uber emotionale Stimuli (Stress,
Angst, Schmerzen) (Chalmers & Keele, 1952) kann es ebenfalls zur Aktivierung von
neuronalen Zentren des ZNS und anschlieBend zur Schweillsekretion kommen
(Hurley, 2001; Noel et al., 2012). Die zentrale Steuerung dieser beiden, eher
nebensachlichen Stimuli der ekkrinen Sekretion ist zum Teil noch nicht aufgeklart,

insbesondere die des emotionalen Schwitzens (Wilke et al., 2007).

Insgesamt kann die ekkrine Schweilddriise von diversen Mediatoren sowie Uber
unterschiedliche Signalwege stimuliert werden. Die cholinerge Innervierung via ACh
wird dabei als diejenige angesehen, die in vivo zur hochsten Schweildrate fuhrt (Cui &
Schlessinger, 2015). Daneben spielen auch a- und [-adrenerge Mediatoren
(Adrenalin, Noradrenalin) eine wichtige Rolle bei der Stimulation von ekkrinen
Schweil’driisen (Hurley, 2001; Sato et al., 1989). Dabei hat Calcium als intrazellularer
Botenstoff (second messenger) entscheidende Funktionen bei der cholinergen und a-
adrenergen Stimulation, jedoch nicht bei der p-adrenergen, die Uber den
Neurotransmitter zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) verlauft. Die beiden
Botenstoffe Calcium und cAMP unterscheiden sich aufRerdem in ihrem
Reaktionsvermégen und ihrer Wirkung. Bei Anstieg des intrazellularen Calciums
kommt es zu einer schnelleren Reaktion im Vergleich zur cAMP-Reaktion. Letztere
verlauft langsamer, erzielt jedoch eine langere Wirkung. Dennoch werden beide als

synergetisch angesehen (Bovell, 2015; Sato & Sato, 1983).
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Neben diesen Mediatoren kdnnen weitere Substanzen die Schweil3sekretion in
sezernierenden und auch in duktalen Zellen beeinflussen. Dazu gehdren u.a.
purinerge  Stimulanzien (Adenosintriphosphat, ATP; Uridintriphosphat, UTP)
(Ertongur-Fauth et al., 2014), das vasoaktive intestinale Peptid (VIP) (Sato & Sato,
1987a), sowie die Neuropeptide Galanin (Bovell et al., 2013), Calcitonin-gene related
peptide (CGRP) (Cui & Schlessinger, 2015) und Substance P (Vilches et al., 2012;
Zancanaro et al., 1999). Diese |6sen intrazellular nach Bindung an deren spezifischen
Rezeptoren eine komplexe Serie biochemischer Signalprozesse aus, die entweder
Uber Calcium oder Uber cAMP als second messenger reguliert werden. Dies kann zur
Stimulation oder auch zur Inhibition der Sekretion fihren. Des Weiteren kann z.B. VIP
die Chlorid-Ruckresorption im Dukt regulieren (Vilches et al., 2012).

Cholinerge Agonisten (z.B. ACh)
a-adrenerge Agonisten (z.B Adrenalin)
Purinerge Stimulation (z.B. ATP)

Rezeptor ORAI
va3| IL;RPC

PlC itpks 5
PIP, —> InsP3 —> InsPd |

)

insP3R2

_/ JCa"T
=T

Lumen

Abbildung 3: Ca?'-Signalling in Zellen des sezernierenden Coils. a+b) Azan- und HE-
gefarbter Gewebeschnitt ekkriner Schweildriisen im Querschnitt. Malkstab 50 ym. c) Ca?*-
Signalling in einer sezernierenden Zelle des Coils. Agonisten binden an Rezeptoren, 16sen
eine intrazellulare Signalkaskade aus, die den Ca?*-Influx Uber z.B. ORAI oder TRPC bewirkt.
Modifizierte Abbildung in c) nach (Cui & Schlessinger, 2015).

Die Aktivitat der ekkrinen SchweilRdrise wird typischerweise Uber postganglionare
sympathische, cholinerge Fasern des zentralen Nervensystems (ZNS) gesteuert (Uno,
1977), die den Neurotransmitter ACh ausschutten (Saint-Criq & Gray, 2017; Sato et
al., 1989). Bei Freisetzung kommt es zur Bindung von ACh an nikotinische (nAChR)
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sowie an muskarine/muskarinische (MAChR) Rezeptoren. ACh wird von der
Acetylcholin-Esterase (AChE), die im menschlichen Korper eines der meist
vorkommenden Enzyme darstellt (Kurzen et al., 2004), in Acetat und stabiles Cholin
gespalten (Turner et al., 2013). Wahrend der Stimulation kommt es zur Aktivierung von
v.a. muskarinen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Dabei wird vorwiegend
der muskarine ACh-Rezeptor M3 (CHRM3) aktiviert (Landis, 1999). CHRM3 kommt in
sezernierenden Zellen und Myoepithelzellen des sezernierenden Coils vor (Cui &
Schlessinger, 2015; Kurzen et al., 2004). Nach Freisetzung von cholinergen
Agonisten, wie ACh, und der Bindung an CHRM3 kommt es zur Aktivierung des
intrazellularen, Membran-gebundenen Enzyms Phospholipase C (PLC). AnschlieRend
wird Inositoltriphosphat (IP3) im Zytosol der Zelle gebildet, das wiederum an den IPs-
Rezeptor der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) bindet. Im nachsten
Schritt wird Ca?* aus dem ER in das Zytoplasma freigesetzt. Zudem werden
Calciumkanale der basolateralen Membran geo6ffnet, sodass es auch zum Influx von
Ca?* aus dem extrazellularen Zellzwischenraum (Interstitium) in das Zytoplasma
kommt. Bei Entfernung von Ca?* aus dem extrazellularen Zwischenraum konnte die
Schweildsekretion in vitro signifikant reduziert werden. Jedoch ist die Funktionalitat der

involvierten Kanale noch nicht aufgeklart.

Weiterhin ist auch der K*- und der CI-Efflux von entscheidender Bedeutung (Cui &
Schlessinger, 2015). Die genauen Ablaufe der ekkrinen Sekretion und die Beteiligung

einzelner spezifischer lonenkanale wird in Abschnitt 1.3.2.4 behandelt.

Der cAMP-gesteuerte Signalweg spielt hingegen eine untergeordnete Rolle bei der
ekkrinen Sekretion, da es in vivo und in vitro hauptsachlich Gber die cholinerge
Stimulation zur Sekretion kommt. Uber cAMP wird die B-adrenerge Stimulation
gesteuert, die nach Bindung von adrenergen Agonisten an GPCR’s intrazellular zur
Signalkaskade fuhren. Das Enzym Adenylatzyklase katalysiert dabei die Reaktion von
ATP zu cAMP. Dieser second messenger diffundiert in das Zytoplasma der Zelle. Es
kommt anschlieRend zur Offnung unterschiedlicher Kanale in der luminalen Membran,
v.a. cAMP-abhangiger Chlorid-Kanale (cystic fibrosis transmembrane coductance
regulator, CFTR) (Saint-Criq & Gray, 2017).



Einleitung 13

1.2.2.4 Ekkriner Sekretionsmechanismus

Der Sekretionsmechanismus in ekkrinen Schweil3drisen ist komplex und dynamisch
(Abb. 4). In diesem Prozess sind eine Vielzahl von lonenkanalen, Transporter und
Pumpen involviert. Dabei spielen v.a. die Na*-K*-ATPase, der Na*-K*-ClI-
Cotransporter 1 (NKCC1), K*-Kanale, Cl-Kanale und der Wasserkanal Aquaporin 5
(AQPS5) eine bedeutende Rolle (Bovell, 2015; Cui & Schlessinger, 2015; Nejsum et al.,
2005; Reddy et al., 1999; Saint-Criq & Gray, 2017; Zhang et al., 2014).

Die ekkrine Sekretion ist abhangig von einem elektrochemischen Gradienten, der als
treibende Kraft der Sekretion beschrieben wird. Die ubiquitare Na*-K*-ATPase tragt
zum Erhalt dieses osmotischen Gradienten bei. Sie beférdert unter ATP-Verbrauch
und entgegen dem Konzentrationsgefalle Na*-lonen aus der Zelle und K*-lonen in die
Zelle. Die K*-lonen flielRen mit ihrem Gradienten wieder aus der Zelle, sodass die Na*-
Konzentration in der Zelle im Vergleich zum Extrazellularraum gering ist. Dieser
elektrochemische Na*-Gradient wird bei der Stimulation und der Sekretion von
insbesondere  NKCC1 ausgenutzt. Der gesamte Prozess zur Errichtung des
Gradienten ist jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart (Wilke et al., 2007), wie
beispielsweise die Funktion des Na*-H* exchanger 1 (NHE1)-Kanals (Bovell, 2015).
Der ekkrine Sekretionsmechanismus wird auch mit dem Begriff ,Na*K*CI
cotransporter model* beschrieben, welcher neben der Sekretion in der ekkrinen
Schweilydrise auch die Sekretionsprozesse im Pankreas und in der Speicheldrise
betrifft (Cui & Schlessinger, 2015; Quinton, 1983).

Bei der a-adrenergen und cholinergen Stimulation kommt es, wie zuvor in 1.3.2.3
beschrieben, zum Anstieg des intrazellularen Ca?*. AnschlieRend werden basolateral
Ca?*-abhangige K*-Kanale aktiviert, sodass es zum K*-Efflux (Ausstrom) mit dem K*-
Gradienten in das Interstitium kommt. An diesem Prozess ist beispielweise der Ca?*-
sensitive K*-Kanal (Kcnn4) beteiligt. Gleichzeitig werden apikal Cl-lonen aus der Zelle
in das Lumen des Coils beférdert. Der KCI-Ausstrom aktiviert dann den NKCC1-
Cotransporter, welcher Na*-, K*-, und Cl-lonen elektroneutral wieder in die Zelle
beférdert. Durch den intrazellularen Na*-Anstieg wird die Na*-K*-ATPase aktiviert und
Na* wieder aus der Zelle transportiert, um den Gradienten aufrechtzuerhalten. Die K*-
lonen werden durch basolaterale K*-Kanale ebenfalls aus der Zelle transportiert,
sodass intrazellular Cl-lonen akkumulieren. Neben NKCC1 sind auch weitere Kanale

an der ClI-Akkumulation in der Zelle beteiligt, wie beispielsweise der CI/HCOs
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exchanger (Louie et al., 2016). Insgesamt flhrt dies zur negativen Ladung der Zelle
(Hurley, 2001). Sodann diffundieren Cl-lonen in das Lumen, wie beispielsweise durch
den cAMP-regulierten Anionenkanal CFTR, den Chloride Intracellular Channel (Clic6)
und den Ca?*-aktivierten Cl-Kanal (CaCC) Anoctamin 1 (ANO1) (Saint-Criq & Gray,
2017). Die Zelle depolarisiert bei diesem Prozess, d.h. das Potenzial in der Zelle wird

positiver. Das Lumen des Coils wird mit dem Cl-Ausstrom jedoch negativer.

Zelle E Extrazellular
(70 mV) L (0mV)
» (] “-\ Na'
CFTR L= © NKeet
ano1 ¢ T o
Clicé / :

% ¢ K*Kanal

Na' Na*-K+*-ATPase
AQP5 4—. H,0
H,0 AQP5
Na* \\ Na*-Kanal
Cl

CA HCO;™
CO, + H,0 —<:
HJ

¢ 2 Na* H* exchanger
ZZ Na (NHE1)

Ca?*-abhangige -~ ©
K*-Kanal

CI/HCO5 exchanger

(passiv) junctions

Abbildung 4: Sekretionsmechanismus in sezernierenden Zellen des Coils. Nach
cholinerger und a-adrenerger Stimulation werden (iber den Ca?*-Signalweg bestimmte
lonenkanale, wie die Na*-K*-ATPase, Na*-K*-Cl-Cotransporter 1 (NKCC1), K*- Kanale (z.B.
Ca?"-abhangige K*-Kanale), Cl-Kanale (ANO1, CFTR, Clic6) und der Wasserkanal Aquaporin
5 (AQPS5) getriggert. Diese tragen hauptsachlich zur Sekretion des Primarschweil3es bei. Eine
Beteiligung des CI/HCOs-Austauschers an der Chlorid-Akkumulation und evtl. NHE1 am Na*-
Gradienten wird vermutet. Die Ausrichtung des NHE1-Kanals ist noch nicht eindeutig
aufgeklart. Passiver parazellularer Na*-lonenfluss Uber Tight Junctions. Abbildung modifiziert
nach Hurley (Hurley, 2001).
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Zum Ausgleich des neg. Potenzials im Lumen strdomen Na*-lonen Uber Zell-Zell-
Verbindungen (z.B. Tight Junctions) des Interstitiums oder Uber interzellulare Canaluci
passiv nach. Durch das negative Potenzial wird auch Wasser transepithelial Uber
AQP5 osmotisch nachgezogen (Nejsum et al, 2002), sodass hypotonischer

Primarschweild entsteht.

Hingegen kommt es bei der -adrenergen Stimulation zum intrazellularen Anstieg von
cAMP, was ebenfalls die Offnung des luminalen CFTR-Kanals zur Folge hat. Dies
resultiert im CI-Efflux, wodurch das Lumen zunehmend negativ aufgeladen wird.
Aufgrund der negativen Ladung und des osmotischen Gradienten flielen auch dort
Na*-lonen und Wasser in das Lumen nach und erzeugen Primarschweild (Quinton et
al., 1999).

Nach der cholinergen oder adrenergen Stimulation und der Bildung des isotonischen
Primarschweilles im Coil kommt es zur Modifizierung des Schweilles im
resorbierenden Dukt. Zunachst hat der gebildete Schweifl} im Coil mit ca. 145 mM Na*
und 115 mM CI einen relativ hohen Salzgehalt. Dieser kann jedoch nach
Ruckresorption im Dukt wieder auf ca. 50 mM NaCl fallen. Bei diesem Prozess wird
zwar NaCl, nicht aber Wasser resorbiert, was den finalen, hypotonen Schweil} bildet,
der an die Hautoberflache abgegeben wird. Die Zellen des Duktes mit je einer Schicht
aus basalen und luminalen Zellen werden durch Gap Junctions sowie Desmosomen
zusammengehalten (Saint-Crig & Gray, 2017). Sie bilden eine funktionale Einheit, ein
sog. Syncytium (Hibbs, 1958).

Zur transzellularen Ruckresorption von NaCl dienen spezifische lonenkanale der Dukt-
bildenden Zellen. CFTR wird in Dukt-Zellen sowohl apikal als auch basolateral
exprimiert (Saint-Criqg & Gray, 2017). Dieser cAMP-regulierte und ATP-bindende CI-
Kanal (Hwang & Kirk, 2013) interagiert mit dem epithelialen Na*-Kanal ENaC
(epithelial sodium channel, Amilorid-sensitiver Kanal). ENaC resorbiert luminal aktiv
Na*-lonen entlang des elektrochemischen Gradienten in die Zelle. Mithilfe der Na*-K*-
ATPase wird Na* dann wieder aus der Zelle in das Interstitium beférdert. So entsteht
erneut ein transepithelialer Gradient, der passiv Cl-lonen via CFTR nach sich zieht
und aus dem Lumen in den Zellzwischenraum befordert. Aullerdem wird die
Beteiligung weiterer resorbierender Kanale in der apikalen Membran, wie
beispielsweise des CI/HCO3- exchanger sowie der Protonen-V-Typ-ATPase,

vermutet.



Einleitung 16

Die Dukt-Zellen besitzen eine geringe Wasser-Permeabilitat (Saint-Criq & Gray, 2017),
sodass nur Salz-lonen im Dukt rickresorbiert werden und der zu 98-99 % aus Wasser
bestehende Schweil} (Draelos, 2001) an die Haut geleitet wird. Somit wird der

menschliche Kdrper vor enormen Salzverlust geschutzt (Saint-Criq & Gray, 2017).

1.2.2.5 Erkrankungen der ekkrinen SchweiRdriise

Beim Menschen sind verschiedene Erkrankungen der Schweildrise bekannt. Dazu
zahlen die Hyperhidrose, Bromhidrose, Hypohidrose, Anhidrose und die Chromhidrose
(Noel et al., 2012). Aullerdem sind weitere Krankheiten diagnostiziert, die mit der
Schweil3sekretion assoziiert sind und indirekte Auswirkungen auf die Physiologie der
Schweil3drise haben. Dazu zahlt u.a. die potenziell letale Erkrankung der zystischen
Fibrose (ZF) (Bovell, 2015).

An Hyperhidrose leidende Menschen haben mit Ubermaligem Schwitzen zu kdmpfen,
was v.a. in bestimmten Koérperregionen, wie den Handinnenflachen, den Fulisohlen,
dem Gesicht und den Achseln, auftritt (Draelos, 2001). Dabei wird der Ausloser der
enormen Sekretion nicht der Thermoregulation, sondern dem emotionalen Stress,
zugeordnet. Hyperhidrose kann durch gezieltes Spritzen von Botulinum Toxin A
(,Botox“) in die betroffenen Areale oder durch Entfernen der Schwei3drisen behandelt
werden (Kreyden & Scheidegger, 2004). Weiterhin kdnnen sog. Anticholinergika, wie
z.B. Glykopyrrolat (Glykopyrroniumbromid), zur Inhibition der cholinergen Stimulation
eingesetzt werden (Namba et al., 2017). Die Ubermalige Schweil3produktion bei der
Hyperhidrose ist aufgrund der enormen Schweifmenge auf der Haut und der
bakteriellen Degradation mit unangenehmen Korpergeruch verbunden. Der
Nebeneffekt des verstarkten Korpergeruchs wird als Bromhidrose bezeichnet (Noel et
al., 2012).

Hypohidrose und Anhidrose bezeichnen Krankheiten mit gestorter reduzierter bzw.
defizienter Schweildproduktion der ekkrinen Schweil’drisen, die unter bestimmten
klimatischen Bedingungen fir den Menschen aufgrund von Uberhitzung
lebensbedrohlich sein konnen. Weiterhin sind mit der Anhidrose auch eine Vielzahl
von Hautkrankheiten, wie z.B. das Sjogren-Syndrom, verbunden (Noel et al., 2012). In
ersten Studien wurde gezeigt, dass NKCC1, der Master-Regulator forkhead
transcription factor (FoxA1) und der Ca?*-aktivierte Anionen-Kanal Bestrophin 2

(Best2) mit der Regulation der Sekretion und mit Anhidrose in Verbindung gebracht
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werden konnen. FoxA1 stellt einen Transkriptionsfaktor dar, der nur in dark cells
vorkommt und den Cotransporter NKCC1 reguliert. Der ebenfalls dark cell-spezifische,
vermutlich HCOs™-transportierende Kanal Best2 hat eine entscheidende Rolle bei der
Regulation der Sekretion (Cui et al., 2012). Die Funktion von FoxA1 und Best2 wurde
in Mausen analysiert. In FoxA1-deletierten Mausen wurde Anhidrose festgestellt,
wohingegen in Best2-deletierten Mausen nur eine verringerte Sekretion (Hypohidrose)
beobachtet wurde. Weiterhin geht die Anhidrose mit einer Mucin-/Glykoprotein-
Akkumulation im Coil-Lumen und im Dukt-Lumen einher. Beide Proteine werden
normalerweise mit dem Schweil} ,ausgewaschen“ (Cui & Schlessinger, 2015). In
neuesten Studien konnte die Beteiligung eines weiteren Transkriptionsfaktors (FoxC1)
in Dukt-Zellen gezeigt werden. FoxC1-deletierte Mause weisen ebenfalls Anhidrose
auf (Cui et al., 2017).

Eine weitere bekannte Krankheit ist die Chromhidrose. Diese beschreibt die Sekretion
von abnormal gefarbtem Schweild und kommt dul3erst selten vor, sodass sie hier auch

nicht weiter beschrieben wird.

Die zystische Fibrose (cystic fibrosis, ZF) stellt eine Lungenkrankheit dar und wird
durch Mutationen im CFTR-Gen hervorgerufen. Das CFTR-Gen codiert einen
Anionenkanal in Epithelgeweben und ist essenziell fur den Flussigkeitstransport sowie
die Elektrolyt-Homoostase (Ruckresorption). Beim Menschen aufRert sich die
Krankheit besonders in der Bildung von zahflussigem Schleim in den Bronchien, der
nur schwer abtransportiert werden kann. Der Verlauf der Krankheit ist unterschiedlich
und individuell (Dekkers et al., 2013). AuBerdem ist der Schweild der Erkrankten
aufgrund der Fehlfunktion des apikalen CFTR-Chloridkanals im Dukt der ekkrinen
Schweilydriise besonders salzig. Es kommt somit zum massiven lonenverlust
(Hanukoglu et al., 2017).



Einleitung 18

1.3 In vitro 2D und 3D Zellkultursysteme der ekkrinen SchweiBdrise

Die Kultivierung von Zellen einer Gewebeart aul3erhalb des Organismus (in vitro) wird
als Zellkultur bezeichnet. Es existieren sowohl zweidimensionale (2D) als auch
dreidimensionale (3D) in vitro Modelle. Dabei werden entweder stabile Zelllinien oder
primare Zellen, welche durch die Dissoziation eines Gewebes gewonnen werden,
verwendet. Die 3D Modelle werden zur Aufklarung verschiedener Fragestellungen, wie
Erkrankungen, eingesetzt. 3D Modelle gewinnen zunehmend an Bedeutung. Im tissue
engineering sollen sie etwa als Ersatzgewebe zur Therapie von Krankheiten eingesetzt
werden (Schmitz, 2011).

1.3.1 2D Zellkultursysteme der ekkrinen Schweildriise

Zur in vitro Erforschung der ekkrinen Schweil3driise wurden bisher insbesondere 2D
Kulturen verwendet. Die humane immortalisierte Zelllinie mit dem Namen NCL-SG3
stellt die einzig verfugbare Epithelzelllinie der ekkrinen Schweil3drise dar und wird als
2D Modellsystem verwendet (Bovell et al., 2008; Ertongur-Fauth et al., 2014; Mork et
al., 1996; Ring & Mork, 1997; Ring et al., 1995; Servetnyk & Roomans, 2007). Sie
wurde durch die Transfektion von primaren Zellkulturen der ekkrinen Schweil3drise
mithilfe des Simian Virus 40 (SV40) hergestellt (Lee & Dessi, 1989). Die Zellen dieser
Zelllinie besitzen ultrastrukturelle und einige physiologische Eigenschaften der nativen
ekkrinen Druse. Die genaue Herkunft und die Identitat der Zellen konnte bisher noch
nicht identifiziert werden, sodass der Zellsubtyp (Myoepithelzellen, dark cells, clear
cells, und/oder Dukt-Zellen) der NCL-SG3 Zelllinie nicht bekannt ist. Es wird vermutet,
dass die Zellen sezernierende Funktion besitzen und somit aus dem sezernierenden
Coil stammen (Ertongur-Fauth et al., 2014).

Die Innervierung und das Signalling der Zellen der NCL-SG3 Zelllinie wurden in
zahlreichen Studien detailliert beschrieben (Bovell et al., 2009; Lee & Dessi, 1989;
Mork et al., 1996; Ring et al., 1995; Servetnyk & Roomans, 2007; Wilson et al., 1994).
Purinerge Stimulation (z.B. ATP, UTP) sowie die Stimulation via Neuropeptid Galanin
(Bovell et al., 2013) konnte in der Zelllinie ahnlich zur in vivo Situation beobachtet
werden. Allerdings wurde keine B-adrenerge und keine cholinerge Stimulation via ACh
festgestellt. Die ekkrine Sekretion (siehe 1.2.2.3-1.2.2.4) verlauft physiologisch
hauptsachlich Gber die cholinerge Stimulation der ekkrinen Schwei3drise. Die Zelllinie

hat diese Funktion wahrscheinlich in Kultur verloren. In Studien von Sato et al. wurde
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schon im Jahre 1989 berichtet, dass zum Erhalt der lIdentitaten und des
Differenzierungszustandes der Zellen jeder einzelne Subzelltyp der ekkrinen Drise in
vitro essenziell ist. Bei in vitro Kultivierung der Zellen kommt es jedoch schnell zum
Verlust der morphologischen Eigenschaften (Cui & Schlessinger, 2015; Sato et al.,
1989). Weiterhin wurde bei in vitro Kultivierung primarer Zellen der gesamten ekkrinen
Schweilddrise oder des sezernierenden Coils festgestellt, dass diese Zellen nach
gewisser Zeit in Kultur duktale Eigenschaften annehmen. Es wird vermutet, dass es
zur Transformation oder zur De-Differenzierung der Zellen in 2D Kultur kommt
(Brayden et al., 1988; Cuthbert et al., 1990).

Nichtsdestotrotz konnte die Zelllinie NCL-SG3 fur erste in vitro Analysen zur ekkrinen
Sekretion eingesetzt werden. Genetische sowie epigenetische Funktionen des
regulatorischen Netzwerks und grundlegende Themen wie die Entwicklung oder die
Erkrankung der Schweil3drise bleiben grotenteils unverstanden. Eine Hurde fur die
Erforschung dieser Fragestellungen konnte die Komposition der Zelllinie NCL-SG3 als
in vitro 2D Zellkulturmodell darstellen (Cui & Schlessinger, 2015), die nicht der

organotypischen Physiologie der ekkrinen Schweil3driise entspricht.

1.3.2 Etablierte 3D Modelle der ekkrinen Schweifdruse

Mit der Entdeckung und der Entwicklung von extrazellularen Matrices wurde die
Rekonstruktion von verschiedenen Gewebetypen in der dreidimensionalen (3D) in vitro
Kultur erheblich beschleunigt. Die weit verbreitete basalmembranartige Matrix, das
sog. Matrigel, wurde von einem Sekret der murinen Sarkom-Zelllinie abgeleitet und
enthalt eine komplexe Mischung von Komponenten (Laminin, Collagen, Proteasen
etc.) und Wachstumsfaktoren (epidermal growth factor, EGF etc.). Diese Matrices, wie
auch Matrigel, werden v.a. zur Erforschung von Zelldifferenzierung, Angiogenese und

Tumorwachstum genutzt (Kleinman & Martin, 2005).

Lei et al. und andere Arbeitsgruppen (Huang et al., 2016; Lei et al., 2011; Li et al.,
2015; Li et al., 2013) verwendeten Matrigel zur Kultivierung von primaren ekkrinen
Schweildrisenzellen. Einige Zellen bilden de novo nach einer definierten
Kultivierungszeit einen Hohlraum innerhalb der Sphare, ein sog. Lumen. Diese
tubulare Morphogenese der in die Matrix eingebetteten Zellen konnte z.T. erst nach
Transplantation der Matrigel-Zellkultur in die Maus beobachtet werden (Li et al., 2015).

Die Lumen-Formation wird sowohl mit der in vivo Epithelfunktion als auch mit
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Tumorinvasion und Metastasen in Verbindung gebracht wird (Lei et al., 2011). Die
verwendete Matrix stellt somit das sog. scaffold (Trager-/Gerustmaterial) dar. Kurata
et al. setzten Matrigel ebenfalls zur Analyse des von Schweil3drisen-ausgehenden
Stammzellpotenzials ein, indem die Forscher ,reine“ primare Myoepithelzellen der
ekkrinen humanen Schweilddrise in Matrigel kultivierten. Das
Selbsterneuerungspotenzial dieses Subzelltyps wurde in dieser Studie mithilfe von
epidermalen Stammzellmarkern (CD29, CD49f) untersucht (Kurata et al., 2014). Nagel
et al. konnten in Zellen des umliegenden Mesenchyms (Stroma) und in ekkrinen
Schweil3drusenzellen multipotenten Stammzellcharakter nachweisen (Nagel et al.,
2013). Aulerdem berichteten Biedermann et al. von der Rekonstruktion der
epidermalen Keratinozyten, die auf das Stammzellpotenzial nach Migration von Zellen

des Duktes sowie des Coils zuruckgefuhrt wird (Biedermann et al., 2010).

Bei der Kultivierung von embryonalen oder adulten Stammzellen in einer 3D Zellkultur
organisieren sich diese Zellen unter bestimmten Bedingungen in differenzierte
organoide Strukturen ahnlich zur in vivo Situation. Diese Strukturen werden
demzufolge auch als ,Organoide” bezeichnet. Zur Etablierung dieser 3D-Zellkulturen

wird oftmals Matrigel oder Collagen als Matrix verwendet (Huch & Koo, 2015).

Scaffold-freie organotypische in vitro 3D Modelle der humanen ekkrinen Schweil3drise
mit physiologischer Funktionalitdt wurden bisher noch nicht etabliert. Mithilfe der
scaffold-freien 3D Hanging drop-Technologie konnte gezeigt werden, dass
Primarzellen oder Zellen einer Zelllinie unterschiedlichen Typs assemblieren und sich
unter bestimmten Bedingungen ein differenziertes Zellaggregat, ein sog. Organoid,
bildet (Foty, 2011; Frey et al., 2014; Gutierrez et al., 2005; Samuelson & Metzger,
2006; Tsukada et al., 2013).

1.3.3 2D Zellkulturen und 3D Modelle im Vergleich

Zur Analyse und Erforschung von grundlegenden Prinzipien — wie der Entwicklung
oder der Organogenese eines Zellverbandes im Gewebe, eines Organs oder eines
gesamten Organismus — bedarf es geeigneter Zellkulturmodelle, die diese
biologischen Systeme reproduzieren. Sie imitieren die in vivo Situation und kénnen
einige Funktionen des Organs rekapitulieren (Frey et al., 2014; Huch & Koo, 2015).
Hingegen sind 2D Kulturen aufgrund des Verlustes von z.B. Zell-Zell-Interaktionen,

ECM-Kontakt und Zell-Signalling in ihrer Struktur und Physiologie limitiert. Des
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Weiteren konnten in der 2D Kultur eine erhdhte Sensitivitat gegenlber
Arzneiwirkstoffen sowie Funktionsverluste (loss of function) beobachtet werden (Frey
et al., 2014).

Im Vergleich zur zuvor beschriebenen Kultivierung von Zellen in einer artifiziellen,
nicht-physiologischen Matrix, wie Matrigel oder Kollagen, entspricht die Hanging drop-
Methode aufgrund der ausgepragten, direkten Zell-Zell-Interaktionen und der
selbststandigen Aggregation eher der in vivo Situation (Amann et al., 2014; Foty,
2011). Weitere Vorteile sind die Auswirkung der Gravitat auf die Zellkultur, die
Nahrstoffversorgung und die Luft-Flussigkeits-Grenze (Air-Liquid-Interface, ALI)
(Amann et al., 2014). AuRerdem ist es moglich, die frei von Matrix hergestellten

Spharen fur weiterflihrende Analysen einzusetzen.

Weiterhin existieren inzwischen zahlreiche rekonstruierte in vitro Epidermis- und
Vollhautmodelle, die hauptsachlich zur Untersuchung von Zytotoxizitat, Irritation
(Welss et al., 2004) und Wundheilung (Das et al., 2015; Maione et al., 2015) eingesetzt
werden. Diese besitzen bisher noch keine Hautanhangsgebilde, wie Haarfollikel oder
Schweil3drusen (Ackermann et al., 2010; Bellas et al., 2012; Diekmann et al., 2016;
Reijnders et al., 2015).

1.3.4. Spezifische Marker ekkriner SchweiRdriisenzellen

In der Literatur sind einige Schweil3drisen-spezifische Marker bekannt, die zur
Identifikation und zur Differenzierung von ekkrinen Schweil’drisenzellen in der
Zellkultur eingesetzt werden (Tab. 2). Zu diesen Schweilldrisen-spezifischen Markern
zahlen in erster Linie intrazellulare Proteine (Strukturproteine), Oberflachenproteine,

Neuropeptide, lonenkanale und Rezeptoren.

Zur Kontrolle der Gewebespezifitat werden die Marker CEACAMS, Zytokeratin 19
(CK19) (Biedermann et al., 2010) oder CFTR eingesetzt (Cui & Schlessinger, 2015).
Mit diesen Markern werden jeweils das Coil und der Dukt markiert. Die Haut
(Epidermis, Dermis etc.) exprimiert diese Marker in adulter Haut nicht, sodass
spezifisch ekkrine Schweilddrisenzellen in der Kultur identifiziert werden konnen.
Somit ist eine allgemeine Unterscheidung zwischen Fremdgewebszellen, wie der

Haut, und ekkrinen Schweil3driisenzellen mdglich.
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Zur Identifikation eines bestimmten Subzelltyps des sezernierenden Coils (clear cells,
dark cells, Myoepithelzellen) oder des resorbierenden Dukts kdbnnen charakteristische
Marker der einzelnen Zelltypen verwendet werden. Da die Marker meist in mehreren
zellularen Bestandteilen der ekkrinen Drise vorkommen, eignen sich nur wenige
Marker zur eindeutigen Identifikation eines bestimmten Kompartiments oder eines
Zelltyps. Zu den Dukt-spezifischen Markern gehdren beispielsweise CD200 (cluster of
differentiation 200), Involucrin oder Zytokeratin 10 (CK10) (Biedermann et al., 2010).

Tabelle 2: Marker zur Identifikation von zellularen Komponenten der humanen ekkrinen
SchweiBdriise. Modifiziert nach Zancanaro et al., Biedermann et al. und Cui & Schlessinger
(Biedermann et al., 2010; Cui & Schlessinger, 2015; Zancanaro et al., 1999).

Markierte Komponente
Anatomische

bzw. spezifischer Marker zur Identifikation
Struktur
Subzelltyp
Dukt und Coil Dukt und Coil CEACAM5, CK19, CFTR
Dukt (z.T. keine genaue CFTR, CD200, CEACAMS,
Lokalisation bekannt) Involucrin, CK10, CK19
CFTR, ENaC, Na*-K*-ATPase,
Resorbierender Dukt

Basale Zellen NKCC1 (schwach), NHE1, CK1,

CK10, CK5, CK14
Luminale (apikale) Zellen CFTR, NHE1, CK10, CK19, CK77

Coil (z.T. keine genaue

CFTR, CEACAMS, CK19, ANO1
Lokalisation bekannt)

CFTR, NKCC1, Na*-K*-ATPase,

Clear cells NHE1, AQP5, CAIl, CK8, CK18,
Sezernierendes Coil Substance P, S100
CFTR, NKCC1, Na*-K*-ATPase,
Dark cells

NHE1, AQP5, CGRP, CK8, CK18
CKS5, CK14, a-SMA, NOS-I, ChAT,
S100

Myoepithelzellen

Zur Differenzierung der Subtypen des Coils kann z.B. ANO1 oder AQPS5 eingesetzt
werden. Bei Verwendung des AQP5-Markers werden Myoepithelzellen allerdings nicht
identifiziert. Die genaue Lokalisation von ANO1 innerhalb des sezernierenden Coils ist
noch weitgehend ungeklart und konnte bisher nur flr sezernierende Zellen bestatigt

werden (Ertongur-Fauth et al., 2014). Clear cells konnen spezifisch mithilfe der Marker
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Substance P oder Carboanhydrase Il (CAll) markiert werden. Fur dark cells ist mit
CGRP nur ein einziger charakteristischer Subzelltyp-Marker bekannt. Ca?*-bindende
Proteine 100 (S100) dienen als clear cell- und als Myoepithelzellen-Marker.
Myoepithelzellen koénnen mithilfe der spezifischen Marker a-SMA, der
Stickstoffmonoxid-Synthase | (NOS-I) oder der Cholin-Acetyltransferase (ChAT)

identifiziert werden (Zancanaro et al., 1999).

Insgesamt kdnnen mithilfe der Schweil3drisen-spezifischen Marker Kompartimente
sowie Subzelltypen der ekkrinen Schweildrise identifiziert und differenziert werden.
Jedoch ist aufgrund der geringen Anzahl bekannter Marker und deren z.T. ungeklarter

Lokalisation die Verfugbarkeit der charakteristischen Schlisselmarker begrenzt.
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1.4 Kosmetische Aspekte — Antitranspirantien und Deodorants

In Abschnitt 1.2.2.6 wurden verschiedene Erkrankungen der Schweil3drisen
beschrieben. Der Schwerpunkt der kosmetischen Forschung humaner Schweifl3driisen
liegt in der Reduktion der Schweillmenge im Unterarmbereich (Antitranspirantien)
sowie in der Minimierung des Schweillgeruches (Deodorants). Mit dem ,Mum
Deodorant” kam ein solches geruchsmindernde Produkt erstmals im Jahre 1888 auf
den Markt. Heutzutage sind diese Kosmetika in verschiedenen Ausfuhrungen
(Aerosole, Roller, Cremes, Sticks etc.) zu erwerben (Laden, 1999). Im Allgemeinen
werden die Begriffe ,Antitranspirant und ,Deodorant® in Europa nicht eindeutig
unterschieden, sodass z.B. in Deutschland meist beide Produkteigenschaften
gleichgestellt und der Begriff ,Deo” verwendet wird (Streker & Kerscher, 2012).
Deodorants enthalten Substanzen, die zur Minderung des Korpergeruches eingesetzt
werden. Dies wird mittels antimikrobieller Wirkstoffe (Triclosan, Alkohole, Glykole) oder

Parfum erzielt (Benohanian, 2001).

Die Schweil3-reduzierenden und Korpergeruch-hemmenden Wirkstoffe werden bei
Hyperhidrotikern, die unter Ubermaligem Schwitzen, Kérpergeruch und demzufolge
unter psychosozialen Folgen leiden, stark dosiert (> 20 %) eingesetzt. Der Einsatz
verursacht allerdings starke Hautirritationen (Laden, 1999). Zu den aktiven
Wirksubstanzen in Antitranspirantien zahlen meist Aluminiumsalze
(Aluminiumchlorohydrat) und andere metallische Salze, wie Zirkonium. Die
Schweilddrise wird nach Bildung und Prazipitation eines Konglomerats aus
metallischen lonen und Mucopolysacchariden mechanisch ,verstopft‘. Es wird
vermutet, dass der Dukt und das Acrosyringium der ekkrinen Schweil3drise dabei
funktionell und strukturell beeintrachtigt oder sogar beschadigt werden kdnnen
(Benohanian, 2001). Weiterhin wurde die Frage aufgeworfen, ob die auf die Haut
aufgetragenen metallischen Salze penetrieren und intradermal akkumulieren (Guillard
et al., 2012).

Zusammenfassend bedarf es neuer, hautvertraglicherer Wirkstoffe fur die kosmetische
Forschung, die zur Reduktion der Schweillmenge und/oder zur Minimierung des
Korpergeruchs eingesetzt werden konnen. Diese konnten moglicherweise auch bei der
Behandlung von krankhaftem Schwitzen, wie insbesondere bei der Hyperhidrose und

der Bromhidrose, Anwendung finden.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, ein rekonstruiertes 3D Modell der ekkrinen Schweil3drise zu
entwickeln. Dieses 3D Modell konnte zur Analyse des teils noch unbekannten ekkrinen
Sekretionsmechanismus und zur ldentifikation von weiteren Wirkstoffen gegen eine
fehlregulierte Schweildproduktion eingesetzt werden. Nach der Gewinnung von nativen
Schweilldrisen aus Humanhaut und der 2D Kultivierung sollte die scaffold-freie
Hanging drop-Technologie zur Entwicklung dieses 3D Modells angewendet werden.
Um morphologische und physiologische Unterschiede zwischen Coil- und Dukt-Zellen
in vitro zu analysieren, wurden die Zellen aus den Kompartimenten, d.h. des
sezernierenden Coils oder des resorbierenden Dukts, sowohl getrennt voneinander als
auch gemeinsam (Co-Kultur) kultiviert und charakterisiert. Die Charakterisierung sollte
mittels umfassender molekularbiologischer und proteinbiochemischer Analysen an 2D
Kulturen und an rekonstruierten 3D Modellen der humanen Schweilldrise
durchgefuihrt werden. Zur Identifikation der Subzelltypen der ekkrinen Schweil3drise —
clear cells, dark cells, Myoepithelzellen, Dukt-Zellen und Stammzellpopulationen —
sollten Schweil3drusen-spezifische Marker eingesetzt werden. AulRerdem sollten die
Differenzierung und die apikal-basale Polaritat, die fur die Funktionalitat der
epithelialen Schweil’drisenzellen eine entscheidende Rolle spielt, im 3D Modell
untersucht werden. In vivo ist ACh hauptsachlich fur die cholinerge Innervierung der
ekkrinen Schweil3drise verantwortlich. Nach der Charakterisierung des 3D Modells
sollten die Kulturbedingungen daher durch ACh optimiert werden. Anhand
Schweil3drusen-spezifischer Marker sollte nach cholinerger Stimulation der 3D
Modelle die Analyse auf Ebene der Gen- und Proteinexpression erfolgen. Zudem sollte
die Physiologie und die Funktionalitdt der Schweil3driisenzellen bestatigt werden.
Dazu sollte der Nachweis des intrazellularen Ca2*-Einstroms durch den Einsatz von
Agonisten und Antagonisten im 3D Modell erbracht werden. Zusatzlich sollten die 3D
Modelle in ein in vitro Vollhautmodell integriert und deren Einfluss auf die Homdostase
der Haut im Modell untersucht werden. Nach einer erfolgreichen Etablierung ist der
Einsatz eines organotypischen rekonstruierten 3D Modells in vielen Bereichen
denkbar. Ein physiologisches 3D Modell der Schweil3drise konnte aufgrund der
vielseitigen Eigenschaften zur Identifikation neuer Wirkstoffe gegen fehlreguliertes
Schwitzen oder auch zur besseren Analyse von Wundheilungsprozessen und der

Aufrechterhaltung der Homoostase der Haut Einsatz finden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
Acetylcholin (ACh)

Adenin

Adenosintriphosphat (ATP)
Amidoschwarz 10B

Antibody Diluent

Ascorbylphosphat
B-Mercapoethanol

Bicine

BisTris (Bisamino-Trismethan)
Blotting Grade Blocker, Milchpulver
Bovines Serumalbumin (BSA)
Brilliant Sybr Green
Bromphenolblau

Choleratoxin

4’ ,6-Diamidin-2-Phenylindol
Dihydrochlorid (DAPI)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Glutamax (DMEM)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Glutamax (DMEM), no phenol red

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (PBS)

ECL Western Blotting System
Epidermal growth factor (EGF)
Entwicklerkonzentrat

Eosin

Essigsaure

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Perkin Elmer (Waltham, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Dako (Glostrup, Danemark)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Stratagene (San Diego, USA)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

VWR (Radnor, USA)
Gibco, Invitrogen (Carlsbad, USA)

Gibco, Invitrogen (Carlsbad, USA)

Gibco, Invitrogen (Carlsbad, USA)

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
AGFA (Mortsel, Belgien)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)



Material und Methoden

27

Ethanol, 99 %
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetal Clone |l

Fixierkonzentrat

Fluorescence Mounting Medium
Fluo-4 AM

Gentamicin

Glycerin

Glycin

Glykopyrrolat

Hamatoxylin

Ham’s F12 Medium

Insulin

Kaliumchlorid, KCI
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4
Kaliumsulfat, K2SOa4

Kollagen Typ | Rat Tail
Kollogenase Typ V
L-Ascorbinsaure

L-Glutamat

MagicMark XP, Marker
Methanol

3-N-Morpholino-propansufonsaure
(MOPS)

Natriumchlorid, NaCl
Natriumdihydrogenphospat, Na2HPO4
Nukleosidtriphosphate, dNTP’s
NuPage Sample Buffer 4x
Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

AGFA (Mortsel, Belgien)

Dako (Glostrup, Danemark)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

VWR (Radnor, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
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Ponceau S-Lésung
Probenezid

Protease Inhibitor Cocktail
Random Primer

Reverse Transkriptase (MMLV)
RNase freies Wasser
RNasin

RT-Puffer (5x)

ROX Referenz-Farbstoff
Salzsaure

See Blue Plus 2, Marker
Thermolysin

Thyronin Supplements (T3, T4)

Tris-hidroxymethyl-aminomethan

(TRIS)
TritonX-100
0,05% Trypsin

Tween-20

Water soluble tetrazolium salt (WST-1)

Xylol

Ziegennormalserum

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Becherglaser, Glasflaschen
Chamberslides, Nunc Lab Tek Il
Chemiluminescence Film
Combitips, variable Grolen
Deckglaser
Einbettfiiltereinsatze, Cellsafe

Einweghandschuhe

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Promega (Mannheim, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Promega (Mannheim, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Stratagene (San Diego, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Gibco, Invitrogen (Carlsbad, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Roche Applied Science (Mannheim,
Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Schott (Mainz, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Cell Path (Newton, UK)

Kroschke (Braunschweig, Deutschland)
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Einwegwannen

Falcons, variable Gro3en
Frischhaltefolie, Saran
Gelkassetten Novex Mini Cell
Kantlen, Mikropipetten 20 pl

Kryovials

Mikrotiterplatten, black clear bottom
Mikrotiterplatten, 96 well
Nitrocellulose Membran
Objekttrager (Super Frost Plus)
Parafilm

PCR-Platten, 96 well
PCR-Reaktionsgefalle
Pipettenspitzen, variable Grolken
Pipettenspitzen, Griptip

Reaktionsgefalde, variable Grofien

Serologische Pipetten, variable Groken

Skalpelle

Sponge Pad Blotting
Whatman-Papier

Zahlkammern, C-Chip
Zellkultureinsatze, Inserts (24 well)

Zellkulturflaschen, variable Grofien

2.1.3 Kits

Fixation/Permeabilization Solution Kit
GravityPlus Hanging drop System Kit
Live-Dead Assay Cytotoxicity Kit

RNeasy micro Kit

Corning Incorporated (Corning, USA)
Corning Incorporated (Corning, USA)
Saropack (Rorschach, Schweiz)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Brand (Wertheim, Deutschland)

Nunc, Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Corning Incorporated (Corning, USA)
Corning Incorporated (Corning, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Menzel (Braunschweig, Deutschland)
Bemis (Neenah, USA)

Stratagene (San Diego, USA)

Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Costar, Corning Incorporated (Corning, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Corning Incorporated (Corning, USA)
Braun (Melsungen, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
NanoEnTek (Seoul, Stidkorea)

Corning Incorporated (Corning, USA)
Corning Incorporated (Corning, USA)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Insphero (Schlieren, Schweiz)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
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2.1.4 Gerate

Absaugvorrichtung Vacu Boy

Analysewaagen
Analysewaage AG204
Waage, PG802-S
Waage, Sartorius Excellence
Brutschrank
CellZscope
Einfrierbox, Mr. Frosty
Entwasserungsautomat, Tissue Tek
Entwicklermaschine, Curix 60
BD Accuri C6
Gefrierschranke (-20°C, -80°C)

IBS Integra Biosciences (Fernwald,
Deutschland)

Mettler Toledo (Columbus, USA)

Mettler Toledo (Columbus, USA)

Sartorius (Ratingen, Deutschland)

Binder (Neckarsulm, Deutschland)
NanoAnalytics (Munster, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, USA)

Sakura (Tokio, Japan)

AGFA (Mortsel, Belgien)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Elektrophoresekammer Novex Mini Cell Invitrogen (Carlsbad, USA)

Heizblock, HBT130

Histo Tek Slide Stainer
Kryostat CM1900
Kahlplatte, Arcadia C
Magnetrthrer, RCT basic

Mikroskope
Binokular SZ61
Mikroskop BX51
Mikroskop CKX41
Mikroskop SZX200
Mikrotom, RM2145
Mikroliterpipetten, elektronisch
NanoDrop 1000
Paraffin-Erwarmer, EG1140H
PCR-Cycler, PTC-200

HLC, Direct Industry (Marseille, Frankreich)
Miles Scientific (Princeton, USA)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

IKA Werke (Staufen im Breisgau,
Deutschland)

Olympus (Tokio, Japan)
Olympus (Tokio, Japan)
Olympus (Tokio, Japan)
Olympus (Tokio, Japan)

Leica (Wetzlar, Deutschland)
Brand (Wertheim, Deutschland)
PeglLab (Erlangen, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

MJ Research, GMI (Minneapolis, USA)
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pH-Meter, CG840
Platereader Genios Pro
Platereader Spectramax 190

Pipettierhilfe, Pipetboy

Schdttler, KL-2
Schdttler, Polymax 1040
Spannungsquelle Elektrophorese

Stickstofftank

Stratagene qRT-PCR Cycler
Tissue Embedding Center EG1140H
Trockenschrank

Vortexer, VF2

Wasserbad, Mendigen W6
Werkbank, HeraSafe
Zeitrafferaufnahmen, CytoSmart
Zentrifugen
Heraeus Fresco 17
Plattenzentrifuge 4-15C
Tischzentrifuge pico

Zentrifuge Labofuge 400

2.1.5 Software
BD Accuri C6 Plus

CellZscope Software
GraphPad Prism 5.0
Imaged und Fidi

Microsoft Excel 2016
Microsoft Power Point 2016
Mx3000P Software

Schott (Mainz, Deutschland)
Tecan Group (Mannedorf, Schweiz)
Molecular Devices (Sunnyvale, USA)

IBS Integra Biosciences (Fernwald,
Deutschland)

Edmund Buhler (Hechingen, Deutschland)
Heidolph (Elk Grove Village, USA)
Gel Company (San Francisco, USA)

Heidolph Instruments (Schwabach,
Deutschland)

Stratagene (San Diego, USA)
Leica (Wetzlar, Deutschland)
Memmert (Schwabach, Deutschland)

IKA Werke (Staufen im Breisgau,
Deutschland)

PD Group (Wilsdruff, Deutschland)
Thermo Elektron Corp. (Cambridge, UK)

Lonza (Basel, Schweiz)

Heraeus (Hanau, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
NanoAnalytics (Mlnster, Deutschland)
GraphPad Software (La Jolla, USA)

National Institutes of Health (Bethesda, USA)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Agilent Genomics (Santa Clara, USA)
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Nanodrop 1000

CellSens Dimension Olympus
TotalLab100

XFluor4 Software

2.1.6 Puffer und Losungen

Blockierungslésung Immunfluoreszenz

(PBS)

Blockierungslosung Western Blot
(5 % Milchpulver)

De-Esterifizierungslésung

Laufpuffer (20x Stock)

PBS

Ponceau S-Losung

Popov Lésungen I-llI

Reaktionsansatz cDNA-Synthese

Reaktionsansatz gqRT-PCR

SDS-Probenpuffer (Lammli-Puffer)

NanoDrop Technologies (Wilmington, USA)

Olympus (Tokio, Japan)
TotalLab Limited (Newcastle, UK)

Tecan Group (Mannedorf, Schweiz)

10 % Normales Ziegenserum
0,1 % TritonX-100

10 g auf 200 ml TBST-Puffer

DMEM mit Glutamax (Phenol-frei)
2,5 mM Probenezid

60,6 g Tris

3gEDTA

104 g MOPS

10 g SDS

1000 g destilliertes H20 auffullen

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4
138 mM NaCl

8 mM Na2HPO4

0,1 % Ponceau S
5 % Essigsaure

I) Methanol-Essigsaure Gemisch (9:1)

II) 325 mg Amidoschwarz 10B + 25 ml Lsg. |

[ll) Lsg. | + Lsg. Il (9:1)

4 ul 5x RT Puffer

1 ul dNTP Mix

1 ul MMLV Reverse Transkriptase
0,5 pl RNasin

2,5 ul RNase-freies Wasser

1 pul Random Primer

12,5 ul Brilliant Sybr Green
2,5 ul (2 uM) Primer (s/as)

0,3 yl ROX Referenz-Farbstoff
4,7 ul RNase-freies Wasser

40 % Glycerin

20 % B-Mercaptoethanol
12 % SDS

0,4 % Bromphenolblau
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SDS-Lysepuffer

Stoppmedium
TBS (20x Stock)

TBST

Transfer-Puffer

WST-1-LOsung

2.1.7 Zellkulturmedien

Einfriermedium

Fluo-4 AM Inkubationsmedium

Schweilydriisenzellen-
Kultivierungsmedium

Live-Dead Assay Inkubationsmedium

Verdaumedium Hautbiopsie (DMEM)

50 mM TrisHCI
1 % SDS
Protease-Inhibitor Cocktail (1:1000)

10 % FCS in DMEM

24,23 g Tris
174 g NaCl
auf 1000 ml mit destilliertem H20 auffullen

950 g destillierte H20
50 ml 20x TBS
500 pl Tween-20

52,3 g BisTris

3gEDTA

40,8 g Bicine

10 % Methanol

auf 500 g mit destilliertem Wasser auffullen

WST-1 Reagenz (ready to use) in Phenol-
freiem Medium (1:6)

Kultivierungsmedium Schweil3drusenzellen
10 % DMSO

DMEM mit Glutamax (Phenol-frei)
4 uM Fluo-4 AM
2,5 mM Probenezid

DMEM mit Glutamax/ Ham’s F12 (3:1)
10 % Fetal Clone

107 M Choleratoxin

0,12 Ul/ml Insulin

24 ug/ml Adenin

1 mM Ascorbylphosphat

2x10° M Triiodothyronin

10 ng/ml EGF

100 U/ml Penicillin

25 ug/ml Gentamicin

2 uM Calcein AM
4 yM Ethidium Homodimer-1

0,5 % Kollagenase Typ V
0,25 mg/ml Thermolysin
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2.1.8 Primer

Tabelle 3: gRT-PCR Primer. Die Primer wurden nach dem Design bei Sigma-Aldrich
hergestellt (Ausnahmen: ANO1, CFTR von Qiagen). ANO1- und CFTR-Sequenzen sind damit
nicht bekannt. s — sense/kodierender Strang, as — antisense/nicht-kodierender Strang.

Gensymbol Genname Sequenz (5°-39)
CEACAMS carcinoembyronic antigen related s: TCATCCTGAATGTCCTCTATG
cell adhesion molecule 5 as: GTGATGTTGGAGATAAAGAGC
CHRM3 Muskariner Acetylcholin Rezeptor s: ACAATAAGGTTTTGGGTC
3 as: AACCAATACAATGTGTCCAG
s: CCACCTTGTCGGAATCTACTT
AQP5 Aquaporin 5
as: CTGAACCGATTCATGACCAC
NKCCH Natrium-Kalium-Chlorid- s: AGGATGGCAAGACTGCAACT
Cotransporter 1 as: CGTGCAACTGGGAGACTCAT
TP .
ANO Ca“*-aktivierter Chloridkanal Hs ANO1_1_SG (QT00076013,
Anoctamin-1 Qiagen)
CETR cystic fibrosis transmembrane Hs_CFTR_1_SG (QT00070007,
coductance regulator Qiagen)
s: GACAGGTATCTGGCCATC
GalR2 Galanin Rezeptor 2
as: CGGTAGTAGCTCAGGTAG
s: CTGATGCCCAGAACATTTCA
GalR3 Galanin Rezeptor 3
as: GTGCCCAGCAGGAAGATTAG
pIP Prolactin-induced protein, s: TCAGGACAACACTCGGAAGA
Prolaktin-induziertes Protein as: GAGGGATGCTGCTAATGAGG
G6PDH Glucose-6-Phosphat- s: ATCGACCACTACCTGGGCAA
Dehydrogenase as: TTCTGCATCACGTCCCGGA
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat- s: ACAGTTGCCATGTAGACC
Dehydrogenase as: TTTTTGGTTGAGCACAGG

2.1.9 Antikorper

Tabelle 4: Eingesetzte Primarantikorper. Die zur Charakterisierung verwendeten Antikérper
wurden hier mitihrer Verdiinnung, dem Wirt (Klonalitat) und den Herstellerangaben aufgefihrt.
Rb — Kaninchen, Ms — Maus, Rat — Ratte.

Antikorper | Verdiinnung Wirt (Klonalitat) Hersteller Bestellnummer

CEACAM5 1:250 Rb (polyklonal) Abcam Ab15987
CK19 1:100 Ms (monoklonal) Progen 61010
AQP5 1:200 Rb (monoklonal) Abcam Ab92320
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NKCC1 1:200 Rb (polyklonal) Abcam Ab59791
CHRM3 1:150 Rb (polyklonal) Sigma-Aldrich HPA024106
GalR2 1:200 Rb (polyklonal) Sigma-Aldrich HPA044513
TRPM8 1:300 Rb (polyklonal) Abcam Ab104569
Kie7 1:300 Ms (monoklonal) Abcam Ab8191
CK10 1:200 Ms (monoklonal) Dako M7002
CK15 1:150 Ms (monoklonal) Millipore CBL272
S100 A8/A9 1:150 Ms (monoklonal) Biot';gﬁ:c')tlogy Clone 27E10
CD200 1:200 Ms (monoklonal) Abd Serotec MCA1960T
CGRP 1:100 Ms (monoklonal) Abcam Ab81887
Involucrin 1:500 Ms (polyklonal) Abcam Ab53112
a-SMA 1:200 Ms (monoklonal) Dako M0851
Substance P 1:150 Rat (monoklonal) Gene Tex Inc. GTX72999
ANO1 1:300 -1:500 Ms (monoklonal) Abcam Ab190721
CFTR 1:100-1:200 Ms (monoklonal) Abcam Ab2784
Nestin 1:100-1:200 Rb (polyklonal) Abcam Ab82375

Tabelle 5: Sekundarantikorper. Verwendete konjugierende Sekundar-Antikorper fur die
Immunfluoreszenzfarbung bzw. Western Blot-Analyse. Goat — Ziege, 1IgG — Immunglobulin G.

Antikorper Verdiinnung | Wirt | Spezifitat | Hersteller | Bestellnummer
Alexa Fluor 488
1:200 Rb Anti-Ms Invitrogen A11059
Anti-Ms 1gG
Alexa Fluor 488
1:200 Goat Anti-Rb Invitrogen A11034
Anti-Rb 1gG
Alexa Fluor 488
1:200 Goat Anti-Rat | Invitrogen A11006
Anti-Rat IgG
Alexa Fluor 568
1:200 Goat Anti-Ms Invitrogen A11004
Anti-Ms 1gG
Alexa Fluor 568
1:200 Goat Anti-Rb Invitrogen A11011
Anti-Rb IgG
Goat Anti-Ms I1gG 1:2500 Goat Anti-Ms Millipore AP124
Goat Anti-Rb IgG 1:2500 Goat Anti-Rb Millipore AP132
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2.2 Methoden

2.2.1 Verdau von Humanhaut und Isolation von SchweiRdrisen

Zur lIsolation von Schweildrisen wurden humane Gewebeproben von plastischen
Operationen mit der schriftlichen Zustimmung der gesunden Patienten anonymisiert
verwendet. Die  Humanbiopsien  stammten aus  Gesichtshaut-  oder
Oberarmstraffungen. Bei der Verwendung von Oberarmbiopsien konnten sowohl

ekkrine als auch apokrine Schweil3drisen gewonnen werden.

Die Humanhaut wurde mithilfe eines Skalpells in etwa 1 x 1 cm? groRe Stlicke
geschnitten und anschlieRend enzymatisch verdaut. Dazu wurden die Gewebesticke
in das ,Verdaumedium®“ mit 0,5 % Kollagenase Typ V und 0,25 mg/ml Thermolysin in
Falcons Uberfihrt, sodass die Hautstlicke vollstandig bedeckt waren. Der Verdau
erfolgte fur 3-5 h bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 im Brutschrank. Nach
mehrmaligem Schutteln der Probe wurde die enzymatische Reaktion nach Ablauf der
Verdauzeit durch die Zugabe von 20-30 ml DMEM-Medium abgestoppt. Zur
Entfernung von Uberschussigem Fettgewebe wurde die Lésung bei 1200
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) fir 5 Minuten (min) zentrifugiert.
Nach der Entnahme des sich als Uberstand abgesetzten Fettgewebes wurde die
Verdaulosung mithilfe eines Binokulars auf Schweil3drisen untersucht. Die Isolation
erfolgte mit 20 ul Kapillaren, sodass die intakten Schweil3drisen in geeignete

Kultivierungsgefalle (Zellkulturflaschen/-kammern) tUberflihrt werden konnten.

Bei Kultivierung der einzelnen Kompartimente (Dukt oder Coil) wurden diese mithilfe
eines Skalpells an der Transitionszone vorsichtig voneinander getrennt und separat

kultiviert.

Die isolierten Drisen wurden mit dem ,Schweil3drisenzellen-Kultivierungsmedium®
kultiviert (siehe 2.1.7). Nach erfolgreicher Anheftung der humanen priméaren
Schweilldrisen kam es zur Migration der Schweilldrisenzellen aus dem
Ursprungsgewebe (in situ), sodass die Verfolgung des Auswuchses und der direkte
Vergleich von in situ nach in vitro moglich war. Zur Adhasion und zur Kultivierung der
Primarkultur war auRerdem die Beschichtung der ZellkulturgefaRe (Coating) mit
5 ug/cm? Kollagen Typ | notwendig. Kollagen Typ | zahlt zu den haufigsten fibrillaren

Kollagenen, welche in der Dermis und anderen Bindegeweben vorkommen.
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Nach Adhasion des Gewebes migrierten die Schweilldrisenzellen aus dem in situ
Gewebe, d.h. aus dem Coil- und/oder dem Dukt-Kompartiment. Das Medium wurde
erst nach Anheften der Drisen standardmafRig alle 2-3 Tage (D) gewechselt, um das
Absaugen der sich im Medium befindenden losen Drisen zu verhindern. Nach
wenigen Tagen proliferierten die Primarzellen auf dem Zellkulturboden, sodass diese

subkultiviert wurden.

2.2.2 2D Zellkultur

2.2.2.1 Subkultivierung der Primarzellen

Die Schweil3drisenzellen wurden in ,Schweil3drisenzellen-Kultivierungsmedium® bei
37°C und 5 % CO2 bis zur Passage 6 (P6) kultiviert. Nach der Anheftung der in situ
Drise und der Proliferation der Schweil3drisenzellen wurden die adharenten Zellen
nach dem Erreichen der Konfluenz vom Zellkulturboden gelost. Von (100 %) Konfluenz
spricht man, wenn es zum vollstandigen Bewuchs des Zellrasens kommt. Fir die
folgenden Versuche wurden die primaren Zellen bei einer Konfluenz von 70-90 %

verwendet.

Zur Subkultivierung der Zellen (Passagieren) wurde die Kultur mit PBS gespdlt und mit
0,05 % Trypsin fur ca. 5 min im Brutschrank behandelt. Nach dem Abldsen der Zellen
vom Zellkulturboden wurde die Enzymldsung mit serumhaltigen Medium abgestoppt
und die Zellsuspension in ein Falcon Uberfuhrt. Das Gefald wurde anschliel3end bei
1200 rpm flr 5 min zentrifugiert und das Pellet resuspendiert. Im Anschluss erfolgte
die Zellzahlbestimmung und die Einsaat der passagierten Zellen in ein mit Kollagen
Typ I-beschichtetes (gecoatetes)-Zellkulturgefal. Bei jeder Trypsinierung der
Zellkultur erhoht sich die Passage der Zellen um den Faktor +1. Das Medium wurde

alle 2-3 Tage gewechselt.

2.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Zur Einsaat einer genauen Zellmenge wurde die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Nach dem Trypsinieren wurde das Zellpellet zur Zahlung der
geernteten Zellen in einer definierten Menge Medium resuspendiert. AnschlieRend
wurden 50 pl der Suspension mit 50 pl Trypanblau versetzt und in die Zahlkammer
gegeben. Der Farbstoff dringt dabei in tote Zellen mit defekter Membran ein, sodass
an dieser Stelle auch eine Lebend-Tot-Unterscheidung stattfindet. Dabei wurden nur

die intakten Zellen gezahlt. Nach Auszahlung der GroRRquadrate und Bildung des



Material und Methoden 38

Mittelwerts wurde die Zellzahl pro ml Medium bzw. die Gesamtzellzahl unter

Berucksichtigung des Verdlinnungsfaktors berechnet.

2.2.2.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Zur Konservierung der Zellen wurden die Humanzellen in ,Einfriermedium®, welches
10 % DMSO enthalt, eingefroren. Nach dem Trypsinieren und der Zellzahlbestimmung
wurden die Zellen mit 1 ml ,Einfriermedium® versetzt und in Kryordhrchen tuberfuhrt. In
einer geeigneten mit Isopropanol beflllten Einfrierbox erfolgte ein langsamer
Einfrierprozess mit der Abkuhlung der Proben. Die Probentemperatur nimmt mit ca. -
1 °C pro Minute im -80 °C Kuhischrank kontinuierlich ab. Im Anschluss wurden die
Proben in Stickstofftanks Uberflhrt, die eine langfristige Lagerung bei -175 °C

gewahrleisten.

Bei Bedarf wurden die Zellen wieder aufgetaut und fur weiterfUhrende Analysen
verwendet. Dazu wurden die Proben aus dem Stickstofftank entnommen und mit 5 ml,
auf 37 °C erwarmten serumhaltigen Medium versetzt. Anschliellend erfolgte ein
Zentrifugationsschritt bei 1200 rpm fur 5 min, um das Medium mit DMSO zu entfernen.
Der Uberstand wurde abgesaugt, die pelletierten Zellen in ,SchweiRdriisenzellen-
Kultivierungsmedium® resuspendiert und in der gewlnschten Menge Medium in
Zellkulturgefalie eingesat. Am darauf folgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel zur

Entfernung toter Zellen.

2.2.2.4 Zeitrafferaufnahmen isolierter SchweiRdrisen zur Analyse des
Migrationsverhaltens

Um das Anheftungsverhalten von isolierten Schweil3driisen sowie die Migration und
Proliferation von Schweil3drisenzellen zu analysieren, wurde das Ursprungsgewebe
mithilfe eines Live Cell Imaging-Systems beobachtet. Dazu wurden die
Zellkulturgefalle mittels des miniaturisierten Inkubator-Mikroskops namens
,CYtoSMART" Uberwacht. Das Wachstum der Zellen wurde im Abstand von je 15 min
automatisiert und kontinuierlich mit Zeitrafferaufnahmen verfolgt. Durch diesen
automatisierten Prozess sind die Umgebungsbedingungen wie Temperatur und
Luftfeuchtigkeit zeitlich sehr konstant, da zur Mikroskopie der Brutschrank nicht
geoffnet werden musste. Neben den Aufnahmen der Kultur wurde zudem die

Konfluenz anhand der graphischen Daten ermittelt.
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2.2.2.5 Transepitheliale elektrische Widerstands (TEER)-Messung

Epithelzellen bilden in vivo als charakteristisches Merkmal eine luminale und eine
basolaterale Seite aus. Die Zellen stellen auf diese Weise eine selektiv permeable
Schicht dar, die unterschiedliche Kompartimente mit einer gewissen chemischen
Komposition voneinander trennen. Die Transportwege sind entweder parazellular
(durch die Zellzwischenrdume, sog. Tight Junctions) oder transzellular (durch die
Zelle) (Benson et al., 2013).

Mithilfe der Impedanzspektroskopie-Messung mithilfe des ,cellZscope“-Gerats wurde
der gewebespezifische transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) der Zellen
gemessen. Zur Messung des TEER wurde 260 ul Zellsuspension in transluzente 24
well-Zellkultureinsatze (Inserts) mit ca. 1 x 10° Zellen pro Insert gesat. Das Insert mit
Zellsuspension stellt somit das apikale (innere) Kompartiment dar. 810 pl
Standardmedium der Schweil3drisenzellen wurde in das basolaterale (dufRere)
Kompartiment gegeben. Beide Kompartimente werden durch die permeable Membran
des Inserts mit einer PorengroRe von 0,4 um voneinander getrennt. Das Medium
wurde alle 2-3 Tage gewechselt, indem 70 % des Mediums mit frischem Medium
ersetzt wurde. Zur Behandlung der Zellen wurde die Behandlungslosung in das

entsprechende Kompartiment pipettiert.

Nachdem das System mit der Abdeckung versehen wurde und in den Brutschrank
gestellt wurde, erfolgte die Analyse der Barrierefunktion mit Anlegen der
Wechselspannung in Echtzeit. Dabei wurden die elektrische Kapazitat der Membran
(Ccl) und die gebildete Barriere als TEER gemessen. Der Ccl-Wert weist nach
Herstellerangaben auf die Konfluenz der Zellen hin, sodass dieser aufgrund des
gleichférmigen Aufbaus der Lipiddoppelschicht unabhangig vom Zelltyp bei
1 uF(Mikrofarad)/cm? liegt. Da die Barriere erst nach Bildung eines Zellrasens
gemessen werden kann, ist dieser Kontrollwert besonders wichtig. Die Messdaten

wurden mithilfe der cellZscope-Software evaluiert und als Diagramm dargestellt.

2.2.2.6 Zytotoxizitatsanalyse mithilfe des WST-1-Tests

Wahrend der Behandlung einer Zellkultur mit einer Wirksubstanz kann es zu
zytotoxischen Effekten kommen, die sich negativ auf die Vitalitat der Zellen auswirken.
Zur Untersuchung dieser Auswirkungen und zur Bestimmung der in vitro

Einsatzkonzentration der Substanz in der Zellkultur wurde ein WST-1 (water soluble
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tetrazolinium)-Assay durchgefuhrt. Das wasserlosliche Tetrazoliumsalz mit der
chemischen Nomenklatur 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
Benzol-Disulfonat) wird in Losung durch die enzymatische Spaltung des Farbstoffs zu
Formazan hydrolysiert. Dies |6st einen Farbumschlag von schwach rot bis dunkelrot
aus, welcher photometrisch bei 450 nm gemessen werden kann. Die Umsetzung des
Farbstoffs geht auf das intakte mitochondriale Succinat-Dehydrogenase-System der
Atmungskette vitaler Zellen zuruck. Dabei ist die Aktivitat der Zellen linear zur

Absorption des Farbstoffs.

Dazu wurden die Schweil3drisenzellen in einer 96 well-Mikrotiterplatte bis zur 70-
80 %igen Konfluenz kultiviert und mit den zu analysierenden Substanzen inkubiert.
Dabei wurden jeweils 5-10 Konzentrationen einer Substanz in absteigender
Konzentration sowie unbehandelte Zellen im WST-1-Test analysiert. Jede
Wirksubstanz, die hier zur Behandlung der Zellkultur eingesetzt wurde, wurde in einem
WST-1-Test auf ihre zytotoxischen Eigenschaften untersucht. Die Einwirkzeit variierte
dabei je nach Einsatz der Substanz im entsprechenden Experiment. Nach Inkubation
der Substanzen wurden die Zellen mit phenolrotfreiem Medium gewaschen und auf
ihre Schadigung durch die Zugabe von WST-1-Losung Uberpruft. Die Losung wurde
1,5 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend die optische Dichte (OD) bei 450 nm

gemessen. Die Vitalitat wurde nach der Formel
Vitalitat (%) = [ODass0 (behandelte Zellen)/ODa4so (unbehandelte Zellen)]<100

prozentual bestimmt und graphisch dargestellt.

2.2.3 3D Modelle
2.2.3.1 Herstellung von 3D Modellen

Neben den 2D Monolayerkulturen (siehe 2.2.2) wurden auch 3D Modelle mit humanen
Primarzellen der Schweil3drise hergestellt. Dazu wurde die Hanging drop (,hangende
Tropfen“)-Technologie verwendet, die eine Kultivierungsmethode darstellt, welche die
Physiologie und somit die in vivo Situation von epithelialen Zellen verstarkt

wiederspiegelt (siehe 1.3.2).

Zur Herstellung der Spharoide (Aggregate) wurde das sog. ,,GravityPlus Hanging Drop

System“ des Herstellers Insphero verwendet. Dieses patentierte System besteht aus
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einer 96 well-Mikrotiterplatte mit einem Einflllsystem (,Sure Drop Inlet“) und einer 96

well-Ernteplatte.

a In situ isolierte ekkrine | |
Schweildriise

In vitro 2D Zellkultur In vitro 3D Modell

Sekretion

Kultivierung im Zellaussaatim Hanging Aggregation der Zellen Formation eines Spharoids
Monolayer drop

Abbildung 5: Herstellung von 3D Modellen mittels Hanging drop-Technologie. a) Isolierte
Drise mit Dukt- und/oder Coil-Kompartiment wurden in Zellkulturgefale Uberflhrt. Nach
Auswuchs und Proliferation der Zellen im Monolayer wurden diese anschlief3end in ein 3D
Modell eingesetzt. b+c) Schematische Darstellung der unterschiedlichen Kulturzustéande:
native Druse, 2D und 3D Kultur der Schweilddrise in b; Hanging drop-Herstellungsverfahren
inc.

Zum Schutz vor Verdunstung ist die Mikrotiterplatte von einer Kammer umgeben, die
mit ca. 2 ml Wasser beflllt wurde. Zudem wurde ein steriles Filterpapier, das vom
Hersteller mitgeliefert wird, auf den Plattenboden gelegt, was mit 15 ml einer 70 %
PBS/ 30 % Wasser-Mischung getrankt wurde. Nach Herstellung der
Einzelzellsuspension (siehe 2.2.2.1) und nach einer Zellzahlbestimmung (siehe
2.2.2.2) wurden 50 pl der Suspension mithilfe einer Mehrkanalpipette in die
Mikrotiterplatte Uberfihrt. Die 3D Modelle der Schweil3driise wurden mit 10.000
Zellen/Kultur bis 100.000 Zellen/Kultur hergestellt und bis zu 21 Tage (D21) kultiviert.
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Zur  Kultivierung der 3D Modelle wurde das ,Schweilddrisenzellen-
Kultivierungsmedium® verwendet. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt, indem
40 % des eingesetzten Mediums mit frischem Medium ersetzt wurden. Bei der
Behandlung der 3D Modelle wurde die entsprechende Menge der Behandlungslésung

ebenfalls zum Medium hinzugefligt, wie z.B. ACh.

Die 3D Modelle wurden in 3 unterschiedlichen Ausflihrungen hergestellt: (1) mit Zellen
des Coils und des Dukts, (2) nur mit Coil-Zellen oder (3) nur mit Dukt-Zellen. Die 3D
Modelle mit gemischten Coil-Dukt-Zellen werden weiterhin als ,3D Co-Kultur Modell*

bezeichnet, die beiden weiteren als ,3D Coil-Modell“ bzw. als ,3D Dukt-Modell“.

2.2.3.2 Ernte und Vermessung von 3D Modellen

Zur Ernte der 3D Modelle wurden zunachst 80 yl Medium in die 96 well-Ernteplatte
(,Gravity Trap®) vorgelegt. Nach Aufsetzen der Mikrotiterplatte wurden die 3D Modelle
anschlief3end durch das Pipettieren von 100 ul Medium geerntet und in die Ernteplatte
uberfuhrt. AnschlieRend wurde der Durchmesser der 3D Modelle mithilfe der ,CellSens
Dimension“ Software des Herstellers Olympus vermessen. Fur weitere Analysen

wurden die 3D Modelle aus der Ernteplatte entnommen.

2.2.3.3 Viabilitat von 3D Modellen mittels Live-Dead Assay

Die Viabilitat der 3D Modelle wurde mittels eines Viabilitats- und Zytotoxizitats-Assays,
namens ,Live-Dead Assay“, fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Die Viabilitat
bezeichnet die Lebensfahigkeit einer Zelle und wird auf das Vorhandensein einer
intakten Zellmembran zurtickgefuhrt. Wohingegen der Nachweis der Vitalitat auch eine
Aussage uber die Stoffwechselaktivitat der Zelle treffen kann. Bestimmte
Zellkulturbedingungen konnen die Viabilitdt und die Vitalitdt der Zellen negativ
beeinflussen und somit direkt oder indirekt Zytotoxizitat, Apoptose und/oder Nekrose
hervorrufen. Dieser Assay beruht auf einer Zwei-Farben-Fluoreszenz-Messung,
welcher die Unterscheidung von lebenden und toten Zellen im 3D Konstrukt als
Doppelfarbung erlaubt. Beide Farbstoffe werden simultan zur Kultur gegeben, sodass
eine Farbung der gesamten Sphare als whole mount-Farbung durchgefuhrt wurde. Der
Farbstoff Calcein Acetoxymethylester (AM) ist zellpermeabel und wird im Zytoplasma
der Zellen durch intrazellulare ubiquitare Esterasen gespalten, sodass lebende Zellen
bei Anregung mit entsprechenden Filtern grin fluoreszieren (Anregung bei 488 nm,
Emission bei 514 nm). Er weist sowohl lebende als auch vitale Zellen nach. Tote Zellen
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werden mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff Ethidium Homodimer-1 (EthD-1)
markiert (Anregung bei 514 nm, Emission bei 633 nm). Dieser dringt nur in Zellen ein,

die eine defekte I6chrige Plasmamembran aufweisen.

Die 3D Modelle wurden nach ihrer Ernte 2x mit PBS gewaschen und mit der Losung,
die 2 uM Calcein AM und 4 yM EthD-1 enthalt, fur 45-60 min bei 37 °C im Dunkeln im
Brutschrank inkubiert. Erneut folgten 2 Waschschritte mit PBS und die
Fluoreszenzmikroskopie der 3D Modelle, die auf Glasobjekttrager Uberfuhrt wurden.
Diese wurden mit ca. 20 uyl PBS befeuchtet. Zur Mikroskopie wurde kein Objektglas
verwendet. Es wurden 3D-Stapelaufnahmen (stacks) aufgenommen, die
Fluoreszenzkanale Uberlagert sowie die Fluoreszenzintensitaten mittels ImagedJ/FiJi
Software quantifiziert. Die Intensitaten wurden als corrected total cell fluorescence
(CTCF) mit der Formel

CTCF = Integrated Density — (Area of selected cell x Mean fluorescence

of background readings)

kalkuliert und in einem Diagramm dargestellt.

2.2.4 Histologische Analysen
2.2.4.1 Fixierung der Zellen

Zur Analyse der Morphologie der 3D Modelle sowie der nativen Schweil3drise im
Gewebe wurden sowohl Gefrierschnitte als auch Paraffinschnitte hergestellt. Die
Proben wurden zum Erhalt der Architektur der Strukturen fixiert. Fur die Herstellung
von Gefrierkryoschnitten wurde die Probe in eine Kryomold-Einbettform gelegt, im
Kryostat leicht angefroren und in Tissue Freezing Medium eingebettet. Anschliel3end

wurde sie bei -80 °C eingefroren und gelagert.

Zur Fixierung von Proben fur die Herstellung von Paraffinschnitten wurden die Proben
in 4 % Formalin fir 24 h bei 4 °C fixiert. Danach wurden diese im
Entwasserungsautomaten durch eine aufsteigende Alkoholreihe (50 %, 2x 70 %, 90 %,
2x 95 % fur je 1 h, 2x Isopropanol fur je 1,5 h; alle Schritte bei 35 °C) dehydriert, mit
Xylol durchtrankt (2x bei 35 °C fur je 1,5 h) sowie in 60 °C warmes Paraffin (3x bei 60
°C flr je 1,5 h) eingebettet.
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2.2.4.2 Herstellung von Schnittpraparaten
2.2.4.2.1 Gefrierschnitte

Zur Herstellung von Gefrierkryoschnitten aus eingebetteten Geweben oder 3D
Modellen wurde das Kryostat CM1900 verwendet. Dabei wurden die Proben, die nach
der Fixierung bei -80 °C eingefroren wurden, zunachst auf eine Temperatur von -27 °C
aquilibriert. Anschlieffend wurden diese aus dem Kryomold-Form entfernt und auf
einem Probenteller mit Tissue Freezing Medium fixiert, welches angefroren wurde. Es
wurden 5-8 um Schnitte erzeugt, welche auf Super Frost Plus-Objekttrager Uberfuhrt
und bei RT getrocknet wurden. Die Schnitte wurden flr histologische Analysen

verwendet oder gelagert.

2.2.4.2.2 Paraffinschnitte

Die in Paraffin-eingebetteten Objekte wurden zunachst auf einer Kuhlplatte auf ca.
1 °C gekuhlt. Im Anschluss erfolgte die Herstellung der 5 um Paraffinschnitte mithilfe
des Mikrotoms, welche mit einem Pinsel in ein 45 °C warmes Wasserbad Ubertragen
wurden. Die glatt gezogenen Schnitte wurden auf Super Frost Plus-Objekttrager
uberfuhrt und UN bei 37 °C in einem Trockenschrank aufbewahrt. Die Paraffinschnitte

wurden fur histologische Analysen verwendet oder gelagert.

2.2.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

In der Histologie sind verschiedene Farbemethoden bekannt, die zur Unterscheidung
von morphologischen Gewebestrukturen eines feingeweblichen Schnittes im
mikroskopischen Bild eingesetzt werden. Dazu gehort die Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Farbung), die eine der am weitesten verbreiteten Routinefarbemethoden fir
histologische Schnitte darstellt. Es werden zwei Farbstoffe, Hamatoxylin und Eosin,
eingesetzt, die aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften unterschiedliche Strukturen
anfarben. Der naturliche Farbstoff Hamatoxylin farbt Strukturen in seiner basischen
Form (Hamalaun) intensiv an. Zu diesen Strukturen gehéren z.B. Nukleinsauren wie
DNA, Zellkerne, Ribosomen und das rauhe endoplasmatische Retikulum (rER). Diese
sind sauer bzw. basophil und werden blau eingefarbt. Im Gegensatz dazu ist Eosin ein
synthetischer saurer Farbstoff, welcher alle basischen bzw. acidophilen Strukturen rot
farbt. Dazu gehdren v.a. Zellplasmaproteine, Kollagenfasern und das glatte
endoplasmatische Retikulum (sER) (Mulisch & Welsch, 2010).
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Die hergestellten Gewebeschnitte wurden im Farbeautomat HistoTek Slide Stainer
folgendermalen gefarbt. Die Schnitte durchliefen diese Inkubationsschritte: Xylol
(2 min), absoluter Ethanol (20 sek), 50 % Ethanol (20 sek), Hamatoxylin (3,5 min),
70 % Ethanol (20 sek), Ammoniumhydroxid-Ethanol (1,5 %/ 80 %) (20 sek), 95 %
Ethanol (20 sek), Eosin (20 sek), 2x absoluter Ethanol (20 sek), abschliel3end Xylol
(20 sek). Im Anschluss wurden die gefarbten Schnitte mit Eindeckmedium beschichtet
und mit einem Objektglas eingedeckelt.

2.2.4.4 Azan-Farbung

Die Azan-Farbung ist eine weitere histologische Farbung zur Differenzierung von
Bindegewebsfasern, Geweben und Zellbestandteilen. Diese Methode wurde von
Heidenhain entwickelt, sodass das Farbeverfahren auch als ,Azanfarbung nach
Heidenhain® bezeichnet wird. Neben Azokarmin G wird eine weitere Farbkomponente,
namens Anilinblau-Goldorange, verwendet. Die einzelnen Farbstoffe binden
vorzugsweise an bestimmte Gewebestrukturen. Es handelt sich somit um eine
Trichrom-Farbung, die Strukturen mit Abstufungen rot bis blau farbt. Azokarmin dient
vorwiegend zur Kernfarbung, wohingegen Anilinblau-Goldorange G zur Gegenfarbung
der Gewebearten eingesetzt wird. Kollagenfasern (Typ 1) der Matrix oder Mucus
werden dabei intensiv blau gefarbt und Zellkerne rot (Fukada et al., 2014; Mulisch &
Welsch, 2010; van Griensven et al., 2002). Andere Bestandteile der ECM oder
Zytoplasma werden rétlich gefarbt (Diekmann et al., 2016; Jastrow, 2014).

Zunachst wurden die Paraffinpraparate mit Xylol (2x 5 min) entparaffiniert und einer
absteigenden Alkoholreihe (je 1 min in 100 %, 90 %, 70 %, 50 % Ethanol) im
Farbeautomat HistoTek Slide Stainer rehydriert. Die Schnitte wurden anschlie3end in
Anilinalkohol vorgebeizt (5 min), mit destilliertem Wasser gespult und mit Azokarmin
G (15 min bei 56 °C) inkubiert. Nach dem erneuten Spulen mit Wasser wurden die
Objekte zur Farbung der Nuclei mit Anilinalkohol fur 30 min behandelt und fur 1 min in
essigsauren Alkohol getaucht. Die Praparate wurden dann fir 30 min in 5 %iger
Phosphorwolframsaure inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Gegenfarbung mit
Anilinblau-Goldorange in Essigsaure (1:3) fur 30 min. Nach einem Waschschritt in
destilliertem Wasser wurden die Schnitte in 96 % Ethanol (1 min), Isopropanol (30 sek)
und Xylol (30 sek) dehydriert. Im letzten Schritt wurden die Objekttrager mit

Eindeckmedium beschichtet und mit einem Objektglas eingedeckelt.
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2.2.5 Molekularbiologische Analysen

2.2.5.1 Isolation von RNA und Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Extraktion der RNA aus nativem Gewebe (Haut, Schweil3drise), 2D Kulturen und
3D Modellen erfolgte mithilfe des RNeasy micro Kits nach den Herstellerangaben.
Dabei wurden das Gewebe oder die Zellkultur in 150 pl RLT-Puffer lysiert und bei
Bedarf mit einer Pistille homogenisiert. Dann wurden die Proben flr 30-45 min auf
einem Schuttler inkubiert und entweder bei -20 °C eingefroren oder direkt
aufgearbeitet. Anschlielend wurde 20 mg/ml Proteinase K geldst in Wasser
zugegeben und fur 20 min bei 55 °C inkubiert, um Proteine, vorwiegend RNasen, zu
deaktivieren. Danach wurde 500 pl 99 %iger Ethanol zugegeben und das Gemisch auf
eine RNeasy MinElute Saule Uberfuhrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei
13.000 rpm fur 1 min, der Uberstand wurde verworfen und 350 yl RW1-Waschpuffer
auf die Saule gegeben. Wie zuvor wurde bei 13.000 rpm fur 1 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Im Anschluss erfolgte der DNase-Verdau nach
Herstellerangaben fur 15 min bei RT und ein weiterer Zentrifugationsschritt, wie im
vorherigen Schritt. Die Saule wurde in ein neues Collection tube gesetzt, mit 500 pl
RW1-Puffer und 2x mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt
erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fur 1 min. Die Saule wurde erneut in
ein neues Collection tube gesetzt und offen bei 13.000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Fur
die Elution wurden 30 pyl RNase freies Wasser auf die Saule gegeben und fur 10 min
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde die RNA eluiert und im Nanodrop-

Messgerat photometrisch quantifiziert.

Nukleinsauren absorbieren im UV-Bereich aufgrund ihrer aromatischen Ringsysteme
und besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, sodass die Konzentration nach
Messung der OD bei dieser Wellenlange bestimmt werden kann. Auflierdem wird
simultan eine weitere photometrische Messung bei 280 nm durchgefuhrt, um den
Reinheitsgrad der Nukleinsauren zu bestimmen. Mittels des Quotienten OD2s0/OD2s0
der gemessenen Werte wird somit der Grad der Verunreinigung kalkuliert. Oft sind die
Nukleinsauren durch Proteine, organische Komponenten etc. kontaminiert.

Abschlieltend wurde die RNA bei -20 °C eingefroren und gelagert.

2.2.5.2 Synthese von komplementarer DNA (cDNA)
Die isolierte RNA (siehe 2.2.5.1) kann durch reverse Transkription mithilfe eines

Enzyms in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Als reverse
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Transkriptase diente hier das in E. coli synthetisch hergestellte Enzym aus dem
Retrovirus MMLV (monoley murine leukemia virus). Dieses synthetisiert die Reaktion
von einzelstrangiger (single stranded, ss) RNA oder DNA effizient zu cDNA, sodass

bei Vorliegen von Primern aus z.B. mRNA cDNA hergestellt wird.

Es wurden jeweils 500 ng RNA in RNase-freien Wasser auf einen Ansatz von 10 pl
verdinnt. Nach Zugabe von 1 yl Random Primer wurde die Primer-Hybridisierung fur
10 min bei 65 °C durchgefuhrt. Danach wurden 4 ul 5x RT-Puffer, 1 yl DNTP-Mix, 1 pl
MMLV-Enzym, 0,5 pl RNasin und 2,5 pyl RNase-freies Wasser zu jedem
Reaktionsansatz gegeben. Die Elongation des Primers erfolgte anschlielend bei
42 °C fur 1 h. Im letzten Schritt wurde die Inaktivierung der Enzymreaktion bei 70 °C
fur 15 min durchgefihrt und die Proben auf 4 °C fir 10 min abgekuhlt. Die Proben

wurden bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.5.3 Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR

Zur Bestimmung der relativen Genexpression wurde zunachst, wie in 2.2.5.1-2.2.5.2,
die RNA isoliert und diese in cDNA umgeschrieben, um im Anschluss daran eine
quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) durchfihren zu kdonnen.
Diese ermdglicht neben der Vervielfaltigung der DNA die Quantifizierung der
Amplifikationsprodukte aufgrund von Fluoreszenz-Messungen in Echtzeit (real time).
Dabei nimmt die Fluoreszenz des interkalierenden DNA-Farbstoffs Brilliant SYBR
Green proportional zur Menge des PCR-Produkts zu.

Die gRT-PCR erfolgte in 96 well-Platten mit 5 ul cDNA der zu analysierenden Probe
sowie 15 ul eines Reaktionsansatzes, der sich wie folgt zusammensetzt: 12,5 pl
Brilliant Sybr Green, 2 um des Primers des Zielgens (gene of interest) (siehe Tab. 3),
0,3 yl ROX Referenzfarbstoff sowie 4,7 ul RNase-freies Wasser. Der ROX Referenz-
Farbstoff diente dabei zur Ermittlung des Schwellenwertes sowie zur Normalisierung
der Fluoreszenz. Als Haushaltsgen (housekeeping gene) wurde Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) verwendet. Als Negativ-Kontrolle diente als Doppelansatz
der Reaktionsansatz mit Wasser anstelle der cDNA. Sie wurde zum Nachweis von
Kontaminationen oder der Bildung von Primerdimeren eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle
wurde cDNA aus nativen humanen Schweil3drisen verwendet, die von
unterschiedlichen Spendern stammte. Im Stratagene Mx3000p Cycler wurden 40

Amplifikationsschritte durchgefuhrt. Die Aktivierung der Hot Start Polymerase erfolgte
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zunachst bei 95 °C fur 30 sek, die Primer-Hybridisierung bei 58 °C flr 60 sec sowie
die Elongation bei 72 °C fur 30 sek mit jeweils 40 Wiederholungen. Abschliel3end
wurde eine Schmelzkurvenanalyse durch den kontinuierlichen Anstieg der Temperatur
auf 95 °C durchgefuhrt, um Auskunft Uber die Spezifitat der PCR-Reaktion zu erhalten.

Zur quantitativen Auswertung wurde die AACt-Methode verwendet, d.h. zunachst
wurden die Mittelwerte der Ct's (cycle threshold, Schwellenwertzyklus der
exponentiellen Phase) im Bezug zum Ct-Wert des G6PDH-Referenzgens gesetzt und

zur Berechnung des relativen Genexpressionslevels/G6PDH die Formel 2-2Ct mit
ACt = Ct (Zielgen) — Ct (housekeeping gene)
angewendet. Durch die Berechnung der AACt-Werte mit der Formel
AACt = ACt (behandelt) — ACt (unbehandelt)

wurden einzelne Gruppen (z.B. 3D Modell und in situ Schweil3drise) durch die

Anwendung der Formel Formel 2-2ACt miteinander verglichen.

2.2.5.4 Genexpressionsanalyse mittels Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung
Die Sequenzierung des Gesamt-Transkriptoms wurde mittels der Next Generation
Sequenzierungs-Technologie (next generation sequencing, NGS) von der Firma
StarSEQ durchgefuhrt. Diese stellt eine exzellente Methode zur zeitgleichen Analyse
tausender exprimierter Gene der untersuchten Zellen dar. Dabei revolutionierte die
NGS-Methode die traditionellen Verfahren der DNA-Sequenzierung wie die Standard-
Didesoxymethode nach Sanger, da ein Hochdurchsatz moglich ist.

Die isolierte RNA der zu analysierenden Proben wurde durch reverse Transkription
zunachst in cDNA umgeschrieben, um anschlieend in der lllumina-NGS Technologie
sequenziert zu werden. Zu den Schritten der NGS-Technologie gehdren: (1) die
Herstellung der DNA-Bibliothek, (2) die parallele, klonale Amplifikation der DNA und
(3) die Sequenzierung. Dabei ist die Sequenzierung eine sequencing-by-synthesis
Methode, da die Detektion beim Einbau der einzelnen Nukleotide erfolgt. Diese
Nukleotide sind an Fluorophorgruppen gekoppelt (Bentley et al., 2008). Anschliel3end
wurde mithilfe spezieller Programme die Datenanalyse durchgefuhrt, die die
gelesenen Fragmente (Reads) in einem Alignment-Verfahren dem humanen

Referenzgenom zuordnet. Dieser Prozess wird als Read Mapping bezeichnet. Die



Material und Methoden 49

Auswertung und die Quantifizierung der Genexpressionsdaten erfolgte dabei nach der
Anzahl der Fragmente zum passenden (mapped) Genlocus der Referenz in der Einheit
FPKM. Diese steht fur die Einheit Fragments Per Kilobase of transcript per Million
mapped reads (Trapnell et al., 2010). Dabei wurde die Anzahl der Reads auf die Lange
des sequenzierten Gens (gene length) normiert, da sonst Gene mit einer héheren
Basenanzahl mehr Fragmente pro Reads und Counts als kurzere Gene bei identischer
Genexpression haben wirden. Die Diagramme der Sequenzierungsdaten wurden

somit in FPKM dargestellt.

Bei der Analyse wurden unterschiedliche Proben auf ihr Gesamt-Transkriptom
untersucht. Es wurden sowohl native Schweil3drisen als auch 3D Modelle der
ekkrinen Schweil’driise analysiert. Dabei wurden gesamte native Drisen mit Coil- und
Dukt-Kompartiment (,nativ gesamt) sowie die einzelnen Kompartimente des Coils
oder des Dukts in der NGS-Analyse ausgelesen. Ebenfalls wurden die drei
Ausfuhrungsformen der 3D Modelle (Co-Kultur, Coil, Dukt) auf ihre Genexpression
untersucht, die entweder nur mit Kultivierungsmedium oder mit ACh cholinerg
stimuliert wurden. AuRerdem wurde Humanhaut mitgefuhrt, um die spezifischen Gene
der Schweil3druse identifizieren zu konnen. So wurden die FPKM-Werte der Proben
mit den FPKM-Werten der Vollhaut normiert. Mithilfe dieser Analyse wurden
Schweilydrisen-spezifische Gene identifiziert sowie der Einfluss durch die cholinerge

ACh-Stimulation analysiert.

2.2.6 Proteinbiochemische Analysen

2.2.6.1 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Analyse der Proteinexpression wurden spezifische Proteine in Geweben, Zellen
und 3D Modellen der SchweiRdriuse mithilfe von indirekten Immunfluoreszenz-
farbungen nachgewiesen und lokalisiert. Diese Methode beruht auf der Antigen-
Antikérper-Bindung, d.h. der Primarantikdrper bindet spezifisch an das Antigen der
Zielzelle. Der Sekundarantikérper mit gebundenem Fluorochrom bindet wiederum an
den Primarantikorper. Nach Anregung wird diese spezifische Bindung sichtbar

gemacht.

Zum Erhalt der Proteine in ihrem urspringlichen Zustand wurden die Proben je nach
Art des Schnittpraparats mit -20 °C gekuhltem Aceton fur 10 min oder mit 4 %
Paraformaldehyd (PFA) flr 20 min bei Raumtemperatur (RT) fixiert. Bei der Farbung



Material und Methoden 50

des whole mount-Gesamtpraparats wurde ausschlieBlich PFA zur Fixierung
verwendet. Die Schnittpraparate wurden je nach Antikdrper mit PFA oder mit Aceton
fixiert. Die Proben wurden nach der Fixierung 2x mit PBS gespult und zur Sattigung
unspezifischer Bindestellen mit der Blockierungslésung behandelt. Die Blockierung
und Permeabilisierung erfolgte mit 10 % normalen Ziegenserum und 0,1 % TritonX-
100 in PBS fur 1 h bei RT. Nach erneutem Waschen wurden die Primarantikdrper in
entsprechender Verdinnung (siehe Tab. 4) in Dako Antibody diluent gegeben und
Uber Nacht (UN) bei 4 °C inkubiert. Anschlie3iend wurde 1 ug/ml Zellkernfarbstoff DAPI
sowie der zum Primarantikdrper korrespondierende Sekundarantikérper (siehe Tab. 5)
nach mehrmaligem Spilen der Proben mit PBS zugegeben und fir 1 h bei RT im
Dunkeln inkubiert. Die Proben wurden erneut gewaschen, die Schnittpraparate mit
Cytoseal eingedeckelt und in einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Wurden die 3D
Modelle, wie zuvor beschrieben, whole mount gefarbt, wurden die Proben nicht

eingedeckelt, um die Struktur der Sphare zu erhalten.

Bei jeder Fluoreszenzfarbung wurden entsprechende Kontrollen mitgefuhrt, d.h.
Negativ- und Positivkontrollen. Hautschnitte mit ekkrinen Schwei3drisen dienten als
Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde die Farbung am Hautschnitt ohne den
Primarantikorper durchgefuhrt, um unspezifische Bindungen des Sekundarantikorpers
auszuschliel3en. Hier wurde nur der entsprechende Sekundarantikorper verwendet.
Die Negativ- und die Positivkontrolle wurde sowohl am Hautschnitt als auch am
Zielobjekt angefertigt. Dabei soll die spezifische Farbung am Zielobjekt gewahrleistet

werden. Die Kontrollen dienen aufierdem zur Einstellung der Belichtungszeit.

2.2.6.2 Durchflusszytometrie

Zur weiteren Charakterisierung der Schweil3drisenzellen wurde die Proteinexpression
anhand Schweilddrisen-spezifischer Marker mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Dazu wurde wie in 2.2.6.1 die indirekte Immunfluoreszenz-Methode verwendet, die
standardmafig mit einem Primar- und einem konjugierenden Fluorochrom-markierten
Sekundarantikérper durchgefiihrt wird (Tab. 4+5). Da eine Vielzahl der Marker keine
Oberflachenantigene, sondern intrazellulare Proteine, darstellen, wurden die Zellen
vor der Antikorper-Inkubation permeabilisiert. Zu den Oberflachenantigenen zahlen die
cluster of differentiation (CD) Molekule, wie CD200. Die Fluoreszenz-markierten Zellen
passieren in diesem Messverfahren einen Laserstrahl. Durch die Anregung des

Laserstrahls wird ein Teil des auftreffenden Lichts gestreut und detektiert. Dies lasst
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auf bestimmte Eigenschaften der Zellen wie die Form, die Struktur (Granulitat)
und/oder Fluoreszenzfarbung der Zellen schlieBen. Dabei werden die positiv-

markierten Zellen quantifiziert und der prozentuale Anteil der Zellpopulation bestimmt.

Zur Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde zunachst eine
Einzelzellsuspension hergestellt und die Zellzahl bestimmt (siehe 2.2.2.1-2.2.2.2). Die
verwendeten Reagenzien und Medien wurden auf 4°C gekuhlt. Die Zellen wurden
anschlielfend auf ca. 2-5 x 10° Zellen verdiinnt und 2x mit PBS gewaschen. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Zellen unter leichtem Vortexen in 250 pl ,BD
Cytofix/Cytoperm“ suspendiert. Dann erfolgte die Permeabilisierung fur 20 min bei 4°C,
erneut 2x Waschschritte mit PBS und das Dekantieren des Uberstands. Im
darauffolgenden Schritt wurden die Zellen mit 10 % normalen Ziegenserum fur 30-45
min bei 4°C blockiert, um unspezifische Bindestellen zu sattigen. Danach wurden die
Zellen 2x mit ,BD Perm/Wash Buffer” gewaschen. Die Zellen wurden auf Eppendorf-
Probengefafie verteilt und ca. 3 x 106 Zellen mit dem jeweiligen Primarantikorper fir
60 min bei 4°C inkubiert. Nach 2x Waschen mit ,BD Perm/Wash Buffer wurde der
Sekundarantikérper fir 30 min bei 4°C inkubiert. Abschlielfend wurde mit ,BD

Perm/Wash Buffer® gespult und die Zellen im Durchflusszytometer analysiert.

Neben den zu analysierenden Proben wurden unterschiedliche Kontrollen mitgefihrt.
Dazu zahlen eine ungefarbte Probe zur Analyse der Eigenfluoreszenz der Zellen.
Aulerdem wurde eine Propidiumiodid (Pl)-Kontrolle hergestellt, die die vollstandige
Permeabilisierung der perforierten Zellen nachweist. Zur Identifikation der
unspezifischen Bindungen des Sekundarantikérpers wurden die Negativkontrollen nur
mit dem  entsprechenden  Sekundarantikbrper ohne Verwendung des
Primarantikérpers gefarbt. Diese wurden zur Berechnung des prozentualen Anteils der
positiven Zellen in einer Zellpopulation verwendet. Mithilfe der ,BD Accuri C6 Plus®

Software wurden die Daten analysiert.

Dazu zahlten die Auswertung der Daten, die bestimmte Zelleigenschaften, wie die
GroRe der Zellen, die Granulitat und insbesondere die Fluoreszenzintensitat,
graphisch darstellten. Die Daten wurden standardmafig im Histogramm sowie im sog.
Dot Plot (Punkt-Diagramm) gezeigt. Im Histogramm wurde auf der x-Achse die
logarithmische Fluoreszenzintensitat eines Antikorpers in Abhangigkeit zur Haufigkeit
eines Ereignisses (Anzahl der Zellen) auf der y-Achse aufgetragen. Im Punkt-

Diagramm wurde jedes einzelne Ereignis als Punkt dargestellt, welches in
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Abhangigkeit zur Fluoreszenzintensitat auf der x-Achse und zur Grée auf der y-Achse
gezeigt wurde. Die Kontrollen wurden dabei zur Berechnung der prozentualen Anteile

der positiv-markierten Zellen verwendet.

2.2.6.3 Herstellung von Proteinlysaten und Bestimmung der
Proteinkonzentration

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden die Proben der zerkleinerten Haut, der 2D
Kulturen sowie der 3D Modelle bei 13.000 rpm fiir 5 min pelletiert und der Uberstand
abgesaugt. AnschlieRend wurde 1 ml SDS-Lysepuffer zugegeben, resuspendiert und
die Probe bei Bedarf mit einer Pistille homogenisiert. Im Anschluss wurden die Proben
fur 10 min bei 95 °C denaturiert und erneut zentrifugiert. Die Probe wurde dann auf Eis
gesetzt und der Uberstand unverdinnt oder verdunnt zur

Proteinkonzentrationsbestimmung eingesetzt.

Die Ermittlung der Proteinkonzentration wurde mithilfe der Methode nach Popov
bestimmt. Vorteil dieser Methode sind vor allem, dass die eingesetzten Farbstoffe —im
Gegensatz zum Verfahren nach Lowry oder Bradford — nicht mit anderen Detergenzien
(SDS, DTT, B-Mercaptoethanol) reagieren und die Farbreaktion storen. Diese
Reaktion beruht auf der Ausfallung von Proteinen als unldslicher Farbstoff, die von
dem Farbstoff Amidoschwarz 10B in saurem Milieu gebunden werden und als Komplex
ausfallen. Nach dem Waschen mit Natronlauge (NaOH) wird dieser Komplex wieder
geldst und kann mithilfe einer photometrischen Messung bei 620 nm anhand eines
Standards quantifiziert werden. Bovines Serumalbumin (BSA) dient dabei als
Extinktionsstandard, der mit aufsteigender Konzentration mitgefihrt wird und nach

linearer Regression zur Konzentrationsbestimmung verwendet wird.

Die hergestellten Lysate wurden zunachst mit 375 pl Popov-Losung Ill gemischt, bei
13.000 rpm fiir 5 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann
mit 500 pl Popov-Lésung | gewaschen, erneut durch Zentrifugation pelletiert und der
Uberstand abgegossen. Dieser Waschvorgang wurde wie zuvor beschrieben zweimal
wiederholt. Anschliel3end wurden die Pellets fur 5 min offen bei RT getrocknet und mit
500 ul 0,1 M NaOH aufgel6st. Im Anschluss erfolgte die photometrische Messung von
100 ul der Probe, die in eine 96 well-Mikrotiterplatte Uberfuhrt wurde, bei 620 nm.
Mithilfe der linearen Regressionsgeraden des BSA-Standards wurden die

Konzentrationen kalkuliert.
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2.2.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Ein analytisches Verfahren zur Trennung von Proteinen oder Proteingemischen nach
ihrer Molekulmasse in einem elektrischen Feld spiegelt die Methode der SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) wieder. Die Methode wurde von Lammli entwickelt.
Die Proteine werden mithilfe des Detergens SDS effizient gebunden, deren
Eigenladungen tberdeckt und durch Aufkochen der Proben werden die Strukturen der
Proteine linearisiert sowie denaturiert. Infolgedessen wandern die Protein-SDS-
Mizellen mit ihrer konstant negativen Ladung im Polyacrylamidgel proportional zu ihrer

Molekllmasse.

Das Polyacrylamidgel stellt ein Gradientengel mit einem Acrylamid-Gradienten dar,
welches sich aus einem Sammel- und Trenngel zusammensetzt. Im Sammelgel
werden die Proteine konzentriert, bevor sie in das Trenngel einwandern. Dort findet
die Auftrennung der Proteine statt. Meist werden Gradientengele mit einem Acrylamid-
Anteil von 4-12 % verwendet, die Proteine mit einer Moleklilmasse von 15 kDa bis
260 kDa bei der Verwendung von 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)-
Puffer auftrennen. Hier wurden ebenfalls vorgefertigte 4-12 % NuPAGE Bis-Tris Gele
von der Firma Invitrogen verwendet. Es wurden jeweils 10 ug der Proteinlysate (siehe
2.2.6.3) mit 4x SDS-Probenpuffer (Lammli-Puffer) versetzt und fur 10 min bei 95 °C
denaturiert. Die Uberstande der erhitzten Proben wurden bei 200 V fiir 1 h nach
Zugabe des Laufpuffers im elektrischen Feld aufgetrennt. Zur Bestimmung der
Proteingrof3e werden bei jedem Lauf Standards, wie der See blue Marker und der
Magic Mark Marker, mitgefihrt.

2.2.6.5 Western Blot-Analyse und Immundetektion immobilisierter Proteine

Nach der Gelelektrophorese und der Trennung der Proteine werden diese aus dem
Gel auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und damit immobilisiert. Dies
geschieht ebenfalls in einem elektrischen Feld. AnschlieRend kénnen mithilfe von

Antikérpern (siehe Tab. 4) spezifisch Proteine nachgewiesen werden.

Zum Transfer der Proteine wurden Schwamme, die mit Transfer-Puffer getrankt
wurden, und ein Whatman-Papier auf die Anodenplatte der Blotting-Apparatur gelegt.
Das Gel, die Membran, ein zusatzliches Whatman-Papier sowie weitere Schwamme

wurden anschliel3end aufgelegt und die Apparatur in die Kammer eingeklemmt. Die
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Kammer wurde dann mit Laufpuffer beflllt und der Proteintransfer bei 170 mA fir 2 h
durchgefuhrt. Nach Transfer der Proteine wurde die Membran fur 1-2 min mit Ponceau
S-LAsung inkubiert. Dabei wurde der Transferprozess uberpruft und die Proteinbanden
sichtbar gemacht. Dieser Vorgang ist reversibel und entfarbt die Membran nach

Waschen mit destilliertem Wasser wieder.

Im Anschluss wurde die Membran mit 5 % Milchpulver-Blockierungslosung fur 1 h bei
RT auf einem rotierenden Schuttler behandelt und freie Bindestellen geblockt. Die
Membran wurde in TBST-Puffer gewaschen und dann mit den entsprechenden
Primarantikorpern in Blockierungslosung UN bei 4 °C inkubiert. Als Ladekontrolle
wurde stets ein ubiquitares Protein mitgefihrt. Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) stellte hier die Kontrolle dar. AnschlieRend wurde die
Membran 3x mit TBST gewaschen, fur 1 h bei RT mit dem HRP-konjugierten
Sekundarantikdrper behandelt und erneut mit TBST gespult.

Zum Nachweis der spezifischen Protein-Antikorper-Bindung wurde ECL
Detektionsreagenz im Verhaltnis 1:1 vermischt und fur 2 min auf die Membran
gegeben. Nach Einschweien der Membran und der Uberfiihrung dieser in eine
Filmkassette wurde ein Rontgenfilm flr eine definierte Expositionszeit auf die
Membran gelegt. Diese Expositionszeit ist abhangig von der Signalintensitat. In der
Dunkelkammer erfolgten anschliefend die Entwicklung sowie die Fixierung des
Rontgenfilms. Die quantitative Messung der Farbdichte der Banden (Densitometrie)
wurde mithilfe des Programms TotalLab Quant 100 durchgefuhrt. Nach Subtraktion
des Hintergrunds erfolgte dann die Normalisierung der Proteinbanden-Intensitaten.
Durch das Dividieren der Proteinbanden-Intensitat des Protein of Interest mit der
Proteinbanden-Intensitat der Ladekontrolle GAPDH wurde die Proteinmenge der

Proben quantitativ bestimmt.

2.2.7 Calcium Flux Assay zur Analyse des intrazellularen Ca?*-Signallings

Als proof-of-concept wurde das physiologische Reaktionsvermodgen der ekkrinen
Schweil3drusenzellen mithilfe des Calcium Flux Assays analysiert. Wie in 1.2.2.3-
1.2.2.4 beschrieben, spielt das Ca?*-Signalling in der SchweilRdriise eine
entscheidende Rolle beim Sekretionsmechanismus. Der Assay wurde an primaren

ekkrinen Schweil3drisenzellen in der 2D Kultur als auch im 3D Modell angewendet.
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Fur die Experimente wurden schwarze 96 well-Mikrotiterplatten mit transparenten
Boden sowie phenolrotfreies Medium verwendet. In diese Platten wurden die 2D
Kulturen eingesat bzw. die 3D Modelle uberfuhrt. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS wurden die Kulturen mit 100 ul Fluo-4 AM-Inkubationsmedium, welches 4 um
Fluo-4 AM und 2,5 mM Probenezid enthalt, fur 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach
diesem Inkubationsvorgang wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen.
Anschlielend erfolgte die De-Esterifizierung fir 2 h mit der ,De-
Esterifizierungslosung®, d.h. die Esterbindungen des Fluoreszenzindikators Fluo-4 AM
werden von intrazellularen Esterasen gespalten. Somit kann der Indikator von Ca?*
unter Freisetzung von Fluoreszenz gebunden werden. Durch die Zugabe von

Probenezid wird der Ausstrom des Farbstoffs verhindert.

Nach der Inkubation erfolgte die Fluoreszenzmessung bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emission von 535 nm im Tecan-
Mikrotiterplattenmessgerat. Zunachst wurde die Basisfluoreszenz fur 4 min detektiert.
Die Zellen wurden im Anschluss daran stimuliert bzw. inhibiert. Bei Inhibition der Zellen
mithilfe des muskarinen Antagonisten Glykopyrrolat wurde das inhibierende Reagenz
fur 20 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen mit den stimulierenden
Substanzen, z.B. mit ACh, Pilocarpin, ATP oder Kaliumsulfat, behandelt und die

Fluoreszenz als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) fur 20 min gemessen.
Die Anderung der Fluoreszenzintensitaten (AF) wurden nach der Formel
AF = (Fmax - FO)/FO

mit Fmax als maximale Fluoreszenz, FO als Basisfluoreszenz kalkuliert. Fir jede

Behandlung wurden 6 biologische Replikate eingesetzt.

2.2.8 Integration von 3D Co-Kultur Modellen in ein Phenion-Vollhautmodell

Im Abschnitt 1.3.2 wurden unterschiedliche Ausfuhrungen von 3D Modellen erwahnt,
die meist mit einem scaffold, einer Matrix, etabliert wurden. Ebenfalls existieren solche
in vitro Modelle, die die Epidermis oder die Vollhaut, die sowohl eine Epidermis als
auch eine Dermis besitzen, rekonstruieren. Diese werden auch als Vollhautaquivalente
bezeichnet. Diese besitzen keine Hautanhangsgebilde, wie etwa Schweil3drisen. Ein
solches Vollhautmodell stellt das Phenion-Vollhautmodell, welches mit einer

Kollagenmatrix hergestellt wird, dar.
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Zur Integration von 3D Modellen der Schweiflddruse in ein Vollhautmodell wurden 3D
Co-Kultur Modelle verwendet. Die Vollhautmodelle wurden nach dem Patent WO
2006/019147 A1 hergestellt, welches in Diekmann et al. (Diekmann et al., 2016)
angewendet wurde. Auf Basis dieses Verfahrens wurde auch das Vollhautmodell mit
integrierten 3D Modellen der Schweildrise entwickelt. Dabei wurden die 3D Co-Kultur
Modelle wie in 2.2.3.1 beschrieben mit 25.000 Zellen/Kultur hergestellt und in die
Dermisschicht dieses Vollhautaquivalents eingesat. Dazu wurden 3D Co-Kultur
Modelle in die Matrix der Dermis, die mit Fibroblasten vorkultiviert wurde, integriert.
AnschlieRend wurde das Modell fur 16 Tage kultiviert, welches in dieser Zeit ein
Dermisaquivalent ausbildet. Nach Aussaat der Keratinozyten erfolgte die weitere
Kultivierung der Modelle fir weitere 11 Tage an der sog. Air-Liquid-Interface. Diese
bilden dann die Epidermis mit einer verhornten Gewebeoberflache aus. Im Anschluss
an die Kultivierung und Integration der 3D Modelle der Schweildruse erfolgte die

morphologische sowie immunhistochemische Begutachtung der Modelle.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die durchgefihrten Experimente wurden nach dreimaliger unabhangiger Ausflihrung
mithilfe der Software GraphPad Prism statistisch ausgewertet und Diagramme erstellt.
Dabei diente der Mittelwert der Daten sowie der Standardfehler (SEM) als Grundlage
fur die Berechnungen der Signifikanzen. Der Signifikanzwert (p-Wert) wurde
standardmafig mit p<0,05 als signifikant, p<0,01 als hochsignifikant und p<0,001 als
hdchstsignifikant festgelegt. Der Student’s t-Test wurde flr den Vergleich von zwei
Datenreihen angewendet. Nichtparametrische Daten wurden mit dem Mann-Whitney
U-test ausgewertet. Wurden mehr als zwei Datenreihen miteinander verglichen, wurde
die einfaktorielle Varianzanalyse (One way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni

post-hoc Test (Signifikanzlevel mit a=0,05) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifikation grundlegender Eigenschaften primarer ekkriner

Schweilldriisenzellen

Humane ekkrine Schweilddrisenzellen wurden in einer umfassenden Analyse auf
unterschiedliche Parameter (Wachstumsverhalten, Morphologie, Histologie u.a.) in der
2D Kultur und im 3D Modell in vitro untersucht. Diese Charakterisierung diente der
Identifikation grundlegender Eigenschaften dieser Zellen. Aullerdem wurden die
Zellen des Coils und des Dukts in vitro miteinander verglichen. Durch die Identifikation
und die Charakterisierung der Zelltypen konnten Unterschiede innerhalb der Coil- und

Dukt-Zellen und innerhalb der Kultivierungsmethoden verdeutlicht werden.

3.1.1 Migrationsverhalten von SchweiRdriisenzellen

Um das Migrationsverhalten auswachsender ekkriner Schweil3drisenzellen aus
nativem (in situ) Gewebe der Schweilddrise zu analysieren, wurden mikroskopische
Aufnahmen im Zeitraffer erzeugt. Dazu wurden ekkrine Schweil3drisen, die zuvor aus
enzymatisch verdauter Humanhautbiopsie isoliert wurden (siehe 2.2.1), zunachst in
Kollagen Typ I-beschichtete Zellkulturflaschen Uberflhrt. Zur getrennten Betrachtung
des Migrationsverhaltens auswachsender Zellen des sezernierenden Coils und des
ausfuhrenden Dukts wurden diese separiert und einzeln kultiviert. Somit wurde das
Migrations- und Wachstumsverhalten sowohl der intakten gesamten Druse mit Coil

und Dukt als auch der einzelnen, voneinander getrennten Kompartimente analysiert.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass das in situ Gewebe mit zunehmendem
Auswuchs der Zellen immer kleiner wurde. Dies spricht stark fir den Auswuchs der
Zellen aus dem Ursprungsgewebe und insbesondere flr deren Fahigkeit zur Migration.
Jedoch zeigte die Zeitraffermikroskopie je nach Zelltyp Unterschiede im
Migrationsverhalten der ekkrinen Schweildrisenzellen beim Auswuchs aus dem
nativen Gewebe. Migrierende Zellen aus dem Coil der Schweil3druse (Abb. 7) konnten
schon nach 1 Tag (D1) beobachtet werden, wohingegen Zellen aus der gesamten
Drise (Abb. 6) und Zellen aus dem Dukt (Abb. 8) erst an D4 migrierten und

proliferierten.

Weiterhin ist auch die kontinuierliche Teilung der Zellen, die Proliferationskapazitat,

die anhand der Konfluenz bestimmt wurde, nach ihrem Auswuchs aus der adharierten



Ergebnisse 58

Drise je nach Zelltyp zu unterscheiden. Dabei erreichten Coil-Zellen nach dem
Adharieren an D6 ca. 70 % Konfluenz. Hingegen zeigten Zellen des Dukts und Zellen
der gesamten Druse (Co-Kultur) wesentlich langsameres Wachstum (Tab. 6).

Bei naherer Betrachtung des Migrationsverhaltens der gesamten Driise mit Coil und
Dukt fallt auBerdem auf, dass es aus dem Dukt-Kompartiment (Abb. 4, Pfeile)

wesentlich langsamer zum in vitro Auswuchs kommt. Demzufolge sind Zellen des

Dukts prozentual geringer in der resultierenden Zellpopulation der Co-Kultur vertreten.

Abbildung 6: Zeitraffermikroskopie auswachsender Coil- und Dukt-Zellen aus einer in
situ SchweiBdriise mit Coil- und Dukt-Kompartiment. Die Migration der Zellen wird hier
exemplarisch anhand der Aufnahmen an D1, D5, D7 und D12 gezeigt. Nach Isolation der
Schweil’drisen wurden diese zur Analyse des Migrationsverhaltens in Zellkulturgefalle
Uberfuhrt und hefteten am Boden der Zellkulturflasche an, sodass die Zellmigration beobachtet
werden konnte. Dukt- und Coil-Zellen wuchsen aus dem Gewebe aus und generierten einen
Zellrasen. Aus dem Dukt (Pfeile) migrierten die Zellen wesentlich langsamer. Die
Verlaufskurve zeigt eine linear ansteigende Konfluenz, die anhand der grafischen Auswertung
der Aufnahmen automatisch bestimmt wurde. MafRstab entspricht 200 um.
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Abbildung 7: Zeitraffermikroskopie auswachsender Coil-Zellen aus einem in situ Coil-
Kompartiment. Hier konnte die Migration von Coil-Zellen aus einem adharenten in situ Coil
beobachtet werden. Die Darstellung der Konfluenz durch die automatische graphische
Auswertung der Aufnahmen zeigt einen starken, exponentiellen Anstieg der Proliferation mit
einer 70 %igen Konfluenz an D6 und einem Plateau ab D10. Mal3stab entspricht 200 pm.
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Abbildung 8: Zeitraffermikroskopie auswachsender Dukt-Zellen aus einem in situ Dukt-
Kompartiment. Die Dukt-Zellen wuchsen langsam aus dem Dukt-Kompartiment und mit
geringer Zelldichte aus. Sie zeigten an ca. D13 70 % Konfluenz. Die Verlaufskurve der
Konfluenz ist zunachst linear und ab D12 steigt diese exponentiell an. Die Konfluenz wurde
durch die graphische Auswertung der Aufnahmen automatisch bestimmt. MalRstab entspricht
200 pm.
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Tabelle 6: Ubersicht der Migrationsfihigkeiten und des Proliferationsverhaltens der
ekkrinen SchweiRdriisenzellen aus der nativen SchweiRdriise.

Kompartiment | Adhésion an 70 % Konfluenz an Kurvenverlauf
Coil und Dukt .
>
(Co-Kultur) D4 D14 Linear
. Exponentiell mit Plateau
Coil D1 D6 ab D10
Dukt D4 D13 Zunachst Ilnear_, ab D12
exponentiell

Anhand der Zeitraffermikroskopie konnte die in vitro Migrationsfahigkeit von primaren
Schweildrisenzellen aus dem in situ Gewebe nachgewiesen werden. Die getrennte
Kultivierung der Kompartimente ermoglichte die Migration und die Proliferation der
Coil- und Dukt-Zellen getrennt voneinander zu analysieren. Es konnte veranschaulicht
werden, dass die native Druse mit zunehmender Kultivierungszeit an Grof3e und
Dichte verlor. Zudem wurden unterschiedliche Wachstumseigenschaften der Zelltypen
aufgezeigt, die sich im Adhasionsverhalten, in der Geschwindigkeit des Auswuchses

und in der Proliferationskapazitat unterschieden.

3.1.2 Transepithelialer elektrischer Widerstand (TEER) von
Schweidrusenzellen

Zur Untersuchung weiterer charakteristischer Eigenschaften der Schweil3drisenzellen
wurde der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) in vitro analysiert. Dieses
Charakteristikum kann Aufschluss Uber die Zell-Zell-Verbindungen geben, wie
beispielsweise Uber die sog. Tight Junctions. Diese kommen vor allem in Endothel-
und Epithelzellen vor. Der TEER ist auRerdem gewebe- und zelltypspezifisch. Uber
diese Verbindungen werden parazellular, d.h. Uber Zellzwischenraume, meist lonen
passiv entlang des elektrochemischen Gradienten ausgetauscht. Dies dient der
Aufrechterhaltung sowie der Regulation der Barrierefunktion (Srinivasan et al., 2015).
Diese interzellularen Verbindungen spielen auch in der Schweildriuse bei der
Sekretion von Schweil} eine entscheidende Rolle (Li et al., 2015; Wilke et al., 2006).

Aufgrund des Aufbaus des Messsystems ist es allerdings nur mdglich, den TEER eines
Zellrasens und damit nur von 2D Zellkulturen — nicht von 3D Modellen — zu bestimmen.
Jedoch stellen die Primarzellen die Grundlage fur das 3D Modell der Schweil3drise

dar. Funktionale epitheliale Zellen bilden auf einer semipermeablen Membran einen
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Zellrasen mit charakteristischer apikal-basaler Polaritat aus. Bei der Messung werden
dabei zwei Messgrofden bestimmt: die elektrische Membrankapazitat (Ccl; bei
Lipidmembrandoppelschichten immer etwa 1 uF/cm?) sowie der TEER (in Q-cm?).
Diese GrofRen basieren nach Anlegung einer Wechselspannung in Abhangigkeit zur
Frequenz auf der elektrischen Impedanz (Wechselstromwiderstand, Z). Bei der
Messung mehrerer Frequenzen ergibt sich somit ein Impedanzspektrum. Dieses
Impedanzspektrum liefert sowohl Informationen zum TEER als auch zum Ccl.
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Abbildung 9: Charakterisierung von SchweiBdriusenzellen anhand des TEER. a) Aufbau
des Messsystems mit zwei Elektroden und einer apikalen und basolateralen Messkammer,
welche durch eine semipermeable Membran voneinander getrennt werden. b) Darstellung des
erreichten TEER-Werts von Schweil’drisenzellen bei einer 100 %igen Konfluenz mit n=3
(MWSEM in One-way ANOVA mit p<0,05(*)<0,01(**)<0,001(***)).

Der TEER von primaren Schweil3driisenzellen wurde hier analysiert und quantitativ
bestimmt, sodass weitere entscheidende Eigenschaften dieser Epithelzelltypen in vitro
identifiziert wurden. Die 2D Co-Kultur erreichte einen Widerstandswert von bis zu ca.
60 Q-cm? (Abb. 9b). Getrennt voneinander kultivierte Zellen der Kompartimente des
Coils bzw. des Dukts zeigten geringere TEER-Werte mit ca. 30 Q-cm?in Zellen des
Coils und ca. 5 Q-cm?in Zellen des Dukts. Mithilfe dieses Messprinzips konnten Tight
Junctions nachgewiesen und die Zelltypen der ekkrinen Schweil3drise funktional
differenziert werden. Da aktive aber auch passive Austauschprozesse von lonen und
anderen Molekilen bei der Bildung von Schweil} eine entscheidende Rolle in der
Schweil3druse spielen, bedarf es jedoch weiterer in vitro Analysen zur vollstandigen

Bestimmung der Tight Junctions von ekkrinen Schweil3drusenzellen.
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3.1.3 Morphologische Eigenschaften

Nach Migration der primaren Schweil3drisenzellen aus dem nativen Drusengewebe
und anschliel3ender Proliferation der Zellen wurden diese nach Subkultivierung in das
3D Modell Uberfihrt. 3D Kultivierungsmethoden weisen umfassende Vorteile im
Vergleich zur konventionellen 2D Kultur auf. Durch die Aggregation der Zellen in einer
Sphare und den damit einhergehenden Zell-Zell-Interaktionen wird die in vivo Situation
nachgeahmt und die Differenzierung der Zellen induziert (siehe 1.3.2). Mithilfe der
Hanging drop-Kultivierungsmethode wurden Zellen des Coils, des Dukts oder als Co-

Kultur im 3D Modell auf ihnre Morphologie analysiert.

Die 2D-kultivierten Schweil3drisenzellen wiesen eine Pflasterstein-artige Struktur, die
sog. Cobblestone-Morphologie, auf (Gao et al., 2014; Lei et al., 2008), welche in der
2D Co-Kultur und in 2D Coil-Zellen zu erkennen ist (Abb. 10).

Co-Kultur Coil-Zellen Dukt-Zellen

Abbildung 10: Morphologische Untersuchung von Schweidriisenzellen in der 2D
Kultur und in 3D Modellen. In der Hellfeldmikroskopie zeigten Schweil3driisenzellen in der
2D Kultur eine Cobblestone-Morphologie, die v.a. in der 2D Co-Kultur und in 2D Coil-Zellen
erkennbar wurde. 2D Dukt-Zellen wiesen eine spindelférmige, Fibroblasten-ahnliche Struktur
auf. Die Spharen des 3D Co-Kultur Modells und v.a. des 3D Coil-Modells zeigten in der
mikroskopischen Aufnahme fransige Strukturen im Randbereich. 3D Dukt-Modelle wiesen
groltenteils eine klar abgrenzende auflere Membran auf. Mafistab entspricht 100 um bzw.
200 pum.
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Bei Betrachtung der 2D Dukt-Zellen konnte grdfdtenteils eine Fibroblasten-ahnliche,
spindelférmige Morphologie identifiziert werden. Diese unterschied sich stark von der

Morphologie der Schweil3drisenzellen in der 2D Co-Kultur und der 2D Coil-Zellen.

Die morphologischen Unterschiede der Zelltypen — der Coil-Zellen, der Dukt-Zellen
und der Co-Kultur — wurden ebenfalls in den 3D Modellen der Schweil3druse deutlich.
Sie zeigten bestimmte Eigenschaften, wie die Bildung einer abgrenzenden aufieren
Membran, die im 3D Dukt-Modell zu erkennen war. Im Randbereich des 3D Co-Kultur
Modells und insbesondere des 3D Coil-Modells konnten fransige Strukturen

beobachtet werden.

3.1.3.1 Analyse der SpharengroBe in Abhangigkeit zum Zelltyp, zur
Kultivierungsdauer und zur Zellzahl

Die Grofde von 3D Modellen aus Zellen der Schweil3drise wurde in Abhangigkeit zum
Zelltyp, zur Kultivierungszeit und zur Zellzahl analysiert. Dabei wurden die 3D Modelle
(Co-Kultur, Coil, Dukt) jeweils mit 10.000, 25.000, 50.000 und 100.000 Zellen pro

Modell hergestellt und deren Durchmesser Uber die Zeit vermessen (Abb. 11).

Insgesamt wiesen 3D Co-Kultur Modelle (Abb. 11a) einen erhohten Spharen-
Durchmesser im Vergleich zu 3D Coil- (Abb. 11b) bzw. 3D Dukt-Modellen (Abb. 11c)
auf. Dieser lag bei 3D Co-Kultur Modellen zwischen 500-1000 um. Im Vergleich dazu
betrug der Durchmesser bei 3D Coil-Modellen 250-700 pym und bei 3D Dukt-Modellen
280-700 ym. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen der Zellzahl und dem
Durchmesser der 3D Modelle nachgewiesen werden. In der Regel stieg der
Durchmesser mit zunehmender Zellzahl. Auch die zunehmende Kultivierungsdauer
hatte bei der Kultivierung zwar einen Einfluss auf den Durchmesser der 3D Modelle.
Eine verlangerte Kultivierungszeit bewirkte jedoch tendenziell die leichte Abnahme des
Spharendurchmessers. Dies konnte vorwiegend bei der Aussaat einer hohen Zellzahl

von > 50.000 Zellen/Kultur gezeigt werden.

Der Standardfehler des Spharendurchmessers betrug ca. 5-15 %, hingegen wiesen
3D Co-Kultur Modelle im Durchschnitt hohere Standardfehler auf. Weiterhin war nach
einer Kultivierungsdauer von > D15 mit sehr hohen Verlusten der 3D Modelle zu
rechnen. Aus diesem Grund war eine Langzeitkultivierung (> D15) mithilfe der Hanging
drop-Methode nicht gut durchfuhrbar. Beispielhaft wurde die Messung bis zu D21 nur
fur das 3D Co-Kultur Modell dargestellt.
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Abbildung 11: Analyse des Spharendurchmessers von 3D Modellen der Schweifdruse.
Die Analyse des Spharendurchmessers erfolgte in Abhangigkeit zur Kultivierungszeit (in
Tagen, D), zum Zelltyp sowie zur Zellzahl. Es wurden sowohl Zellen der Co-Kultur mit Coil-
und Dukt-Zellen (a), Zellen des Coils (b) als auch Zellen des Dukts (c) im 3D Modell eingesetzt
und bis zu D14 bzw. D21 vermessen (n=3tSEM).
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3.1.3.2 Analyse der Spharen-Struktur mittels histologischer Farbung
Zur Analyse der morphologischen Struktur von 3D Modellen der Schweil3drise wurden
Paraffinschnitte von 3D Co-Kultur Modellen, 3D Coil-Modellen und 3D Dukt-Modellen
hergestellt (siehe 2.2.4). Diese wurden anschlieliend mittels Hamatoxylin Eosin (HE)-
und Azan-Farbung gefarbt und lichtmikroskopisch begutachtet (Abb. 12).

HE-Farbung

Azan-Farbung

3D Co-Kultur
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Abbildung 12: Histologische HE- und Azan-Farbung von Paraffinschnitten der 3D
Modelle. Paraffinschnitte von (a) 3D Co-Kultur Modellen, (b) 3D Coil-Modellen und (c) 3D
Dukt-Modellen wurden jeweils mithilfe der histologischen HE- und Azan-Farbemethoden
gefarbt und im mikroskopischen Bild analysiert. Mal3stab entspricht 100 pm.

100 pm
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In der HE-Farbung werden saure bzw. basophile Strukturen, hauptsachlich DNA und
Zellkerne, mit dem Farbstoff Hamatoxylin blauviolett sowie basische bzw. acidophile
Strukturen, wie Zellplasmaproteine und Kollagenfasern, mit dem Farbstoff Eosin hellrot
gefarbt (siehe 2.2.4.3.) (Mulisch & Welsch, 2010). Die HE-gefarbten Schnitte der 3D
Modelle zeigten Nuclei blauviolett, wohingegen zellulare Bestandteile, wie Zytoplasma
der epithelialen Zellen, deutlich heller (blasslila bis rot) gegengefarbt wurden. Der HE-
gefarbte Paraffinschnitt des 3D Co-Kultur Modells war im gesamten Konstrukt relativ
einheitlich lila bis dunkellila gefarbt (Abb. 12a). Das 3D Coil-Modell zeigte allerdings
Schichten mit unterschiedlicher Farbintensitat, besonders im Zentrum der Sphare
(Abb. 12b). Das 3D Dukt-Modell wies im Inneren eine Vielzahl von Zellkernen auf und
war insgesamt weniger intensiv gefarbt (Abb. 12c). Zur weiteren Differenzierung der
Strukturen innerhalb der 3D Modelle wurde die histologische Azan-Ubersichtsfarbung
durchgefuhrt.

Mit der Azan-Farbung konnen Bestandteile von Geweben wie des dermalen
Bindegewebes, welches aus Fasern (Kollagen etc.) und nicht-fibrillarer Grundsubstanz
besteht, histologisch unterschieden werden. Die Paraffinschnitte der 3D Modelle
wiesen dabei je nach Zelltyp unterschiedlich gefarbte Strukturen auf, wobei
Epithelzellen rosa gefarbt wurden und in allen 3D Modellen zu finden waren. 3D Coil-
Modelle zeigten jedoch rétlicher gefarbtes Gewebe, teilweise rosa gefarbte Zellen
sowie im Zentrum der Sphare sehr stark rot gefarbtes Gewebe. Weiterhin wurden 3D
Dukt-Modelle hell rosa gefarbt und zeigten Regionen mit Kollagenfasern, welche blau
gefarbt wurden. Des Weiteren besallen 3D Dukt-Modelle teilweise fadige Strukturen.
AuRerdem wurden die Sphéaren aller 3D Modelle von einer Schicht mit intensiver
Farbung klar umgrenzt, welche auch deutlich in der HE-Farbung zu erkennen war. Die
Ergebnisse der Azan-Farbung wurden in Tabelle 7 zusammengefasst, die sich nach
den histologischen Farbungen von Diekmann et al. (Diekmann et al., 2016) und
Jastrow orientierten (Jastrow, 2014). Anhand der histologischen HE- und Azan-
Farbungen konnten unterschiedliche Gewebestrukturen je nach Zelltyp der
Schweil3druse in Schnitten der 3D Modelle (Co-Kultur, Coil, Dukt) dargestellt werden.
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Tabelle 7: Differenzierung von Gewebestrukturen in 3D Modellen der Schweildriise
mittels histologischer Azan-Farbung. Nach Jastrow (Jastrow, 2014) und Diekmann et al.
(Diekmann et al., 2016).

Farbgebung in Lokalisation in 3D Modellen der

der Azan- Gewebetyp SchweiBdriise
Farbung
Blau bis Kollagene Fasern Typ I, Mucus, )
dunkelblau Retikulare Fasern, Basalmembran 3D Dukt-Modell

Zytoplasma, Elastische
Hell (blassrot Bindegewebsfasern (Fibrillin und Alle 3D Modelle (Co-Kultur, Coil,

bis orange) Elastin), Elastische Membranen, Dukt)
Epithelien
Zellkerne, Bindegewebsfasern, .
Rot weitere Bestandteile der ECM, Ze.”t”%m des 3D Coil-Modells,
teilweise 3D Co-Kultur Modell
Erythrozyten

Fadige Zellen, dulere Schicht
Orange bis rot Muskulatur des 3D Modells (v.a. 3D Co-
Kultur-Modell)

3.1.4 Viabilitat von 3D Modellen

Die Viabilitat (Lebensfahigkeit einer Zelle) spielt eine entscheidende Rolle bei der in
vitro Kultivierung, v.a. bei 3D Modellen, die ab einer bestimmten GroRe aufgrund ihrer
spharoiden Struktur im Zentrum unterversorgt sein konnen (Zanoni et al., 2016).
Bestimmte Kulturbedingungen oder Behandlungen der Zellkulturen konnen die
Viabilitat bzw. die Vitalitat der Zellen (Stoffwechselaktivitat einer Zelle) negativ
beeinflussen, sodass es direkt oder indirekt zu Zytotoxizitat, induzierter Apoptose
und/oder Nekrose der Zellen kommen kann. Die Zellviabilitat in 3D Modellen der
Schweilldrise wurde mittels des ,Live-Dead Cell Viability Cytotoxicity Assays”

fluoreszenzmikroskopisch analysiert (siehe 2.2.3.3).

Zur ldentifizierung von toten und lebenden Zellen im 3D Konstrukt werden simultan
zwei Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Tote Zellen weisen eine defekte l6chrige
Plasmamembran auf, sodass der rot fluoreszierende Farbstoff Ethidium Homodimer-1
(EthD-1) dann in die Zelle eindringen kann und mit sehr hoher Affinitat in
Nukleinsauren interkaliert. Demgegenuber wird der zellpermeable Farbstoff Calcein-
AM intrazellular von funktional aktiven, ubiquitaren Esterasen in vitalen Zellen zu
Calcein gespalten und fluoresziert bei Anregung grun. Mit Calcein werden somit
lebende und vitale Zellen nachgewiesen. Diese Doppelfarbung erlaubt damit eine Rot-
Grin- bzw. Lebend-Tot-Unterscheidung im 3D Modell sowie die Lokalisation dieser

Zellen.
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Zur Analyse der Viabilitat von Schweildriisenzellen in 3D Modellen wurde der Einfluss
verschiedener Paramater auf die Viabilitdt im Live-Dead Assay untersucht. Dabei
wurde die Lebend-Tot-Unterscheidung der Zellen in Abhangigkeit zur Zellzahl, zur
Kultivierungsdauer und zum Zelltyp analysiert. Zur Erlauterung des Verfahrens wurde
das methodische Vorgehen in einem Schema zusammengefasst (Abb. 13). Die
Doppelfarbungen mit Calcein-AM und EthD-1 wurden als whole mount-Farbung
(Farbung der gesamten Sphare) durchgeflhrt. Der Einfluss der Zellzahl, der
Kultivierungsdauer und des Zelltyps auf die Viabilitat der Schwei3drisenzellen wurde
sowohl in 3D Co-Kultur Modellen als auch in 3D Coil-Modellen und 3D Dukt-Modellen
untersucht (Abb. 14-16).

a
. Co-Kultur
Adllisge I <o (Coil- & Dukt- Coil-Zellen Dukt-Zellen
Modell:
Zellen)
Je 10.000 Zellen/Kultur
Zellzahl bei Je 25.000 Zellen/Kultur
Aussaat: Je 50.000 Zellen/Kultur
Je 100.000 Zellen/Kultur
Kultivierungszeit D2 D2 D2
(in Tagen, D): D3 D3 D3
D7 D7 D7
b Je 25.000 Zellen/Kultur
Kultwierung it - Ah - ACh - ACh
. + ACh +ACh + ACh
Acetylcholin

Abbildung 13: Methodisches Vorgehen zur Analyse der Viabilitdt von 3D Modellen. Zur
Untersuchung der Viabilitat bzw. des Lebend-Tot-Zellanteils wurde ein fluoreszenzbasierter
Live-Dead Assay durchgefuhrt. a) Die Zelltypen der ekkrinen Schweil3drise (Coil-, Dukt-
Zellen) wurden separat oder als Co-Kultur fir D2, D3 und D7 mit einer Zellzahl von 10.000-
100.000 Zellen/Kultur im 3D Modell kultiviert. Der Viabilitdtsnachweis erfolgte dann an den
jeweiligen 3D Modellen. b) Des Weiteren wurde der EinfluR von ACh auf die Viabilitat
analysiert. Dazu wurden die Spharen wahrend der Kultivierungszeit mit dem Neurotransmitter
ACh behandelt oder nur in Nahrmedium kultiviert (siehe Abb. 26 in Abschnitt 3.3.1).
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Die Farbstoffe Calcein und EthD-1 zur Lebend-Tot-Unterscheidung der Zellen zeigten
in 3D Co-Kultur Modellen — unabhangig von der Zellzahl — eine stark ansteigende
Rotfarbung an D7 (Abb. 14). Dies hat die Zunahme von toten Zellen mit verlangerter
Kultivierung zu bedeuten. Zwischen D2 und D3 wurde ebenfalls unabhangig von der
Zellzahl kein optischer Unterschied in der Viabilitat sichtbar. Dabei befanden sich vitale
Zellen mit einer intensiven Calcein-Grunfarbung meist an der auf3eren Schicht der 3D
Modelle, d.h. vermehrt basolateral. Im Inneren der 3D Co-Kultur Modelle konnte haufig
keine Rot-Grun-Farbung erzielt werden. Es konnte somit gezeigt werden, dass eine
Kultivierungszeit von D7 aufgrund einer zu hohen Anzahl toter Zellen fur die
Kultivierung von 3D Co-Kultur Modellen nicht geeignet war. Der Erhalt der Viabilitat
war nach Aggregation der Zellen dagegen an D2 bzw. D3 fir 10.000-100.000

Zellen/Kultur gewahrleistet.

Anschlieend wurden 3D Modelle aus Coil- bzw. Dukt-Zellen im Viabilitats-Assay
analysiert. Dabei wurde erneut untersucht, ob eine erhohte Zellzahl (10.000-100.000
Zellen/Kultur) bei Aussaat der 3D Modelle oder die Kultivierungsdauer (D2-D7) die
Viabilitdt negativ beeinflussten und dadurch vermehrt Zelltod im 3D Modell
hervorgerufen wurde. Weiterhin wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
Viabilitat und dem Zelltyp der Schweil’druse im 3D Modell besteht. Anhand der
Fluoreszenz des Calcein-Farbstoffs konnte gezeigt werden, dass 3D Modelle mit
getrennt voneinander kultivierten Coil- (Abb. 15) bzw. Dukt-Zellen (Abb. 16) vitalere
Zellen im Vergleich zu 3D Co-Kultur Modellen aufwiesen. Wie bei Vermessung des
Spharendurchmessers gezeigt (siehe 3.1.3.1), besitzen 3D Co-Kultur Modelle

insgesamt einen erhéhten Spharendurchmesser (Abb. 11a).

Im 3D Coil-Modell schienen die toten Zellen im gesamten Konstrukt verteilt zu sein
(Abb. 15), wie es auch im 3D Co-Kultur Modell nachgewiesen wurde. Weiterhin zeigten
3D Coil-Modelle bei 100.000 Zellen/Kultur eine erhohte Rotfarbung, welche mit
verlangerter Kultivierungszeit der Spharen stark zunahm. Bei 50.000 Zellen/Kultur

konnte teilweise ein nekrotisches Zentrum beobachtet werden.
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Abbildung 14: Analyse der Viabilitat in 3D Co-Kultur Modellen mittels Live-Dead Assay.
In whole mount-Farbungen mit Calcein AM und EthD-1 wurden die 3D Co-Kultur Modelle mit
einer Zellzahl von 10.000-100.000 Zellen/Kultur an D2, D3 und D7 auf lebende und tote Zellen
untersucht. Bei zunehmender Zellzahl war kein ersichtlicher Unterschied in der Viabilitat an D2
bzw. D3 zu erkennen. Der Anteil toter Zellen im 3D Konstrukt nahm allerdings unabhangig von
der Zellzahl stark von D3 nach D7 zu. Mal3stab entspricht 200 pm.
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Abbildung 15: Analyse der Viabilitat in 3D Coil-Modellen mittels Live-Dead Assay. Mittels
Live-Dead Assay wurden die 3D Coil-Modelle in Abhangigkeit zur Zellzahl und der
Kultivierungszeit analysiert. Die 3D Coil-Modelle wurden mit 10.000-100.000 Zellen pro Kultur
ausgesat und an D2, D3 und D7 auf ihre Viabilitat untersucht. An D7 nahm der Anteil toter
Zellen im 3D Konstrukt im Vergleich zu 3D Co-Kultur Modellen nur gering zu. Mal3stab
entspricht 200 pm.
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Abbildung 16: Analyse der Viabilitat in 3D Dukt-Modellen mittels Live-Dead Assay. Zur
Analyse der Viabilitat von 3D Dukt-Modellen in Abhangigkeit zur Zellzahl und der
Kultivierungsdauer wurde der Live-Dead Assay durchgefiihrt. Die Kultivierungszeit betrug
jeweils D2, D3 und D7. Bei Herstellung der 3D Dukt-Modelle wurden 10.000-100.000 Zellen pro
Kultur ausgesat. Die 3D Dukt-Modelle wiesen insgesamt hohe Anteile vitaler Zellen auf.
Mafstab entspricht 200 ym.
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3D Dukt-Modelle, welche einen deutlich geringeren Durchmesser besitzen, wiesen
insgesamt eine sehr schwache Rotfarbung und eine starke Calcein-Grunfarbung auf.
Dies deutet auf besonders hohe Vitalitat hin (Abb. 16). Auffallig ist, dass besonders bei
hohen Zellzahlen (ab 50.000 Zellen/Kultur) z.T. keine spharoiden, sondern
unregelmalige Spharen aus Dukt-Zellen beobachtet werden konnten. Des Weiteren

wurde kein nekrotisches Zentrum in den 3D Dukt-Modellen detektiert.

Zusammengefasst wurde die Viabilitat in Abhangigkeit zur Zellzahl (10.000-100.000
Zellen/Kultur) sowie der Kultivierungszeit (D2, D3, D7) an 3D Co-Kultur Modellen, an
3D Coil-Modellen und an 3D Dukt-Modellen analysiert. AuRerdem wurden anhand der
Doppelfarbung vitale und tote Zellen im 3D Modell lokalisiert, sodass die
mikroskopische Analyse auch Aufschluss Uber die Struktur der Spharen geben konnte.
Bei der Lebend-Tot-Unterscheidung wiesen 3D Coil-Modelle sowie 3D Dukt-Modelle
insgesamt einen geringeren Anteil toter Zellen auf. GrofRtenteils konnte dieser

Unterschied unabhangig von der Zellzahl und der Kultivierungsdauer gezeigt werden.
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3.2 Nachweis Schweidriisen-spezifischer Marker und Analyse der

Differenzierung in 3D Modellen der ekkrinen Schweifdriuse

Anhand der Charakterisierung grundlegender Eigenschaften der ekkrinen
Schweilydrisenzellen konnten verschiedene Parameter in der 2D Kultur und im 3D
Modell analysiert und identifiziert werden, die Voraussetzung fur die Etablierung eines
3D Modells sind. Die morphologischen Untersuchungen, die histologischen
Farbungen, die Analyse der TEER-Eigenschaften sowie die Viabilitats-Analysen (siehe
3.1) zeigten umfassende charakteristische in vitro Eigenschaften der Primarzelltypen

der ekkrinen Schweildriise in der 2D Kultur sowie im 3D Modell.

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Genexpression und die Proteinexpression
anhand spezifischer Marker der Schweilldriise, welche fir die Schweillsekretion
essentiell sind, sowie die Differenzierung und die Polaritat der Zellen im 3D Modell

untersucht.

3.2.1 Genexpressionsanalysen

Die Expression spezifischer Gene der Schweilddrise wurde mithilfe der qRT-PCR
untersucht. Dabei wurde die relative Genexpression in nativen isolierten
Schweil’drisen, in 2D Zellkulturen sowie im 3D Modell analysiert. Hier sollten
mogliche Genexpressionsanderungen identifiziert und die Zellkultursysteme
miteinander verglichen werden. Des Weiteren wurde die Genexpression in den
unterschiedlichen 3D Modellen (Co-Kultur, Coil, Dukt) untersucht und mit den

entsprechenden 2D Kulturen der Zelltypen verglichen.

Mittels gqRT-PCR wurde aullerdem die Genexpression in 3D Co-Kultur Modellen in
Abhangigkeit zur Kultivierungszeit analysiert, um eine Aussage uber die
Genexpression und den Differenzierungszustand der 3D Modelle in Abhangigkeit zur

Kultivierungsdauer treffen zu kénnen.

3.2.1.1 Genexpressionsanalyse in 2D Zellkulturen und in 3D Modellen der
Schweildruse

Die Genexpression der Schweildrisen-spezifischen Marker CEACAMS, CHRMS,
AQP5, ANO1, und NKCC1 wurde in nativen Schweil3drisen, in 2D Kulturen und in 3D
Modellen mittels gRT-PCR untersucht. Diese zellspezifischen Marker haben

essentielle Funktionen bei der Schweildsekretion. In dieser Analyse sollten
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Genexpressionsanderungen in den Zellkultursystemen identifiziert werden. CEACAMS5
ist ein Zelladhasionsmolekul, welches als Glykoprotein in der Zellmembran verankert
ist (Metze et al., 1996). Es dient nicht nur zur Unterscheidung von ekkrinen
Schweilydrisen und fremden Hautgewebe, sondern stellt auch einen spezifischen
Differenzierungs- und Polaritatsmarker dar (llantzis et al., 2002). CHRM3 empfangt
und leitet als muskariner ACh-Rezeptor einen cholinergen Reiz weiter, was zur
Aktivierung unterschiedlicher Kanale sowie Transporter fihrt und im Endeffekt die
Schweilsekretion auslést. Dazu gehodren u.a. der Cotransporter NKCC1, der
Chloridkanal ANO1 sowie der Wasserkanal AQPS5.

Zunachst wurde die relative Genexpression in nativen Drusen, in der 2D Co-Kultur
sowie im 3D Co-Kultur Modell zum housekeeping gene G6PDH analysiert (Abb. 17a).
Die zuvor genannten Schweilddriisen-spezifischen Gene wiesen in 2D Co-Kulturen im
Vergleich zum 3D Co-Kultur Modell geringere Expressionslevel auf. Signifikante
Genexpressionsunterschiede konnten bei den Markern CHRM3, AQPS5 und
CEACAMS in 3D Co-Kultur Modellen detektiert werden. Die 3D Modelle zeigten
ebenfalls eine erhdhte Expression von ANO1 und NKCCH1, die statistisch allerdings
nicht signifikant war. Weiterhin konnte eine erhohte CEACAMS-Expression im 3D
Modell im Vergleich zur nativen Schweil3drise gezeigt werden, die somit dem

Genexpressionslevel der in vivo Situation entspricht.

Zur weiteren Untersuchung wurde die Genexpression in 2D Kulturen und in 3D
Modellen der Schweil3drise analysiert, die mit Zellen des Coils, des Dukts oder als
Co-Kultur kultiviert wurden (Abb. 17b). Dabei wurde die Expression der spezifischen
Marker im Zusammenhang zwischen dem Zelltyp der Drise und der
Kultivierungsmethode untersucht. In 2D Kulturen konnte der Marker CHRM3 und
AQPS5 nicht nachgewiesen werden. CHRM3 zeigte die hochste Expression in 3D Coil-
Modellen. Eine ahnlich hohe CHRM3-Expression zeigte sich in 3D Co-Kultur Modellen
und eine sehr viel geringere Expression in 3D Dukt-Modellen. AQP5 konnte
ausschlieflich in 3D Co-Kultur Modellen nachgewiesen werden. ANO1 und NKCC1
wurden in 2D Kulturen exprimiert, insgesamt jedoch geringer als in den 3D Modellen.
Im 3D Coil Modell und im 3D Co-Kultur Modell war die ANO1-Expression im Vergleich
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zu 3D Dukt-Modellen erhoht. NKCC1 wurde in 2D Co-Kultur Modellen verstarkt

exprimiert, allerdings in 3D Co-Kultur Modellen statistisch signifikant nachgewiesen.
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Abbildung 17: Genexpression SchweiBdriisen-spezifischer Marker in 2D Kulturen und
in 3D Modellen. a) Genexpressionsanalyse von Differenzierungs- (CEACAMS) und
Sekretionsmarker (CHRM3, AQPS5, ANO1, NKCC1) in 2D Co-Kulturen sowie in 3D Co-Kultur
Modellen (D3). Die Expression in nativem Gewebe beispielhaft fir CEACAMS5 gezeigt (n<8,
Student’s t-Test, MWzSEM p<0,05(*)<0,01(**)<0,001(***)). b) Genexpression der
Sekretionsmarker in 2D Kulturen und 3D Modellen der Schweil3drise (Co-Kultur/Coil-Zellen/
Dukt-Zellen). Housekeeping gene G6PDH mit n=210, MW+SEM, One way ANOVA,
p<0,05(*)<0,01(**)<0,001(***).

Anhand der Schweil’drisen-spezifischen Differenzierungs- und Sekretionsmarker
CEACAMS, CHRMS3, AQP5, ANO1 und NKCC1 erfolgte die in vitro Charakterisierung
der 2D Kulturen und der 3D Modelle mittels qRT-PCR auf Genexpressionsebene.
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Diese Analyse zeigte im Vergleich stark erhdhte Genexpressionslevel im 3D Modell
sowie die Anderung der Expression in 3D Coil- bzw. 3D Dukt-Modellen. Das 3D Co-
Kultur Modell wies besonders hohe Expressionslevel der einzelnen Marker auf und
eignet sich daher fur weitere Analysen. Zudem konnten anhand der Genexpressions-
Analyse die Vorteile der 3D Kultivierung von ekkrinen Schweil3drisenzellen als

Hanging drop im Vergleich zur 2D Kultur dargestellt werden.

3.21.2 Genexpressionsanalyse in 3D Modellen in Abhéangigkeit zur
Kultivierungszeit und Spendervariabilitat

In dieser Studie wurde die Abhangigkeit der Genexpression von der Kultivierungszeit
an 3D Co-Kultur Modellen untersucht, die 3 Tage (D3) bzw. 7 Tage (D7) betrug. Zudem
wurde die Spendervariabilitat in 3D Modellen betrachtet (Abb. 18). Die Genexpression
der Schweil’drisen-spezifischen Gene, welche die Funktion der Differenzierung
(CEACAMS) und der Sekretion (CHRM3, NKCC1, AQP5, PIP) innehaben, wurde in
Modellen von 3 unterschiedlichen Spendern analysiert. Das Prolactin-induzierte
Protein (PIP) kommt v.a. in Speichel und anderen Korpersekreten wie Schweil} vor
und bindet an AQP5, was den Wasserfluss in das Lumen des Coils und somit die
Sekretion bewirkt (Nejsum et al., 2002; Sugiura et al., 2015). Die Schweil3drisenzellen
stammten aus Gesichtshautbiopsien, deren Alter und Geschlecht bekannt waren.
Spender 1-3 waren alle weiblich und im Alter zwischen 43-67 Jahren (J). Die
Spendervariabilitat der Zellen sowie der Zusammenhang zwischen Kultivierungsdauer

und Genexpression konnte somit in 3D Modellen naher untersucht werden.

In Abb. 18 ist die relative Genexpression der Schweilddrisen-spezifischen Gene zu
G6PDH dargestellt. Insgesamt konnten nur geringe Unterschiede in der
Genexpression innerhalb der Spender 1-3 im 3D Co-Kultur Modell festgestellt werden,
da keine statistische Signifikanz der Genexpression an D3 bzw. D7 vorlag. Die beiden
Spender 1 (43 J) und 2 (67 J) =zeigten konstant hohe und ahnliche
Genexpressionslevel. Spender 3 (53 J) wies geringere Expressionslevel der hier
untersuchten Gene auf. Die Gene CEACAMS5, NKCC1 sowie PIP zeigten insgesamt
erhdohte Expressionen der Spender an D3, wohingegen CHRM3 und AQP5 an D7
vermehrt exprimiert wurden. Anhand dieser Untersuchung konnte kein
allgemeingultiger Zusammenhang zwischen der Kultivierungsdauer und der

Genexpression der Schweilddrisen-spezifischen Marker identifiziert werden.
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Abbildung 18: Genexpression SchweiBdriisen-spezifischer Marker in Abhdngigkeit zur
Kultivierungsdauer und Spendervariabilitdt in 3D Modellen. 3D Co-Kultur Modelle von 3
verschiedenen Spendern aus Gesichtshautbiopsien wurden D3 bzw. D7 kultiviert.
AnschlielRend wurde die relative Genexpression der spezifischen Gene CEACAM5, CHRM3,
NKCC1, AQP5 sowie PIP zum housekeeping gene G6PDH untersucht. Erhohte
Expressionslevel von CEACAMS5, NKCC1 und PIP wurden an D3 detektiert, wohingegen
CHRM3 und AQPS an D7 erhoht exprimiert wurden (Spendervariabilitat mit One way ANOVA
auf statistische Signifikanz gepruft mit n=3+£SEM, keine Signifikanzen zwischen Spender 1-3
an D3 bzw. D7).
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3.2.2 Proteinexpressionsanalysen

Zur Differenzierung der Zelltypen der ekkrinen Schweil3drise — clear cells, dark cells,
Myoepithelzellen und Dukt-Zellen — wurde die Proteinexpression in den 3D Modellen
mittels Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Die Genexpression einzelner Marker

konnte bereits auf MRNA-Ebene gezeigt werden (siehe 3.2.1).

In vorherigen Studien wurden spezifische Marker der ekkrinen Schweil3druse
identifiziert, die eine nahere Unterscheidung der Zelltypen und damit deren
Charakterisierung zulassen (Biedermann et al.,, 2010; Bovell, 2015; Cui &
Schlessinger, 2015; Tiede et al., 2009; Zancanaro et al., 1999). Diese sind in Tab. 8
zusammengefasst und zeigen die Expression der Marker im entsprechenden
Kompartiment der Schweil3driise sowie die genaue zellulare Lokalisation der Marker,
falls bekannt. Die Schweil3drisen-Marker haben wichtige Funktionen inne, wie die
Aufrechterhaltung der Zelle (z.B. durch Intermediarfilamente), die Differenzierung und
Proliferation, die SignalUbertragung und die Schweil3sekretion. Jedoch konnte die
genaue Lokalisation einiger Marker (z.B. GalR2, GalR3, TRPMS8) auf Ebene der
einzelnen Zelltypen bzw. einzelner Zellschichten in bisherigen Studien noch nicht

eindeutig identifiziert werden.
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Tabelle 8:

Identifikation

von

ekkrinen

Schweidriisenzellen

mithilfe von

Schweildriisen-spezifischen Markern. Erkenntnisse aus friiheren Studien, modifiziert nach
(Biedermann et al., 2010; Bovell, 2015; Cui & Schlessinger, 2015; Zancanaro et al., 1999).

Struktur der

Haut Kompartiment Zelltyp Marker Funktion
Coil + Dukt Coil + Dukt CEACAM5 | Differenzierung
. und Adhasion
(Allgemeine Intermediar-
Marker der Coil + Dukt CK19 .
ekkrinen filament
Schweildriise) Coil + Dukt (leicht) NKCC1 lonentransport
Coil + Dukt CFTR lonentransport
Luminale + Basale CK10 Int'ermedlar-
Zellen filament
Dukt Keine Lokalisation . .
(Spezifische bekannt Involucrin Strukturfunktion
Marker des Keine Lokalisation CD200 Transmembran-
Dukts) bekannt protein
Keine Lokalisation GalR2 Neuropeptid-
bekannt Rezeptor
. alpha-SMA Intermediar-
Myoepithelzellen (a-SMA) filament
Muskariner
Ekkrine Myoepithelzellen + CHRM3 Rezep’For bei der
o Clear cells cholinergen
Schweil3drise . .
Stimulation
. " ETae
Coi Myoepithelzellen $100 Ca banende
(Spezifische Clear cells Proteine
Marker des Clear cells und AQP5 Wasserkanal
Coils) dark cells
Clear cells Substance P Neuropeptid
Dark cells CGRP Neuropeptid
Nicht bekannt ANO1 lonentransport
Nicht bekannt CK15 Intermediar-
filament
Nicht bekannt GalR3 Neuropeptid-
Rezeptor
Keine In proliferierenden Proliferations
Lokalisation Zellen nahe des Ki67
marker
bekannt Zellnucleus
Keine Keine Lokalisation lonenkanal
Lokalisation bekannt TRPM8 (Menthol-
bekannt Rezeptor)
Stammzell- , Intermediar-
Mesenchym + Stroma + Coil . ) .
quelle der Coil (Myoepithelzellen) Nestin filament in
Schweil3drise yoep Stammzellen
Haut Epidermis Keratinozyten Involucrin Strukturfunktion
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3.2.2.1 Proteinexpression in 3D Co-Kultur Modellen

Die Proteinexpression der Schweilddrusen-spezifischen Marker wurde in nativen
Drisen (in vivo), in isolierten Drusen (in situ) mit auswachsenden Zellen der 2D Kultur
(in vitro) sowie in 3D Modellen der Schweilldrise (in vitro) untersucht (Abb. 19+20).
Zur Analyse der in vivo Situation und als Positiv-Kontrolle dienten humane
Hautschnitte. Zur Herstellung der 2D Kulturen wurden isolierte, native Drisen in
ZellkulturgefalRe Uberfuhrt, die adharieren. Anschlieend kam es zum Auswuchs von
Zellen aus dem in situ Ursprungsgewebe (siehe 3.1.1). Zur Analyse der
Proteinexpression der Marker im 3D Modell wurden histologische Schnitte des 3D
Modells hergestellt und auch das Gesamtobjekt (whole mount) gefarbt. Whole mount-
Farbungen eignen sich v.a. um die Orientierung und die intakte Struktur des Modells

darstellen zu konnen.

Auf diese Weise konnte somit die Proteinexpression der Marker in den jeweiligen
Zustanden der Schweildrusenzellen — in vivo, in situ, in vitro 2D Kultur und in vitro 3D
Modell — direkt miteinander verglichen werden. Zur Unterscheidung von ekkrinen
Schweilydrisenzellen und Fremdgewebe dienten Immunfluoreszenzfarbungen mit den
allgemeinen Markern der Schweil3drise CEACAMS und NKCC1 (Abb. 19). AuRerdem
wurde die Proteinexpression weiterer Schweil3drusen-spezifischer Marker analysiert,
die nur in bestimmten Kompartimenten oder einzelnen Zelltypen der Schweil3drise

vorkommen (Tab. 8).

In nativen Hautschnitten konnte CEACAMS in sezernierenden und ausfuhrenden
Kompartimenten der ekkrinen Schweil3drise nachgewiesen werden (Abb. 19, A). Die
CEACAMbS-Proteinexpression konnte auch in in situ Drisen, jedoch nicht in
auswachsenden Monolayer-Zellen, identifiziert werden (Abb. 19, B). Im 3D Co-Kultur
Modell wurde CEACAMS5 v.a. basolateral und schwach luminal exprimiert. Der
muskarine Rezeptor CHRM3 ist fur die Initiation der cholinergen Signalkaskade
verantwortlich  und stellt ein G-Protein  gekoppeltes Protein mit 7
Transmembrandomanen dar (Forsythe et al., 2002; Kruse et al., 2012). In der Haut
wurde CHRM3 in Zellen des sezernierenden Coils, nicht im Dukt, detektiert (Abb. 19,
D). Auswachsende Zellen exprimierten kein CHRM3, wohingegen im 3D Modell
basolateral CHRM3-Expression vorlag. Der Cotransporter NKCC1 wurde nativ stark
basolateral im Coil exprimiert, in 2D Kultur gering vorgefunden und stark basolateral

im 3D Modell detektiert. Der Wasserkanal AQP5 wurde nativ nur im sezernierenden
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Coil und nicht in 2D Kultur nachgewiesen. Im 3D Modell wurde AQP5 im gesamten
Konstrukt detektiert, vermehrt jedoch basolateral. ANO1, ein luminaler Ca?*-aktivierter
Chloridkanal, wurde in Hautschnitten luminal im Coil nachgewiesen, erneut nur in der
in situ Druse und nicht in auswachsenden Zellen. Das 3D Co-Kultur Modell zeigte
ebenfalls eine luminale Expression von ANO1. Dies deutet auf apikal-basale Polaritat
und auf die Differenzierung der Zellen im 3D Co-Kultur Modell hin und wird in 3.3.4
detailliert behandelt. In Abb. 19, P-R wurde die Proteinexpression von a-SMA zum
Nachweis von Myoepithelzellen des Coils analysiert. a-SMA konnte im nativen
Hautschnitt nur im duleren Bereich des Coils detektiert werden. Die Expression von
a-SMA konnte nicht in der 2D Kultur nachgewiesen werden, wohingegen a-SMA im

3D Co-Kultur Modell basolateral exprimiert wurde.

Zusammenfassend konnte mittels der Immunfluoreszenzfarbung gezeigt werden, dass
Schweilydrisenzellen mithilfe der Schweilddrisen-spezifischen Marker CEACAMS,
CHRM3, NKCC1, AQP5, ANO1 und a-SMA eindeutig identifiziert werden konnen.
Aulerdem war eine Differenzierung der Kompartimente maéglich. In auswachsenden
Zellen der Schweil3drise wurden diese Marker auf Proteinebene nicht mehr exprimiert.
Bei der 3D Kultivierung der Zellen im ,hangenden Tropfen® wurde die
Proteinexpression dieser Marker erneut detektiert. Die Vorteile der 3D
Kultivierungsmethode auf Ebene der Proteinexpression konnten hier eindeutig

demonstriert werden.
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Abbildung 19: Proteinexpression Schweildriisen-spezifischer Marker in nativen
Driisen, in der 2D Kultur und in 3D Co-Kultur Modellen mittels Immunfluoreszenz. Zur
Unterscheidung der Zellen des sezernierenden Coils (sc) und des ausfihrenden Dukts (d)
wurde die Proteinexpression charakteristischer Schweil3drisen-Marker (CEACAMS, CHRM3,
NKCC1, AQP5, ANO1, a-SMA) an Hautschnitten, an adharenten in situ Drisen und deren
auswachsenden Monolayerzellen der 2D Kultur sowie am 3D Co-Kultur Modell mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Zellkerne mit DAPI (blau) und Zielprotein (grin) markiert.
Maf3stab entspricht 100 pym.
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Des Weiteren wurden Marker untersucht, die seltener Gegenstand der Forschung sind
und deren Lokalisation in der SchweilRdrise daher noch nicht genauer identifiziert
wurde. Dazu gehoren Zytokeratin 10 (CK10), Involucrin, transient receptor potential
cation channel member 8 (TRPMS8), cluster of differentiation 200 (CD200), Galanin
Rezeptor 2 (GalR2) und S100 als Ca?*-bindendes Protein. Es ist bekannt, dass diese
Marker spezifisch in der ekkrinen Schweil3drise exprimiert werden (Biedermann et al.,
2010; Czifra et al., 2012; Zancanaro et al., 1999), jedoch grotenteils nicht welcher
Subzelltyp diese Marker exprimiert. Die Analyse der Proteinexpression dieser Marker
und deren Lokalisation konnte bisher auch noch nicht in 3D Modellen der

Schweildrise gezeigt werden.

Im in vivo Zustand der Schweil3drise konnte CK10 nur schwach luminal im Dukt
nachgewiesen werden (Abb. 20, A), was den aktuellen Erkenntnissen entspricht
(Biedermann et al., 2010). Die in situ Druse zeigte eine leichte CK10-Expression,
jedoch konnte CK10 weder in auswachsenden Zellen (Abb. 20, B) noch im 3D Co-
Kultur Modell (Abb. 20, C) detektiert werden. Involucrin stellt einen nicht-spezifischen
Schweilddrisen-Marker des Duktes dar, da dieser auch suprabasale Keratinozyten der
Epidermis markiert (Tharakan et al., 2010). Im Hautschnitt wurden der luminale Dukt
und auch das sezernierende Coil leicht gefarbt, sodass an dieser Stelle keine genaue
Unterscheidung der beiden Kompartimente moglich war (Abb. 20, D). Migrierende
Zellen zeigten keine Involucrin-Expression mehr (Abb. 20, E), wohingegen die in situ
Drise den Marker Involucrin stark exprimierte. Involucrin wurde im 3D Modell gering
in proliferierenden Zellen der auf3eren Zellschicht gezeigt (Abb. 20, F). TRPM8 wurde
nativ stark im Coil und auch in der in situ Drise nachgewiesen, jedoch gering in der
2D Kultur. Im gesamten 3D Co-Kultur Modell wurde TRPM8 stark exprimiert (Abb. 20,
G-1). Das Oberflachenprotein CD200, das nur im Dukt nachgewiesen wurde
(Biedermann et al., 2010), konnte nur gering basolateral in nativen Hautschnitten
gezeigt werden. In situ wurde eine diffuse Expression der gesamten adharenten Drise
mit geringer Expression sowohl in der 2D Kultur als auch im 3D Co-Kultur Modell
festgestellt (Abb. 20, J-L).
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Abbildung 20: Proteinexpression weiterer SchweiRdriisen-spezifischer Marker in
nativen Driisen, in der 2D Kultur und in 3D Co-Kultur Modellen mittels
Immunfluoreszenz. Nachweis der Marker (CK10, Involucrin, TRPM8, CD200, GalR2, S100)
in nativen Hautschnitten, in in situ Drisen, in der 2D Kultur sowie im 3D Co-Kultur Modell
mittels Immunfluoreszenz. Zellkerne mit DAPI (blau) und Zielprotein (griin) markiert. MalRstab
in Hautschnitten 100 um, 2D Kultur und 3D Modell 200 pym; sc=sezernierendes Coil, d=Dukt.
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GalR2 zeigte in den Kompartimenten der nativen Drise eine differenzierte Expression,
da dieses Neuropeptid stark im Coil und nicht im Dukt detektiert wurde (Abb. 20, M).
In der in situ Druse und in der 2D Kultur wurde GalR2 geringer exprimiert, konnte
jedoch im 3D Co-Kultur Modell wieder nachgewiesen werden (Abb. 20, N+O). S100
wurde nativ gering im Coil exprimiert und zeigte z.T. starke punktuelle Fluoreszenz,
jedoch keine Expression im Dukt (Abb. 20, P). In der in situ Drise wurde eine S100-
Expression, die auf wesentliche Bereiche begrenzt war, festgestellt und auch
vereinzelt in auswachsenden Zellen der 2D Kultur exprimiert wurde (Abb. 20, Q). Im
3D Co-Kultur Modell konnte die S100-Expression erneut nur in der aulderen Zellschicht

schwach nachgewiesen werden.

In Abb. 20 konnte die Proteinexpression der Schweilldriisen-spezifischen Marker
CK10, Involucrin, TRPM8, CD200, GalR2, und S100 gezeigt werden. Zur eindeutigen
Unterscheidung von Coil und Dukt kdnnen somit die Marker GalR2 fur die Identifikation
des Coils und Involucrin, CK10 oder CD200 fur die Identifikation des Duktes verwendet
werden. Jedoch wiesen CK10, CD200 und Involucrin nativ und im 3D Co-Kultur Modell
sehr geringe Expressionen auf und eignen sich nur maRig fur die ldentifikation von
Dukt-Zellen. Tabelle 9 dient der Zusammenfassung der in Abb. 19+20 ersichtlichen

Beobachtungen.

Tabelle 9: Ubersicht der Proteinexpressionen nach Immunfluoreszenzfiarbung der
nativen Schweildriise und im 3D Co-Kultur Modell. + positiv, — negativ, +/- nicht eindeutig

Marker Nativer Coil Nativer Dukt 3D Co-Kultur Modell
CEACAMS5 + + +
CHRM3 + - +
NKCC1 + +/- +
AQP5 + - +
ANO1 +/- - +
a-SMA + - +
CK10 - +/- +/-
Involucrin - +/- +/-
TRPMS8 + +/- +
CD200 - +/- +/-
GalR2 + - +
S100 +/- - +/-
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Insgesamt wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung die Proteinexpression
Schweil3drusen-spezifischer Marker am 3D Co-Kultur Modell im Vergleich zur nativen
Druse und zur in situ Drase mit auswachsenden Zellen der 2D Kultur analysiert (Abb.
19+20). Zum Nachweis von Coil-Zellen konnte eine Vielzahl von spezifischen Markern
im 3D Modell identifiziert werden. Fur die ldentifikation von Dukt-Zellen wurden
Involucrin, CD200 und CK10 eingesetzt, die in der Literatur als spezifische Dukt-
Marker betrachtet werden (Biedermann et al., 2010; Cui & Schlessinger, 2015).
Aulerdem konnte der Verlust der Proteinexpression dieser Marker gezeigt werden,
sobald Zellen aus der in situ Druse migrierten und in die 2D Kultur Ubergingen. Die

Proteinexpression wurde in 3D Co-Kultur Modellen erneut festgestellt.

3.2.2.2 Proteinexpression in 3D Coil-Modellen und in 3D Dukt-Modellen

In einer weiteren Analyse wurden ausgewahlte Marker aus Tab. 8 an 3D Coil-Modellen
und 3D Dukt-Modellen, die nur mit Coil-Zellen bzw. mit Dukt-Zellen kultiviert wurden,
analysiert. Die Proteinexpression konnte anschlieRend mit dem 3D Co-Kultur Modell
verglichen werden (siehe 3.2.2.2). Zunachst wurden die Marker AQP5, CHRMS,
NKCC1 und ANO1 untersucht (Abb. 21). Diese eignen sich besonders zur
grundlegenden Charakterisierung, da die genaue Lokalisation dieser Marker bereits

weitestgehend beschrieben wurde (Cui & Schlessinger, 2015).

In der nativen Druse (Abb. 21, A) wurde der Wasserkanal AQPS in vivo nur im Coil
exprimiert. Im 3D Coil-Modell wurde AQPS ahnlich stark exprimiert (Abb. 21, C),
wohingegen im 3D Dukt-Modell keine AQP5-Expression gezeigt werden konnte (Abb.
21, D). CHRM3 wurde basolateral im 3D Coil-Modell exprimiert (Abb. 21, G), was der
CHRMS3-Expression in vivo und auch im 3D Co-Kultur Modell entsprach (Abb. 21,
E+F). Es konnte keine CHRM3-Expression im 3D Dukt-Modell detektiert werden (Abb.
21, H). NKCC1 als lonen-Cotransporter wurde im 3D Co-Kultur Modell (Abb. 21, J) und
im 3D Coil-Modell stark im gesamten Spharoid detektiert (Abb. 21, K), geringer im 3D
Dukt-Modell (Abb. 21, L). Die Expression von ANO1 konnte weder in 3D Coil-Modellen
noch in 3D Dukt-Modellen nachgewiesen werden (Abb. 21, O+P), jedoch stark luminal
im 3D Co-Kultur Modell (Abb. 21, N). In vivo wurde ANO1 stark luminal im Coil
exprimiert, nicht aber im Dukt (Abb. 21, M).
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Abbildung 21: Proteinexpression SchweiBdrusen-spezifischer Marker in 3D Co-Kultur
Modellen, in 3D Coil-Modellen und in 3D Dukt-Modellen mittels Immunfluoreszenz.
Vergleich der Proteinexpression und des Differenzierungszustands der Zellen in 3D Co-Kultur
Modellen, 3D Coil-Modellen und 3D Dukt-Modellen aus primaren Zellen mittels
Immunfluoreszenz. AQP5, CHRM3, NKCC1 und ANO1 dienen dem Nachweis spezifischer
Proteine in den 3D Modellen, die in 2D Kultur nicht nachgewiesen werden konnten. Zellkerne
mit DAPI (blau) und Zielprotein (grin) markiert. Malstab entspricht 100 pm,
sc=sezernierendes Coil, d=Dukt.
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Zur weiteren Charakterisierung wurden die Zelltypen der Schweilldrise — clear cells,
dark cells, Myoepithelzellen und Stammzellen — mittels spezifischer Marker in der

Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen (Abb. 22).

Zum Nachweis von Myoepithelzellen wurde a-SMA eingesetzt, ein spezifischer Marker
dieses Zelltyps des Coils (Abb. 22, A-D) (Kurata et al., 2014; Schon et al., 1999). Im
3D Co-Kultur Modell wurde a-SMA im Randbereich des Spharoids exprimiert, im 3D
Coil-Modell konnte nur geringe Expression und im 3D Dukt-Modell keine Expression

detektiert werden.

Substance P und S100 stellen Marker der clear cells im sezernierenden Coil dar,
(Zancanaro et al., 1999), allerdings wird S100 teilweise auch als Myoepithelzellen-
Marker verwendet (Wilke et al., 2006). Im 3D Coil-Modell wurde im duf3eren Bereich
des Modells eine starke Substance P-Expression nachgewiesen (Abb. 22, E-H). S100
wurde gering im Randbereich des 3D Co-Kultur Modells und des 3D Coil-Modell
exprimiert (Abb. 20, 1+K). /In vivo wurden Substance P und S100 nicht im Dukt (Abb.
22, E+l) und auch nicht im 3D Dukt-Modell exprimiert (Abb. 22, H+L). Dark cells
exprimieren CGRP (Bovell, 2015; Zancanaro et al., 1999), was zur ldentifikation dieses
Zelltyps genutzt wurde. CGRP konnte im 3D Co-Kultur Modell und im 3D Coil-Modell
nachgewiesen werden (Abb. 22, N+O). Zur Differenzierung von clear cells und dark

cells wurden weitere Studien durchgefuhrt (siehe 3.2.2.3).

Nestin wurde als Stammzellmarker in ekkrinen Schweil3drisen beschrieben und dient
der Identifizierung von Stammzellpopulationen (Nagel et al., 2013; Petschnik et al.,
2010; Tiede et al., 2009). In nativen Drusen wurde Nestin stark im Dukt und gering im
Coil exprimiert, jedoch nichtim 3D Co-Kultur Modell (Abb. 20, Q+R). Im 3D Coil-Modell
wurden Nestin-positive Zellen vorwiegend luminal und im Zytoplasma der Zellen
nachgewiesen (Abb. 20, S). In 3D Dukt-Modellen konnte Nestin im gesamten Modell
detektiert werden und wurde hauptsachlich nahe des Nucleus exprimiert (Abb. 20, T).
Der Proliferationsmarker Ki67, der sich teilende Epithelzellen markiert (Cantaloube et
al., 2004), konnte im Randbereich des 3D Co-Kultur Modells, nicht aber im 3D Coil-
bzw. 3D Dukt-Modell gezeigt werden (Abb. 22, U-X).
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Abbildung 22: Identifikation von Subzelltypen anhand spezifischer Marker in 3D
Modellen mittels Immunfluoreszenz. Proteinexpressionsnachweis mittels
Immunfluoreszenz von a-SMA, Substance P, S100, CGRP und Nestin in 3D Co-Kultur
Modellen, 3D Coil Modellen und 3D Dukt Modellen verglichen mit der nativen Drise mit
sezernierendem Coil (sc), Dukt (d) und apokriner Drise (a) in E. a-SMA wurde in
Myoepithelzellen, Substance P und S100 in clear cells, CGRP in dark cells exprimiert. Nestin
konnte in 3D Coil-Modellen (Pfeilkdpfe) und in 3D Dukt-Modellen nachgewiesen werden. Ki67
detektierte proliferierenden Zellen. Zellkerne mit DAPI (blau) und Zielprotein (grin) markiert.
Malstab entspricht 100 pm.
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Die Marker a-SMA, Substance P, S100, CGRP, Nestin und Ki67 wurden zur
Identifikation von clear cells, dark cells, Myoepithelzellen, Stammzellen und
proliferierenden Zellen in 3D Modellen der Schweil’drise verwendet und weisen auf
den Differenzierungszustand der Zellen im 3D Modell hin. Zur Ubersicht der
durchgefuhrten Fluoreszenzfarbungen wurden die Ergebnisse aus Abb. 21+22 in Tab.

10 zusammengefasst und anhand der Intensitat der Farbung bewertet.

Tabelle 10: Ubersicht der Proteinexpressionen nach Inmunfluoreszenzfirbung von 3D
Modellen. + positiv, — negativ, +/- nicht eindeutig

Marker Native Driise: 3D Co-Kultur 3D Coil- 3D Dukt-
Coil  Dukt Modell Modell Modell

AQP5 + - + + -
CHRM3 + - + + -
NKCC1 + +/- + + +/-
ANO1 +/- - + - -
a-SMA + - + +/- -
Substance P + - +/- + -
S100 +/- - +/- +/- -
CGRP + - +/- + -
Nestin +/- + - + +
Ki67 +/- - + - -

Die Charakterisierung der 3D Modelle mittels Immunfluoreszenzfarbung wurde sowohl
an Schnitten als auch an whole mount-Spharen erfolgreich etabliert. Zur Identifikation
der Zelltypen und zur Analyse des Differenzierungszustands der Zellen in den 3D
Modellen der Schweil3drise wurden spezifische Marker eingesetzt. Dazu gehoéren ao-
SMA, der Stammzellmarker Nestin und v.a. Neuropeptide wie Substance P und

CGRP, die von Zellen des Coils sekretiert werden.

3.2.2.3 Co-Lokalisation von clear cells und dark cells in 3D Modellen

Zur ldentifikation von clear cells und dark cells des sezernierenden Coils wurde die
Immunreaktivitdt von Substance P und CGRP in 3D Modellen der Schweil3drise
mittels Immunfluoreszenz analysiert. Substance P und CGRP stellen sog.
Neuropeptide dar und kdnnen die Schweildsekretion beeinflussen (Bovell et al., 2013;

Levy et al., 1992; Vilches et al., 2012). Morphologisch und funktionell lassen sich diese
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sezernierenden Zellen des Coils voneinander unterscheiden und werden von
Myoepithelzellen und einer Basalmembran umgeben, die das Coil bilden (Abb. 2).
,Dunkle“ sezernierende Zellen enthalten eine hohe Anzahl an Ribosomen und
Sekretgranula. ,Helle” sezernierende Zellen besitzen wenig Ribosomen und sind fur

die wassrige Sekretion verantwortlich (Benninghoff, 1985).
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Abbildung 23: Co-Lokalisation von clear cells und dark cells in 3D Modellen mittels
Immunfluoreszenz. Proteinexpressionsnachweis von Substance P und CGRP zur
Unterscheidung von clear cells und dark cells in 3D Co-Kultur Modellen und 3D Coil Modellen
aus humanen Priméarzellen. a) Expression von Substance P (rot) und CGRP (grin) zur
Markierung von clear cells und dark cells. b) Merge (Uberlagerung) der Fluoreszenzkanale
(rot und griin) und Markierung der Zellkerne mit DAPI (blau). c) Negativ-Kontrolle ohne
Zugabe des Primarantikérpers. Malstab entspricht in a) 100 ym, in b+c) 200 um.

Zur Untersuchung des Vorkommens sowie der Verteilung der sezernierenden clear
cells und dark cells in 3D Modellen der Schweil3druse wurden Immunfluoreszenz-

farbungen durchgefuhrt. Die Marker Substance P (clear cell-spezifisch) und CGRP
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(dark cell-spezifisch) wurden simultan als Co-Lokalisation in Schnitten der 3D Modelle

nachgewiesen (Abb. 23).

In 3D Co-Kultur Modellen konnten sowohl luminal clear cells mittels Substance P als
auch basolateral dark cells mithilfe von CGRP gezeigt werden (Abb. 23, A). In dieser
Modellart zeigten vereinzelte Zellen schwache unspezifische Bindungen beider

Marker.

3D Coil-Modelle wiesen in hoher Anzahl Substance P-positive Zellen auf. Dieses
Protein wurde in Nahe der Nuclei bzw. im Zytoplasma exprimiert. Aufgrund dessen
wurde die DAPI-Zellkernmarkierung in Abb. 23, A nicht dargestellt. Die CGRP-
positiven Zellen befanden sich im 3D Coil-Modell z.T. luminal sowie in der aul’eren
Zellschicht der Sphare. Im Gegensatz zur Lokalisation von Substance P, welches im
Zytoplasma sowie beim Nucleus exprimiert wurde, wurde CGRP stark in der Membran
der positiven Zellen detektiert. In Abb. 23, B+C wurden die rot-griinen
Fluoreszenzkanale und die Markierung der Zellkerne mit DAPI als Merge Uberlagert.
Um auszuschlieBen, dass es sich um unspezifische Bindung der CGRP- und
Substance P-Primarantikdrper handelt, wurden in der Negativ-Kontrolle nur die
korrespondierenden Sekundarantikdrper eingesetzt und damit die spezifischen

Bindungen der Primar-Antikérper gezeigt (Abb. 23, C).

Diese Doppelfarbung verdeutlichte somit die Differenzierung und den Erhalt
(Homoostase) der clear und dark cell-Zelltypen der Schweildrise sowohl im 3D Co-
Kultur Modell als auch im 3D Coil-Modell.

3.2.3 Optimierung der Zelltyp-Charakterisierung mittels Durchflusszytometrie

Die in vitro kultivierten Primarzellen wurden in dieser Studie mithilfe indirekter
Immunfluoreszenzfarbung in der Durchflusszytometrie analysiert. Die Expression von
Schweilidrisen-spezifischen Markern in 3D Modellen wurde zwar bereits auf Ebene
der Proteinexpression mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen (siehe 3.2.2). Die
Durchflusszytometrie ermdglicht es jedoch, den prozentualen Anteil der
Zellpopulationen quantitativ zu bestimmen. Es wurden erneut die Oberflachenproteine
sowie die intrazellularen Proteine (siehe Tab. 8), wie z.B. das Strukturprotein a-SMA,
zur Identifikation der Zelltypen in einer Einzelzellsuspension der 2D Kultur eingesetzt.
Die Zellen der 2D Kultur wurden im Anschluss in ein 3D Modell dberfuhrt. In Abb. 24
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sind exemplarisch Expressionsprofile der 2D Co-Kultur und der 2D Coil-Kultur sowie

eine detaillierte Auswertung der Analysen im Diagramm dargestellt (Abb. 24, C).

Mittels Durchflusszytometrie konnte eine grof3e Anzahl charakteristischer Marker in
Zellpopulationen der Schweil3driuse quantitativ bestimmt und somit deren
Proteinexpression in der 2D Co-Kultur und der 2D Coil-Kultur analysiert werden. Die
Histogramme in Abb. 24, A+B zeigen die Intensitat der Fluoreszenzsignale der positiv-
markierten Zellen als Peak. Die Normierung der Fluoreszenzintensitat der Probe
erfolgte durch die Subtraktion der Fluoreszenzintensitat der Negativkontrolle, sodass

hier nur das spezifische Signal bertcksichtigt wurde.

In beiden Kulturen wurde CEACAMS5 zu hohen Anteilen exprimiert, in der 2D Co-Kultur
jedoch fast zu 90 %. Dieser Marker wird in vivo sowohl im sezernierenden Coil als
auch im resorbierenden Dukt exprimiert. Auffallig ist, dass das CEACAM5-Histogramm
zwei Peaks in der 2D Coil-Kultur aufweist (Abb. 22, b). Substance P stellt einen clear
cell-Marker dar und wurde ebenfalls stark in beiden Zellpopulationen exprimiert.

CD200 als Dukt-Marker konnte nur gering nachgewiesen werden.

Der prozentuale Anteil der Marker-Expressionen in der 2D Co-Kultur und der 2D Coil-
Kultur wurde in Abb. 24, C zusammengefasst dargestellt. Es wurden insgesamt 14
Marker der Schweildrise untersucht (siehe Tab. 8). Aus dieser Abbildung geht hervor,
dass der prozentuale Anteil jedes Markers in der 2D Co-Kultur, bis auf Substance P,

im Vergleich zur 2D Coil-Kultur deutlich hoher war.

Die Marker CK19, CEACAMS5, CFTR und NKCC1 kommen in der nativen
Schweildriise sowohl im Coil als auch im Dukt vor. Diese wurden zur Identifikation
und zur Differenzierung von ekkrinen Schweil3drisenzellen einer 2D Kultur verwendet.
AuRerdem konnte erneut bestatigt werden, dass zur Kultivierung der 3D Modelle
ausschlieRlich ekkrine SchweilRdrisenzellen und kein Fremdgewebe verwendet
wurde. Die 2D Co-Kultur Zellpopulation zeigte einen relativ hohen Anteil dieser Marker
mit ca. 96 % CFTR-Expression und ca. 90 % CEACAMS5-Expression. In der 2D Coil-
Kultur wurden diese Marker deutlich geringer exprimiert. CHRM3, ANO1 und AQP5

stellen spezifische Marker des Coils dar und werden nativ nicht im Dukt exprimiert.

In der 2D Co-Kultur konnten mit ca. 60-70 % hohe Expressionen der Coil-Marker

dokumentiert werden. Erneut zeigte sich eine stark verringerte Proteinexpression in
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der 2D Coil-Kultur. GalR2 als Neuropeptid-Rezeptor, der durch Galanin angesteuert
wird und dessen genauere Lokalisation noch nicht identifiziert werden konnte (Bovell
et al., 2013), wurde in der 2D Co-Kultur sehr hoch exprimiert. In der 2D Coil-Kultur
konnte — wie bereits zuvor beschrieben — jedoch nur ein geringer Anteil GalR2-positiver

Zellen detektiert werden.
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Abbildung 24: Proteinexpressionsanalyse von Zellpopulationen in ekkrinen
SchweiBdrisenzellen mittels Durchflusszytometrie. Zur quantitativen Bestimmung des
prozentualen Anteils der Zellpopulationen in 2D Co-Kulturen (Coil- und Dukt-Zellen) und 2D
Coil-Kulturen der Schweil3driise wurden spezifische Marker eingesetzt und in hohem Mal3e in
der 2D Co-Kultur nachgewiesen. a+b) Exemplarische Histogramme zeigen die
Haufigkeitsverteilung der Ereignisse in Abhangigkeit zur Signalstarke der Marker CEACAM5,
Substance P und CD200. c¢) Ubersicht der analysierten Marker mit Anteil der positiven Zellen
in der Zellpopulation in %.
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Zur Charakterisierung der Subzelltypen des Coils — clear cells, dark cells und
Myoepithelzellen — wurden spezifische Marker in der Durchflusszytometrie untersucht.
Zur Bestimmung der clear cell-Population wurde erneut Substance P verwendet. Zur
Identifikation von dark cells wurde CGRP und zur Detektion von Myoepithelzellen
wurde a-SMA eingesetzt. S100 diente als Marker fur clear cells und far
Myoepithelzellen. In der 2D Co-Kultur lagen ca. 40 % S100-positive Zellen und ca. 7
% Substance P-positive Zellen vor. In der 2D Coil-Kultur wies die Zellpopulation ca.
28 % S100- und ca. 24 % Substance P-positive Zellen auf. CGRP-positive Zellen
wurden in der 2D Co-Kultur mit ca. 70 % und stark verringert mit ca. 4 % in der 2D
Coil-Kultur nachgewiesen. Dieses Phanomen zeigte sich ebenfalls bei a-SMA.
Myoepithelzellen wurden in der 2D Co-Kultur mit ca. 32 % exprimiert und konnten nur

noch sehr geringflgig mit ca. 1 % in der 2D Coil-Kultur bestatigt werden.

Weiterhin wurde CD200 als Dukt-Marker nur zu ca. 3 % in der 2D Co-Kultur detektiert
und nicht in der 2D Coil-Kultur festgestellt. Zur Detektion von Schweil3drisen-
abgeleiteten Stammzellen im Mesenchym (Stroma) sowie von Stammzellpopulationen
innerhalb der Schweil’drise wird der Stammzellmarker Nestin verwendet. Dieser
Marker konnte in fruheren Studien im Mesenchym, in den sezernierenden und
ausfuhrenden Kompartimenten der ekkrinen und auch der apokrinen Schweil3drise
aufgezeigt werden (Nagel et al., 2013). In der 2D Co-Kultur exprimierten ca. 95 % der

Zellen dieses Intermediarfilament sowie ca. 41 % der Zellen der 2D Coil-Kultur.

Die Daten der Durchflusszytometrie zeigten die Proteinexpression von
Schweilydrisen-spezifischen Markern sowie den prozentualen Anteil der
Zellpopulationen in der 2D Co-Kultur und in der 2D Coil-Kultur (siehe auch Anhang
Abb. 13). Hiermit konnte die Eignung der Marker sowie der Nachweis entscheidender
Sekretions- und funktioneller Proteine in 2D Kulturen der Schweil3drise quantitativ
untersucht werden, die in das 3D Modell uUberfihrt wurden. Die Analyse mittels
Durchflusszytometrie aus Zellen des 3D Modells muss in weiterfihrenden

Experimenten analysiert werden.

3.2.4 Apikal-basale Polaritat in 3D Co-Kultur Modellen
Die apikal-basale Polaritat spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von
Epithelzellen (Li et al., 2015). Mithilfe der Immunfluoreszenz wurde die apikal-basale

Polaritat an 3D Co-Kultur Modellen analysiert. Dabei wurde CHRMS als basaler Marker
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und ANO1 als luminaler Marker verwendet. Beide kommen nur im sezernierenden Coil
vor und sind daher Coil-spezifisch. Zuvor konnte in der quantitativen
Durchflusszytometrie gezeigt werden (siehe 3.2.3), dass ein hoher prozentualer Anteil

der Zellpopulation Coil-Marker exprimierte.

In der whole mount-lmmunfluoreszenzfarbung des 3D Co-Kultur Modells wurde
sowohl der Marker ANO1 als auch der Marker CHRM3 nachgewiesen (Abb. 25, A).
ANO1 wurde apikal und CHRM3 basal (basolateral) exprimiert. Somit geht die apikal-
basale Polaritat und die Orientierung der Zellen im 3D Co-Kultur Modell aus der Co-

Lokalisation der Immunfluoreszenzfarbung hervor.

Ein denkbarer Aufbau des 3D Modells der Schweil3drise wurde schematisch in
Abb. 25, C dargestellt und fasst die zuvor beschriebenen Daten zusammen, die die

apikal-basale Polaritat der differenzierten Zellen im 3D Modell wiederspiegeln.

a
Luminal/
Apikal
<— Basolateral
b

Basolaterale Zellen

Luminale Zellen

. o
R

Abbildung 25: Apikal-basale Polaritat in 3D Co-Kultur Modellen der Schweildriise. a)
Whole mount-Immunfluoreszenzfarbung zeigte ANO1 als luminalen (rot) und CHRM3 als
basalen Marker (griin) im 3D Co-Kultur Modell. DAPI (blau) markierte die Zellkerne. Mal3stab
entspricht 200 ym. b) Schema eines 3D Modells mit zentralem Lumen oder extrazellularer
Matrix (ECM), luminalen Zellen, basalen Zellen und einer duf3eren Membran.
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3.3 Cholinerge Stimulation und Ca?*-Signalling in 3D Modellen der

ekkrinen SchweilRdruse

Durch die Aktivierung der Ca?*-Signaltransduktion kommt es im sezernierenden Coil
zur Bildung von Primarschweil®. Dies stellt die Hauptaufgabe und -funktion der
ekkrinen Schweil3drise dar (Sato, 1977). Die physiologischen und organotypischen

Funktionen wurden durch die cholinerge Stimulation der 3D Modelle analysiert.

3.3.1 Einfluss von ACh auf die Viablitat von 3D Modellen

Wie bereits in 3.1.4 beschrieben, wurde die Viabilitat mittels Live-Dead Assay im 3D
Modell untersucht. In einer weiteren Analyse wurde hier der Einfluss von ACh auf die
Viabilitat in 3D Co-Kultur Modellen, in 3D Coil-Modellen und in 3D Dukt-Modellen mit
25.000 Zellen bei Einsaat pro Kultur analysiert. Dabei wurde der cholinerge
Neurotransmitter ACh bei der Kultivierung in das Medium zugesetzt und die Viabilitat
mittels Fluoreszenz standardmafig an den Tagen D2, D3 und D7 uberpriuft sowie
quantifiziert (siehe 2.2.3.3).

Anhand des ,Lebendfarbstoffs“ Calcein AM und des ,Totfarbstoffs“ EthD-1 wurde der
Lebend-Tot-Anteil der Zellen im 3D Modell bestimmt und die Fluoreszenzintensitaten
der beiden Farbstoffe quantifiziert (Abb. 26+27). Die Viabilitat, die durch die grine
Fluoreszenzfarbung des Farbstoffs Calcein ermittelt wurde, nahm mit zunehmender
Kultivierungszeit von D2 bis D7 unabhangig vom Zelltyp in den 3D Modellen ab (Abb.
26a-c). Somit korrelierte die Viabilitat der Zellen und die Zelltodrate im 3D Modell mit
der Kultivierungszeit und wurde geringfigig vom Zelltyp beeinflusst. Die
Quantifizierung des roten Fluoreszenzfarbstoffs EthD-1 zeigte bei der Behandlung der
Modelle mit ACh aufgrund des Standardfehlers nur geringfugige Unterschiede in der
Zelltodrate (Abb. 27a-c).
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Abbildung 26: Einfluss von ACh auf die Viabilitat von 3D Modellen. Der Live-Dead Assay
wurde an (a) 3D Co-Kultur Modellen, an (b) 3D Coil-Modellen und an (c) 3D Dukt-Modellen
der Schweildriise mit 25.000 Zellen/Kultur an den Tagen D2, D3 und D7 durchgefihrt. Die
ACh-Behandlung und damit die cholinerge Stimulation wurde im Vergleich zum Kulturmedium
(unbehandelt) eingesetzt. MalRstab entspricht 200 pm.
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Abbildung 27: Quantifizierung der Fluoreszenzfarbstoffe Calcein und EthD-1 im Live-
Dead Assay von ACh-stimulierten 3D Modellen. 3D Co-Kultur Modelle, 3D Coil Modelle
und 3D Dukt Modelle mit je 25.000 Zellen/Kultur wurden im Live-Dead Assay an D2, D3 und
D7 auf ihre Viabilitat und den Zelltod untersucht. Die 3D Modelle wurden entweder mit ACh
stimuliert oder blieben unbehandelt. Die Fluoreszenzintensitaten wurden als corrected total
cell fluorescence (CTCF) dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Student’s t-Test mit
n=3+SEM bestimmt. Dabei wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen unbehandelten
und ACh-stimulierten 3D Modellen an D2, D3 bzw. D7 festgestellt.
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Dabei wiesen die 3D Co-Kultur Modelle an D7 nach ACh-Stimulation leicht verringerte
Raten des Zelltods auf (Abb. 27a). Dies konnte auch an D3 bei 3D Dukt-Modellen
beobachtet werden. In 3D Dukt-Modellen lagen zudem enorme Schwankungen an D7
vor. In 3D Coil-Modellen konnte ein gegenteiliger Effekt beobachtet werden, da der
Zelltod mit ACh-Stimulation an D7 leicht zunahm (Abb. 27b). Aulderdem wurden in 3D
Dukt-Modellen gesamt verringerte Intensitaten der Fluoreszenzfarbstoffe
nachgewiesen (Abb. 27c).

Zusammenfassend konnte mittels des Live-Dead Assays gezeigt werden, dass die
Behandlung der 3D Modelle mit ACh keine signifikanten Auswirkungen auf die
Viabilitat hatte.

3.3.2 Untersuchung der Genexpression nach cholinerger Stimulation

3.3.2.1 Genexpressionsanalyse mittels Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung
Zur Analyse des gesamten Transkriptoms und damit der synthetisierten RNA der
etablierten 3D Modelle wurde eine Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung mithilfe der
sog. Next Generation Sequenzierung durchgefuhrt (siehe 2.2.5.4). So wurden
insgesamt Uber 26.000 transkribierte Gene in den Proben nachgewiesen und
quantifiziert. Mithilfe dieser Analyse konnte auch eine Vielzahl von charakteristischen
Genen, welche spezifisch fur die humane ekkrine Schweilddrise sind, detektiert
werden. Zudem wurden die 3D Modelle bei ihrer Kultivierung einem externen,
cholinergen  Stimulus  mittels ACh  ausgesetzt, um eine  mdgliche

Genexpressionsanderung des Transkriptoms feststellen zu kdnnen.

Zur ldentifikation der Schweil3drisen-spezifischen Marker (siehe Tab. 2+8) wurde
Humanhaut (,Vollhaut®) als Referenz in der Analyse mitgefiihrt. Dabei wurden die
Expressionswerte der Proben mit dem Expressionswert der Referenz normiert, sodass
hier nur die relativen Genexpressionsdaten dargestellt wurden. In der NGS-Analyse
wurden unterschiedliche Transkriptome analysiert: (a) die native ekkrine
Schweil’drise mit Coil- und Dukt-Kompartiment (,nativ gesamt®), (b) die separierten
nativen Kompartimente des Coils bzw. (c) Dukts sowie (d-i) verschiedene Proben der
3D Modelle. Dabei wurden die 3D Modelle in ihren drei Ausfiuhrungsformen (Co-Kultur,
Coil, Dukt) und nach ACh-Stimulation untersucht. In Abb. 28-29 wurde exemplarisch
die relative Genexpression Schweilldrisen-spezifischer Gene aus den

Sequenzierungsdaten dargestellt.
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Abbildung 28: Genexpression Schweidriisen-spezifischer Marker in 3D Modellen nach

Gesamt-Transkriptom-

der

mittels NGS-Analyse. Aus

Stimulation
Sequenzierung wurden die oben genannten Marker in nativem Gewebe (gesamte Drise, Coill,

cholinerger

Dukt) und in 3D Modellen (Co-Kultur, Coil, Dukt) analysiert und hier exemplarisch dargestellt.

Die Modelle wurden durch ACh stimuliert. Die Genexpression der Probe wurde auf die

Genexpression der Vollhautprobe normiert.
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Abbildung 29: Genexpression spezifischer Marker der Subzelltypen der Schweildriise
in 3D Modellen nach cholinerger Stimulation mittels NGS-Analyse. Aus der Gesamt-

Transkriptom-Sequenzierung wurden diese Marker in nativem Gewebe (gesamte Drise, Coil,

Dukt) und in 3D Modellen (Co-Kultur, Coil, Dukt) analysiert und hier exemplarisch dargestellt.

Die Modelle wurden durch ACh stimuliert. Die Genexpression der Probe wurde auf die

Genexpression der Vollhautprobe normiert.
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Die spezifischen Gene zur Charakterisierung der ekkrinen Schweil3drise mittels NGS-
Analyse (CHRM3, CEACAM5, AQP5, ANO1, NKCC1, CK19, CFTR, Involucrin, CK10,
CD200, a-SMA, CGRP) zeigten unterschiedliche Genexpressionsmuster im nativen
Gewebe und in den 3D Modellen (Abb. 28+29).

Im nativen in vivo Gewebe wurden insbesondere zwischen den nativen
Kompartimenten des Coils und des Dukts Expressionsunterschiede der spezifischen
Gene erkannt. Das Coil exprimierte verstarkt die Gene CEACAM5, CK19 und CGRP,
wohingegen im Dukt die Gene ANO1, CFTR und a-SMA erhéht nachgewiesen wurden.
Die Gene CHRMS3, AQP5, NKCC1, Involucrin, CK10 und CD200 zeigten kaum
Unterschiede in ihrer Expression. Bei Analyse der Genexpression in der gesamten

nativen Drlse wurden fast identische Ergebnisse zum nativen Coil erzielt.

Im 3D Co-Kultur Modell wurden die Gene CHRM3, CEACAMS, ANO1, CFTR und
CK10 im Vergleich zum 3D Coil- und zum 3D Dukt-Modell insgesamt hdher exprimiert.
AuRerdem wurden diese Gene in den 3D Co-Kultur Modellen auf
Genexpressionsebene der nativen in vivo Drusen exprimiert. AQP5, CK19, Involucrin
und CGRP konnten in 3D Co-Kultur Modellen nicht bzw. kaum nachgewiesen werden.
Eine induzierte Genexpression durch cholinerge Stimulation wurde nur bei den
Markern CEACAMS, CK10, CD200 und a-SMA beobachtet.

In 3D Coil-Modellen konnte CHRM3, CEACAMS5, AQP5, ANO1, CK19, CFTR,
Involucrin und CD200 nachgewiesen werden. Die Gene AQPS5, CK19 und Involucrin,
die im 3D Co-Kultur Modell auf Genexpressionsebene nicht vorhanden waren, wurden
hier exprimiert. CD200 wurde in 3D Coil-Modellen im Vergleich zum 3D Co-Kultur
Modell verstarkt exprimiert. Die Marker NKCC1, CK10, a-SMA und CGRP konnten in
3D Coil-Modellen keine Genexpression aufweisen. Hingegen wurden die exprimierten
Gene (AQP5, ANO1, CK19, CFTR, CD200) in 3D Coil-Modellen grotenteils wie in
vivo exprimiert. Durch ACh konnte besonders bei CHRMS3 eine induzierte
Genexpression gezeigt werden. Nach cholinerger Stimulation wurde AQP5 stark und

CD200 leicht reprimiert exprimiert.

In 3D Dukt-Modellen konnte keine hohe Anzahl der Schweil3drisen-spezifischen Gene
detektiert werden. Allerdings wurde im nativen Dukt CHRM3, CEACAM5, AQPS5,
ANO1, NKCC1, CK19, CFTR, Involucrin, CK10, CD200 und a-SMA exprimiert. Im
Vergleich zum nativen Coil wurden die Gene ANO1, CFTR und a-SMA dabei verstarkt
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im nativen Dukt-Kompartiment nachgewiesen. Daher sollten diese Gene auch in 3D
Dukt-Modellen exprimiert werden. Jedoch konnten nur die Genexpressionen von
ANO1, NKCC1, CK19, Involucrin, CK10 und a-SMA detektiert werden. Nicht in 3D
Dukt-Modellen exprimiert wurden CHRM3, CEACAM5, AQPS5, CFTR, CD200 und
CGRP. In 3D Dukt-Modellen wurde bei CK10 eine ACh-induzierte Genexpression, bei
ANO1 und CK19 eine ACh-reprimierte Genexpression beobachtet.

3.3.2.2 Genexpressionsanalyse mittels gRT-PCR

Neben der Viabilitats-Analyse und der Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung wurde
auch die Genexpression Schweildrisen-spezifischer Marker (CHRM3, NKCC1,
AQP5, ANO1, CFTR, GalR2, GalR3) nach cholinerger ACh-Stimulation mittels qRT-
PCR untersucht (Abb. 30).

Im 3D Co-Kultur Modell (Abb. 30a) wurde durch die ACh-Behandlung keine reprimierte
Genexpression identifiziert. Die Gene CHRM3, NKCC1, ANO1, CFTR und GalR2
zeigten ahnliche Genexpressionslevel dieser spezifischen Marker der Schweil3drise
im unbehandelten Zustand und nach cholinerger Stimulation. Eine stark induzierte
Genexpression in den 3D Co-Kultur Modellen konnte bei AQP5 und GalR3 beobachtet

werden.

Im 3D Coil-Modell (Abb. 30b) wurde die Genexpression von GalR3 durch die ACh-
Stimulation signifikant induziert. Die Gene CHRM3, ANO1 und GalR2 wiesen ahnliche
Expressionslevel in unbehandelten und in ACh-behandelten 3D Coil-Modellen auf.
NKCC1, AQP5 und CFTR wurden reduziert exprimiert.

Im 3D Dukt-Modell (Abb. 30c) wurden teilweise geringere Expressionen der Gene im
Vergleich zum 3D Co-Kultur Modelle oder zum 3D Coil-Modell detektiert, wie z.B.
CFTR. Die ACh-Behandlung bewirkte in 3D Dukt-Modellen keine Anderung in der
Expression von CHRM3, NKCC1 und CFTR. Die Gene AQP5, GalR2 und GalR3
wurden jedoch reprimiert exprimiert. Eine induzierte Genexpression nach ACh-

Stimulation lag nur bei dem Marker ANO1 vor.

Die Daten zeigten zudem, dass hohe Genexpressionslevel fur die Marker GalR2 und

GalR3, identifiziert werden konnten.
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Abbildung 30: Einfluss von ACh auf die Genexpression SchweiRdriisen-spezifischer
Marker in 3D Modellen der humanen SchweiRdriise. Die relative Genexpression wurde
mittels gRT-PCR in (a) 3D Co-Kultur Modellen, in (b) 3D Coil-Modellen und in (¢) 3D Dukt-
Modellen anhand Schweil’drisen-spezifischer Marker (CHRM3, NKCC1, AQP5, ANO1,
CFTR, GalR2, GalR3) analysiert. Die 3D Modelle wurden jeweils mit 25.000 Zellen/Kultur bei
Einsaat hergestellt und nach ACh-Behandlung an D3 analysiert. G6PDH wurde als
housekeeping gene verwendet. Student’s t-Test mit n=3+tSEM und p<0,05(*).
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Tabelle 11 fasst die Genexpressionen der Marker in 3D Modellen der Schweil3drise
nach ACh-Behandlung zusammen. Dabei wurden die relativen Expressionslevel der
unbehandelten 3D Modelle mit den ACh-behandelten 3D Modellen verglichen.

Tabelle 11: Ubersicht der Genexpressionsinderungen nach cholinerger Stimulation von
3D Modellen. Die Genexpressionsanderungen wurden unterteilt in: + induzierte Expression,
+/- keine Expressionsanderung, — reprimierte Expression.

Marker 3D Co-Kultur Modell 3D Coil-Modell 3D Dukt-Modell
+ ACh + ACh + ACh

CHRM3 + n v
NKCCA1 +/- n e

AQPS + " Z

ANO1 +/- n .

CFTR +/- n v

GalR2 +/- T —

GalR3 + n —

In dieser Analyse wurde die Expression der Schweil3drisen-spezifischen Markergene
nach deren Kultivierung mit ACh in 3D Co-Kultur Modellen, in 3D Coil-Modellen und
3D Dukt-Modellen untersucht. Dabei wurden Gene identifiziert, die nicht bzw. kaum
durch cholinerge Stimulation beeinflusst wurden. Dabei unterschieden sich jedoch die
Genexpressionen der Schweil3drisen-spezifischen Marker je nach Zelltyp des 3D
Modells (Co-Kultur, Coil, Dukt).

3.3.3 Proteinexpressionsanalyse SchweiRdriisen-spezifischer Marker nach
cholinerger Stimulation

Der Einfluss von ACh auf die Viabilitdt und auf die Genexpression wurde bereits in
3.3.1-3.3.2 beschrieben. Mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen wurde zudem die
Proteinexpression nach cholinerger Stimulation mit ACh an 3D Co-Kultur Modellen
analysiert. Abb. 31 veranschaulicht die Proteinexpression der Schweil3drisen-
spezifischen Marker in nativen ekkrinen Schweilddrisen im Hautschnitt, in 3D Co-
Kultur Modellen und in ACh-stimulierten 3D Co-Kultur Modellen. Dabei wurden der
Wasserkanal AQP5, der muskarine Rezeptor CHRM3, der lonen-Cotransporter

NKCC1 und der Stammzellmarker Nestin untersucht.
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Abbildung 31: Einfluss von ACh auf die Proteinexpression Schweifdriisen-
spezifischer Marker in 3D Co-Kultur Modellen. Die Proteinexpression der
Schweilddrisen-spezifischen Marker (AQP5, CHRM3, NKCC1, Nestin) wurde in der nativen
Drise (A, D, G, J) mit den Kompartimenten des sezernierenden Coils (sc) und des Dukts (d)
sowie im 3D Co-Kultur Modell (unbehandelt bzw. ACh-stimuliert) analysiert. Whole mount
Farbungen (E, F, H, I, K, L) sowie Schnitte (B, C) der 3D Modelle zeigten induzierte
Proteinexpressionen. Malistab entspricht 100 um bzw. 200 um (B, C).

In den 3D Co-Kultur Modellen konnte nach ACh-Behandlung eine stark induzierte
Expression der Proteine AQP5, CHRM3, NKCC1 und Nestin beobachtet werden. Die
unbehandelten Modelle zeigten verstarkte Expression von AQP5, CHRM3 und NKCCA1
im basolateralen Bereich der 3D Co-Kultur Modelle. In unbehandelten 3D Co-Kultur

Modellen wurde keine Nestin-Expression nachgewiesen. Nach cholinerger Stimulation
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wurden die induziert exprimierten Proteine der zuvor genannten Marker (AQPS5,
CHRMS3, NKCC1, Nestin) durch die Verteilung im gesamten Konstrukt erkennbar,

insbesondere der Schweil3drisen-spezifische Marker AQPS5.

3.3.4 Proteinexpression von AQP5 nach cholinerger Stimulation mittels Western
Blot-Analyse

Nach der Analyse der Viabilitat, der Genexpression sowie der Proteinexpression von
Schweildrisen-spezifischen Markern in ACh-stimulierten 3D Modellen wurde AQP5
als Sekretionsmarker im Western Blot quantitativ nachgewiesen. Dabei wurde die
Gesamtmenge des synthetisierten Proteins und Wasserkanals AQP5 in der 2D Kultur
und im 3D Co-Kultur Modell betrachtet. Die ACh-Stimulation der Kulturen wurde als
naturlicher, physiologischer Trigger des Sekretionsmechanismus von ekkrinen
Schweildrisen eingesetzt (Cui & Schlessinger, 2015; Saint-Criq & Gray, 2017; Sato
et al., 1989).

Die Abb. 32 zeigt die Proteinexpression von AQP5 und die Ladekontrollen GAPDH
sowie die Ponceau S-Farbung in der 2D Kultur und im 3D Co-Kultur Modell in der
Western Blot-Analyse (Abb. 32a). Die Bandenintensitaten wurden quantifiziert (Abb.
32b). Dabei wurden die GAPDH-Ladekontrollen im Verhaltnis zur AQPS5-Proteinmenge
als relative Proteinexpression kalkuliert.

Die Ponceau S-Farbung wies die insgesamt transferierten Proteine auf der
Nitrocellulose-Membran nach dem Blotting nach. Somit wurden Proteine mit
identischem Molekulargewicht auf einer Position angefarbt, die klar abgrenzende
Banden mit ahnlicher Intensitat der vier analysierten Proben zeigten (Abb. 32a). Zum
spezifischem Nachweis und zur Normierung der Proteinmengen wurde der Antikdrper
GAPDH als weitere Ladekontrolle verwendet. In der 2D Kultur konnte GAPDH im
unbehandelten und ACh-stimulierten Zustand ahnlich stark nachgewiesen werden. In
3D Co-Kultur Modellen wurde das GAPDH-Protein nur gering detektiert.

AQPS5 wurde sowohl in der 2D Kultur als auch im 3D Co-Kultur Modell nachgewiesen
(Abb. 32a). In unbehandelten 3D Co-Kultur Modellen lag verglichen mit der
unbehandelten 2D Kultur eine um das ca. 4x erhdhte AQP5-Proteinexpression vor.
Dies wurde anhand der Bandenintensitaten (Abb. 32a) sowie nach Quantifizierung
sichtbar (Abb. 32b). 2D Kulturen wiesen nach cholinerger Stimulation eine induzierte
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AQP5-Expression auf, die jedoch nicht signifikant war. Dies wurde im 3D Co-Kultur
Modell nicht erzielt, da keine AQP5-Proteinexpressionsanderung nach ACh-
Stimulation nachgewiesen wurde. Diese war zwar leicht reduziert, allerdings lag keine
statistische Signifikanz vor. In ACh-stimulierten 3D Co-Kultur Modellen wurde AQP5

dennoch im Vergleich zur ACh-stimulierten 2D Kultur ca. 1,5x erhoht exprimiert.
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Abbildung 32: Nachweis von AQPS5 in der 2D Kultur sowie im 3D Co-Kultur Modell mittels
Western Blot-Analyse. a) AQP5 als Sekretionsmarker des sezernierenden Coils wurde in 2D
Kulturen und im 3D Co-Kultur Modell nach cholinerger Stimulation mit ACh nachgewiesen.
GAPDH und Ponceau S-Farbung dienten als Ladekontrollen. b) Die Quantifizierung der
Bandenintensitaten erfolgte mittels Total LabQuant Software aus n=3+SEM. Im Student’s t-
Test wurden Unterschiede mit p<0,05(*) als statistisch signifikant betrachtet.

Zusammengefasst konnte AQPS spezifisch in der primaren 2D Kultur und im 3D Co-
Kultur Modell identifiziert und quantifiziert werden. Dabei wurde eine signifikant
erhohte AQP5-Proteinexpression in unbehandelten 3D Co-Kultur Modell im Vergleich
zur unbehandelten 2D Kultur nachgewiesen (Abb. 32b). In der ACh-stimulierten 2D
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Kultur konnte im Vergleich zur unbehandelten 2D Kultur eine leichte Zunahme der
AQP5-Proteinmenge nachgewiesen werden, die allerdings nicht statistisch signifikant
war. Hingegen wurde durch die cholinerge Stimulation mit ACh im 3D Co-Kultur Modell
keine Zunahme und damit kein statistisch signifikanter Unterschied in der AQP5-

Proteinexpression erzielt.

3.3.5 Nachweis des Ca?*-Einstroms in ekkrinen SchweiBdriisenzellen

Ca?* stellt einen ubiquitaren Neurotransmitter dar, welcher als second messenger
(sekundarer Botenstoff) fungiert. Dabei ist er fur die Signallbertragung verantwortlich,
d.h. er Ubertragt ein extrazellulares Primarsignal zu einem intrazellularen Signal bzw.
einer Signalkaskade. Ca?* dient neben cAMP als Haupt-Regulator des ekkrinen

Sekretionsmechanismus (Bovell, 2015).

Zur Analyse des physiologischen Reaktionsvermdgens der humanen Primarzellen der
ekkrinen Schweil’drise wurde der Calcium Flux Assay in der 2D Kultur sowie im 3D
Co-Kultur Modell angewandt (siehe 2.2.7). Das Fluorophor Fluo-4 AM wurde dabei als
Ca?*-Indikator verwendet, welches intrazellular durch die Hydrolyse der Esterbindung
zu Fluo-4 gespalten wird und dann bei der Bindung von Ca?* erhéhte Fluoreszenz
aufweist. Damit lasst sich die Anderung des intrazellularen CaZ*-Levels nach
Behandlung der Kulturen mit stimulierenden Reagenzien und Agonisten sowie

inhibierenden Substanzen und Antagonisten messen.

3.3.5.1 Pharmakologische Reagenzien im Calcium Flux Assay

Pharmakologische Reagenzien, wie beispielsweise muskarine Agonisten (Pilocarpin,
Carbachol) und Antagonisten (Glykopyrrolat, Atropin), ahmen aufgrund ihrer
Strukturanalogie Rezeptorliganden nach und aktivieren bzw. hemmen somit
bestimmte Signalwege. Demzufolge werden solche cholinergen Substanzen in
Studien zur Untersuchung der ekkrinen Schweillsekretion eingesetzt (Cui &
Schlessinger, 2015). In Tab. 12 wurden diese Reagenzien, deren spezifische Targets
und deren erwartete Wirkung auf das intrazellulare Ca?*-Level im Calcium Flux Assay

zusammengefasst.
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Tabelle 12: Stimulation und Inhibition von lonenkanalen sowie Rezeptoren der ekkrinen
Schweildriise durch den Einsatz von Agonisten und Antagonisten. Modifiziert nach Cui
& Schlessinger (Cui & Schlessinger, 2015).

Substanz Effekt Target
Acetylcholin (ACh) 1 Muskariner ACh-Rezeptor-Agonist (z.B. CHRM3)
Pilocarpin ) Muskariner ACh-Rezeptor-Agonist (z.B. CHRM3)
Muskariner und nikotinischer ACh-Rezeptor-Agonist
Carbachol 1 (2.B. CHRM3)
ATP ) Purinerger Rezeptor-Agonist
Glykopyrrolat ! Muskariner ACh-Rezeptor-Antagonist (z.B. CHRM3)
Kaliumsuifat » Kalium-Kanale (Na -K -ATPase, NKCC1, KCNNA4,
KCNN5)
Weitere Antagonisten (hier nicht analysiert):
Atropin ! Muskariner ACh-Rezeptor-Antagonist (z.B. CHRM3)
Ouabain | Na -K -ATPase Inhibitor
Benzamil ! ENaC Inhibitor
+ 2+-
Amilorid l ENaC Inhibitor + Na -Ca Exchange Blocker
(Diuretikum)

Neben der cholinergen Stimulation, die Uber muskarine ACh-Rezeptoren verlauft,
werden ekkrine Schweil3drisen durch af3-adrenerge und purinerge Agonisten aktiviert.
Diese Signalkaskade kann durch spezifische Antagonisten gehemmt werden.
Weiterhin sind pharmakologische Reagenzien bekannt, die spezifisch lonenkanale der
ekkrinen Schweilddrise hemmen (Ouabain, Benzamil, Amilorid) und somit die
Sekretion mindern bzw. inhibieren kdnnen. Des Weiteren kdnnen auch lonenldsungen
eingesetzt werden, die wahrscheinlich eine Anderung des Membranpotenzials
bewirken und/oder spannungsabhangige lonenkanale in der ekkrinen Schweil3drise
beeinflussen (Hertz et al., 2013).

Einige dieser Reagenzien wurden daher im Calcium Flux Assay getestet und deren
Wirkung auf das intrazellulare Ca?*-Level analysiert. Vor Einsatz dieser Reagenzien
wurde die Zytotoxizitat und somit die Einsatzkonzentrationen mittels des WST-1-Tests
bestimmt (siehe 2.2.2.6 und im Anhang Abb. 36+37).

3.3.5.2 Wirkung von Agonisten und Antagonisten in 3D Co-Kultur Modellen im
Calcium Flux Assay
Mithilfe des Calcium Flux Assays wurde als proof-of-concept das physiologische

Reaktionsvermogen der ekkrinen Schweil3drusenzellen in vitro an der 2D Co-Kultur
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und an 3D Co-Kultur Modellen mithilfe von Agonisten und Antagonisten analysiert
(Abb. 33).

Zunachst wurde das Reaktionsvermdgen der 2D Co-Kultur mithilfe des muskarinen
Rezeptor-Agonisten Carbachol untersucht. Die ekkrine Schweil3drisen-Zelllinie NCL-
SG3 besitzt nicht mehr die physiologische Funktionsfahigkeit, auf einen cholinergen
und a-adrenergen Stimulus zu reagieren (Lee & Dessi, 1989). Aufgrund dessen wurde
diese essentielle Funktion im Calcium Flux Assay ebenfalls in der 2D Kultur analysiert.
Nach Zugabe von Carbachol, das spezifisch an muskarine und nikotinische ACh-
Rezeptoren bindet, konnte ein erheblicher Anstieg der Fluoreszenz und damit des

intrazellularen Ca?*-Levels gezeigt werden (Abb. 33a).

In einer weiterfuhrenden Analyse wurde die Stimulation und die Inhibition in 3D Co-
Kultur Modellen untersucht (Abb. 33b). Die Zellen stammten dabei entweder aus
isolierten Drisen der Gesichtsregion oder der Achselregion (Oberarminnenseite). Sie
wurden nach der Isolation kultiviert. Anschlielend wurden 3D Co-Kultur Modelle
hergestellt. Mithilfe dieser Analyse sollte ein Einblick in das gewebespezifische und
- abhangige Reaktionsvermodgen von ekkrinen Schweilldrisenzellen gewonnen
werden. In Abb. 33b ist die relative Anderung der intrazelluldren Fluoreszenz von Fluo-
4 (AF/F0) dargestellt, was die erhdhte Bindung von Ca?* an den Indikator und somit
das erhohte Ca?*-Level im Vergleich zum unbehandelten Zustand wiederspiegelt. Die
Agonisten ACh und Pilocarpin binden spezifisch an muskarine ACh-Rezeptoren (siehe
Tab. 12) und bewirken auf diese Weise den Influx von Ca?*. Dies konnte nach Zugabe
von ACh und Pilocarpin als starker Anstieg des intrazellularen Ca?*-Levels in den 3D
Co-Kultur Modellen beobachtet werden (Abb. 33b). Jedoch wurde hier ein
gewebespezifischer Unterschied festgestellt. 3D Co-Kultur Modelle aus
Achselschweilldrusenzellen zeigten eine wesentlich starkere Reaktion nach
Behandlung mit den Agonisten ACh und Pilocarpin. Der Ca?*-Gehalt war in diesem
Fall in 3D Co-Kultur Modellen mit kultivierten Schweill3drisenzellen aus der

Achselregion signifikant hoher.
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Mit dem muskarinen Antagonisten Glykopyrrolat wurde der inhibitorische Effekt im
Calcium Flux Assay untersucht. Dabei zeigte der Inhibitor Glykopyrrolat alleine kaum

bzw. keine Wirkung auf das Ca?*-Level.
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Abbildung 33: Intrazelluldrer Ca%*-Einstrom in der 2D Co-Kultur und in 3D Co-Kultur
Modellen. a) 2D Co-Kultur wurde mit dem muskarinen Agonisten Carbachol (200 nM)
stimuliert, was zum Anstieg des intrazellularen Ca?*-Levels flihrte. MaRstab entspricht 50 uym.
b) Analyse der cholinergen Stimulation mit muskarinen Agonisten (ACh, Pilocarpin) sowie der
purinergen Stimulation mit ATP in 3D Co-Kultur Modellen, die aus Schweildriisenzellen
isolierter Drusen der Achsel bzw. des Gesichts stammen. Stimulierende Reagenzien bewirkten
den Ca?*-Influx in das Zytoplasma. Der muskarine Antagonist Glykopyrrolat bewirkte die
Inhibition nur in 3D Co-Kultur Modellen aus Schweil3driisenzellen des Gesichts. Die Inhibition
konnte in 3D Modellen (Gesichtszellen) durch cholinerge Stimulation mit ACh nicht aufgehoben
werden. Hingegen kam es in 3D Modellen aus Achselzellen nach Inhibition zur Stimulation.
Student’s t-Test n=6SEM mit p<0,05(*)<0,01(**).
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Aufgrund dessen wurde die Inhibition mit anschlieBender Stimulation mit dem
Agonisten ACh in den 3D Co-Kultur Modellen analysiert. Dabei konnte die Inhibition
teilweise wieder aufgehoben werden. In 3D Co-Kultur Modellen aus
Gesichtsschweil3drisenzellen blieb die Inhibition allerdings nach anschlieRender
Stimulation bestehen, da keine Fluoreszenzanderung beobachtet wurde. Im
Gegensatz dazu wurde die Inhibition nach Zugabe von ACh in 3D Co-Kultur Modellen
aus Achselschweil’driisenzellen wieder aufgehoben und stieg nach Zugabe von ACh

auf das Maximum an.

Nach purinerger Stimulation kommt es durch ATP zum Anstieg des intrazellularen
Ca?*-Levels, welches in 3D Co-Kultur Modellen aus Achselschweildriisenzellen

signifikant héher vorlag.

Zudem wurde der Einfluss von lonenlésungen auf den intrazellularen Ca?*-Gehalt in
3D Co-Kultur Modellen analysiert. Die extrazellulare Zugabe von Kaliumsulfat (K2SOa4)
fihrte dabei zum Anstieg des intrazellularen Ca2*-Levels. Ein sehr signifikanter Anstieg
wurde in 3D Co-Kultur Modellen aus Achselschweildrisenzellen im Vergleich zu 3D

Co-Kultur Modellen aus Schweil3drusenzellen der Gesichtsregion beobachtet.
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3.4 Integration von 3D Co-Kultur Modellen in ein Phenion-Vollhautmodell

Nach detaillierter Charakterisierung der 3D Modelle der Schweil3drise (Co-Kultur,
Coil, Dukt) wurden abschliefiend die 3D Co-Kultur Modelle in ein Phenion-
Vollhautmodell integriert. Bisher wurde noch kein in vitro Vollhautmodell mit
Hautanhangsgebilden, z.B. Schweil3drisen oder Haarfollikel, entwickelt (Brohem et
al.,, 2011). Die verfugbaren rekonstruierten in vitro 3D Vollhautmodelle besitzen
epidermale und/oder dermale Hautstrukturen und werden mit synthetischen Matrices
hergestellt (Abb. 34a) (Ackermann et al., 2010; Bellas et al., 2012; Diekmann et al.,
2016; Welss et al., 2004). Jedoch fehlen dem Hautaquivalent die Hautanhangsgebilde,
die entscheidende Funktionen innehaben, wie die Aufrechterhaltung der Homdostase,
die Immunabwehr und die Wundheilung (Nagel et al., 2013; Schittek et al., 2001;
Watabe et al., 2013).

So wurden 3D Co-Kultur Modelle der ekkrinen Schweil3drise in hoher Anzahl in die
Dermis des Phenion-Vollhautmodells integriert (siehe 2.2.8). Zur Rekonstruktion der
in vivo Situation wurden die Spharen in die Dermis, somit in die Schicht der ECM und
der Fibroblastenzellen des Bindegewebes, eingesat. Dies entspricht dem

physiologischen, nativen Zustand der Haut (Abb. 34a).

Nach Einsaat und Kultivierung der 3D Co-Kultur Modelle im Phenion-Vollhautmodell
zeigte sich, dass sich der Aufbau und die Architektur der 3D Modelle nicht veranderte
(Abb. 34b). Im oberen Bereich des 3D Modells konnte man jedoch z.T. ineinander
Ubergehende Zellen der unteren Zellschicht der Epidermis, der Basalschicht, und des
3D Modells erkennen. Im Randbereich des Vollhautmodells wurden erneut 3D Modelle
detektiert, die teilweise verklumpten und eine neue Schicht der Epidermis bildeten
(Abb. 34c). Dies ist im Human Skin punch model des Fraunhofer Instituts (Kruse et
al.), welches auf der Basis der Vorarbeiten von Lu et al. beruht (Lu et al., 2007),
ebenfalls der Fall. Nach Verletzung von humaner Haut durch Stanzen (sog. ,punch-in-
a-punch”) kommt es zur Nachbildung der oberen Hautschicht, der Epidermis (Abb.
34d). Nach der Integration der 3D Co-Kultur Modelle der ekkrinen Schweil3drise in ein
Phenion-Vollhautmodell wurde eine in vitro Methode zur Weiterentwicklung des
Vollhautmodells etabliert. Dies ermoglichte die Integration von rekonstruierten
Hautanhangsgebilden der ekkrinen Schweil3drise in ein in vitro 3D Vollhautmodell,
das bisher noch keine ,SchweiRdriisen-Aquivalente® aufwies. Jedoch bedarf es noch
weiteren Analysen, um die Zelldifferenzierung und die Wundheilung, die



Ergebnisse 117

mdglicherweise von den integrierten 3D Co-Kultur Modellen der Schweil3drise

hervorgeht, in diesen Modellen nachweisen zu konnen.
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Abbildung 34: Integration von 3D Co-Kultur Modellen in ein in vitro Phenion-
Vollhautmodell. a) HE-Farbung eines nativen Hautschnitts und eines in vitro Phenion-
Vollhautmodells. Aufbau des Vollhautmodells mit Epidermis und Dermis. b+c) 3D Co-Kultur
Modelle wurden in die Dermis eines Vollhautmodells integriert und unter der epidermalen
Schicht sowie im Randbereich der Dermis nach HE-Farbung detektiert. Mafl3stab in (b) 50 um
bzw. 20 ym. Malstab in (¢) 200 um. d) Wundheilungsmodell Human Skin punch model (des
Fraunhofer Instituts) mit regenerierter Epidermis nach dem Stanzen (Kruse et al.).
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4 Diskussion

Die Zellkultur ermdéglicht die in vitro Kultivierung von Zellen eines Gewebetyps
aulderhalb des Organismus. Dabei werden in der Forschung entweder 2D oder auch
3D Zellkulturmodelle eingesetzt. Das Ziel dieser Arbeit war, ein in vitro 3D Modell der
humanen ekkrinen Schweil3drise zu etablieren und anhand spezifischer Marker zu
charakterisieren. Dazu wurden Primarzellen verwendet, die aus nativem Gewebe
stammen. Die Arbeiten zur effizienten Isolation von ekkrinen Schweil3drisen aus
Humanhaut sowie die Wahl eines geeigneten Kultivierungsmediums etc. erfolgten
bereits in meiner Masterarbeit, sodass die |dentifikation dieser Parameter nicht mehr
Gegenstand dieser Arbeit war. Die Primarzellen haben im Vergleich zu
immortalisierten Zelllinien den Vorteil, dass wichtige Marker und Funktionen der Zellen
in der Kultur beibehalten werden, welche in Zelllinien genetisch und phanotypisch
haufig verandert vorliegen (Bielecka et al., 2016). Insgesamt sind Zellen in der
konventionellen 2D Kultur dennoch Bedingungen und einer Umwelt ausgesetzt, die
nicht mit der in einem Gewebe und damit nicht mit der in vivo Situation Gbereinstimmen
(Desroches et al., 2012). Die 2D Kultur ist aufgrund fehlender Zell-Zell-Interaktionen,
Verlust von ECM-Kontakt und stark verandertem Signalling in ihrer Struktur sowie in
ihrer Physiologie beschrankt, sodass Funktionsverluste in der 2D Kultur auftreten (Frey
etal., 2014).

In einem 3D Modell hingegen konnen einige Funktionen eines Gewebes oder eines
Organs rekapituliert werden (Frey et al., 2014; Huch & Koo, 2015; Shamir & Ewald,
2014). Dabei existieren sowohl 3D Modelle, welche mit einem sog. scaffold (Trager-/
GerlUstmaterial) hergestellt werden (Brayden & Cuthbert, 1990; Kleinman & Martin,
2005; Lei et al., 2011; Li et al., 2015; Li et al., 2013) als auch sog. scaffold-freie 3D
Modelle (Bartosh et al., 2010; Shamir & Ewald, 2014; Thoma et al., 2013).

Die bisherigen in vitro Arbeiten an Schweil3drisenzellen wurden an der Zelllinie NCL-
SG3 durchgefuhrt, welche als 2D Zellkultur-Modellsystem verwendet wurde (Bovell et
al., 2008; Ertongur-Fauth et al., 2014; Mork et al., 1996; Ring & Mork, 1997; Ring et
al., 1995; Servetnyk & Roomans, 2007). Frihere Studien zeigten auch ein 3D Modell
mithilfe ekkriner Schweil3drisenzellen und einer extrazellularen Matrix namens
Matrigel, welches als scaffold fungiert (Huang et al., 2016; Lei et al., 2011; Li et al.,
2015; Li et al., 2013). Scaffold-freie 3D Modelle der Schweil3driise wurden jedoch noch

nicht etabliert. Daher wurde die scaffold-freie Hanging drop-Technologie hier zur
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Etablierung eines rekonstruierten organotypischen 3D Modells der ekkrinen
Schweilddrise eingesetzt. Ein solches 3D Modell kdnnte beispielsweise zur
Erforschung von Erkrankungen der Schweil3drise, wie der Hyperhidrose, oder auch

zur ldentifikation von neuen Antitranspirant-Wirkstoffen verwendet werden.

4.1 Grundlegende Eigenschaften ekkriner SchweiBdriusenzellen

Zur Etablierung eines rekonstruierten 3D Modells der Schweil3drise bedarf es der
Identifikation grundlegender in vitro Eigenschaften der primaren ekkrinen
Schweilldrisenzellen. Zunachst wurden native ekkrine Schweil3drisen aus
Humanhaut isoliert und in der 2D Kultur kultiviert, welche dann in das 3D Modell
Uberfuhrt wurden. Die 2D und 3D in vitro Zellkultursysteme konnten so miteinander
verglichen werden. Dabei wurden grundlegende Eigenschaften der primaren ekkrinen
Schweilldrusenzellen in vitro identifiziert. Neben dem Wachstumsverhalten, der
Morphologie und dem transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) wurde auch
die Histologie und die Viabilitat der Schweil3drisenzellen in der 2D Kultur und in den
3D Modellen untersucht. Diese zellspezifischen Charakteristika, die Voraussetzung fur
die Entwicklung eines funktionalen, organotypischen 3D Modells der ekkrinen
Schweildrise sind, konnten bisher noch nicht an primaren Schweilldrisenzellen

gezeigt werden.

Aus Humanhaut wurden ekkrine Schweilddrisen isoliert und in ein Zellkulturgefal
uberfuhrt. Nach Adhasion der in situ Drise am Zellkulturboden wurde das Gewebe mit
zunehmender Kultivierungsdauer kleiner und es bildete sich ein Zellrasen. So konnte
die Migration von Zellen aus der nativen in situ Druse untersucht werden. Die Migration
von Epithelzellen im Gewebe spielt eine zentrale Rolle bei deren Entwicklung
(Embryogenese), bei der Immunitat und bei der Wundheilung (Theveneau & Mayor,
2013; Velez-delValle et al., 2016). Biedermann et al. konnte aufzeigen, dass ekkrine
Schweilydrisenzellen generell die Fahigkeit besitzen, in vivo sowie in vitro zu migrieren
und auf diese Weise die Epidermis zu regenerieren (Biedermann et al., 2013;
Biedermann et al., 2010). In Wundheilungsprozessen zeigten insbesondere Zellen aus
dem Coil, aber auch aus dem Dukt, solche Migrationsfahigkeiten (Pontiggia et al.,
2014). Bei der Migration und Proliferation spielen aulRerdem bestimmte extrazellulare
Signale und Interaktionen zwischen Zellen eine entscheidende Rolle (Martin, 1997).

Mithilfe der Zeitrafferaufnahmen konnte die Entstehung einer adherent migrierenden
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und proliferativen Zellpopulation aus der nativen Schweilddriise nachgewiesen
werden. Diese Erkenntnisse bleiben jedoch grofdtenteils unverstanden und mussen im
Bezug zum Migrationsverhalten und zur Wundheilung, beispielsweise in einem
,Migrationsassay“, mit ekkrinen Schweilddrisenzellen durchgeflihrt werden (Velez-
delValle et al., 2016).

Im Allgemeinen gehdren Schweilldrisen zu Epithelgeweben. Dabei bilden
Epithelzellen ein Deck- oder ein Drusengewebe aus, welches eine apikal-basale
Polaritat mit Lumen sowie eine Basalmembran aufweist und eine Barriere bildet (Li et
al., 2015; Salas et al., 2016). Die Barriere der ekkrinen Schweil3drisenzellen wurde
anhand des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) analysiert. Der TEER-
Wert liefert gewebe- und zellspezifische Informationen Uber die Zell-Zell-
Verbindungen, wie die sog. Tight Junctions, und Uber die Permeabilitat eines
Gewebes. Daruber hinaus konnen Ruckschlusse Uber den aktiven Austausch von
Stoffen Uber die Barriere zwischen dem apikalen und dem luminalen Kompartiment
geschlossen werden (Benson et al., 2013; Srinivasan et al., 2015). Der Austausch wird
entweder transzellular Uber aktive Transportprozesse oder parazellular Uber Tight
Junctions gewahrleistet (Benson et al., 2013). Bei der Messung mittels des
,cellZscopes® der Firma NanoAnalytics wurden zwei Messgrofien bestimmt. Die
elektrische Membrankapazitat Ccl sollte bei einem konfluenten Zellrasen bei 1 uF/cm?
liegen, da die Lipiddoppelschicht der Zellen stets identisch aufgebaut ist. In primaren
Schweildrisenzellen der 2D Co-Kultur (mit Coil- und Dukt-Zellen) wurde ein TEER-
Wert von ca. 60 Q-cm? erreicht, in der 2D Coil-Kultur hingegen nur ca. 30 Q-cm?und
in der 2D Dukt-Kultur ca. 5 Q-cm? (Abb. 9). Dies verdeutlicht, dass
Schweildrisenzellen in der 2D Co-Kultur eine weniger permeable, dichtere Barriere
aufweisen als die separiert voneinander kultivierten 2D Coil- bzw. 2D Dukt-Zellen. Im
Vergleich erzielten Brayden et al. ahnliche Ergebnisse bei primaren
Schweilldrisenzellen. Auf Kollagen kultivierte Schweil3drisenzellen zeigten einen
TEER von ca. 34 Q-cm?, auf Matrigel kultivierte einen TEER von ca. 85 Q-cm? (Brayden
et al., 1988). Ex vivo wurde im Dukt ein Widerstand von ca. 10 Q-cm? erzielt (Bijman
& Fromter, 1986), was ungefahr mit den Dukt-Zellen der 2D Kultur tbereinstimmt. Es
ist bekannt, dass der TEER-Wert in der Zellkultur jedoch von vielen GréRen abhangig
ist. Dabei spielt der Aufbau der Elektroden, das verwendete Medium, die Art der Zellen
(Primarzellen, Zelllinie), die Passage der Zellen etc. eine entscheidende Rolle, sodass

die Messergebnisse dadurch stark beeinflusst werden (Srinivasan et al., 2015).



Diskussion 121

Nichtsdestotrotz weisen niedrige TEER-Werte (< 500 Q-cm?), die besonders bei
Epithelien mit der Funktion des Flussigkeits- und Elektrolyttransports vorkommen, auf
eine erhohte Durchlassigkeit der Zellen und eine geringere Barrierefunktion hin (Saint-
Crig & Gray, 2017). Indes werden Zellen mit geringen TEER-Werten als besonders
variabel in ihrer Permeabilitdt angesehen (Benson et al., 2013), was in ekkrinen
Schweil3drusenzellen ebenfalls der Fall sein konnte. Aul3erdem ist der TEER ein Indiz
fur den parazellularen Transport via Tight Junctions. Der parazellulare Transport
deutet auf den selektiven Stofftransport und auf den Wasserstrom im Epithel hin,
welcher im Interzellularraum zwischen dem apikalen und dem luminalen Kompartiment
verlauft. Dieser Transportprozess tragt zur Homoostase bei (Srinivasan et al., 2015).
Insgesamt sind dies bedeutsame Aspekte der epithelialen Sekretion, die auch im
Zusammenhang mit der Schweil3sekretion stehen. Bei der Sekretion von Schweil®
kann die Sekretionsrate auf bis zu 4 I/h erheblich ansteigen (Hurley, 2001). Zudem
werden die Substanzen im gebildeten Primarschweil grotenteils im Dukt resorbiert,
sodass der finale Schweil} aus 98-99% Wasser besteht (Draelos, 2001). Daher muss
eine hohe, aber variable Permeabilitat in und zwischen den Zellen der ekkrinen
Schweilydrise gewahrleistet werden, die moglicherweise hier auch in der in vitro Kultur

identifiziert wurde.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Schweil’drisenzellen hinsichtlich ihrer
Morphologie untersucht. Die Zellen der 2D Co-Kultur und der 2D Coil-Zellen wiesen
die charakteristische Pflasterstein-Morphologie auf (Gao et al., 2014; Lei et al., 2008).
Demgegenuber zeigten Dukt-Zellen in der 2D Kultur in der Regel eine spindelférmige,
Fibroblasten-ahnliche Struktur mit vereinzelten, groflen Pflasterstein-artigen Zellen
auf. Die spindelférmige, fadige Struktur ahnelte der Morphologie der Zellen, die in
Arbeiten von Nagel et al. gezeigt wurden (Nagel et al., 2013). Sie wurden in dieser
Studie als Nestin-positive Stammzellen der Schweilldrise und als Schweil3drisen-
abgeleitete Stammzellen des Mesenchyms bezeichnet. Alleine die Morphologie konnte
an dieser Stelle jedoch keinen eindeutigen Hinweis auf die multipotenten

Eigenschaften der Dukt-Zellen geben.

Nach der 3D Kultivierung mittels Hanging drop-Verfahren wurden ebenfalls
unterschiedliche Morphologien der Zellen in den 3D Modellen (3D Co-Kultur, 3D Coil,
3D Dukt) nachgewiesen. Die Schweil3drisenzellen assemblierten selbstandig (sog.

self-assembly) zu runden Spharen (microtissues), was beispielsweise auch bei
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Herzmuskel-, Herzfibroblasten-, Mesenchymzellen oder embryonalen Stammzellen
beobachtet wurde (Bartosh et al., 2010; Beauchamp et al., 2015; Desroches et al.,
2012; Samuelson & Metzger, 2006). Das 3D Co-Kultur Modell und das 3D Coil-Modell
wiesen fransige Strukturen im Randbereich auf (Abb. 10). Diese koénnten flr
proliferierende Zellen sprechen, die in 3D Modellen besonders basolateral zu finden
sind (Thoma et al.,, 2014). Dagegen konnten 3D Dukt-Modelle eine abgrenzende
aullere Membran aufweisen, die moglicherweise eine Basalmembran darstellt. Dies
wurde von Li et al. fir Schweildrisenzellen beschrieben, die 3D in Matrigel kultiviert
wurden (Li et al., 2015).

Im Vergleich zu 3D Co-Kultur Modellen besalien 3D Dukt- und 3D Coil-Modelle eine
stark verringerte Spharengrofie von ca. 250-700 uym, die im 3D Co-Kultur Modell auf
bis zu ca. 1000 ym anstieg. Das Wachstumsverhalten der 3D Modelle wurde hier auch
im Bezug zur Zellzahl und zur Kultivierungsdauer analysiert. Es konnte keine Zunahme
und kein Wachstum anhand der Bestimmung des Spharendurchmessers in den 3D
Modellen beobachtet werden. Die Grolde der Spharen hing zwar von der Zellzahl bei
Einsaat ab, jedoch war diese nicht linear, da z.B. mit der Verdopplung der Zellzahl der
Spharendurchmesser nicht um das 2x anstieg. Mit fortlaufender Kultivierungsdauer
wurde eine tendenzielle Abnahme der Spharendurchmesser nachgewiesen,
insbesondere bei > 50.000 Zellen/pro Kultur (Abb. 11a+b). Weiterhin wurde ein
Phanomen in den drei Formen der 3D Modelle (Co-Kultur, Coil, Dukt) unabhangig von
der Zellzahl beobachtet: Zunachst zeigten die 3D Modelle eine leichte
Grollenzunahme, meist gefolgt von der Abnahme des Durchmessers, was fir einen
kompakten Zellverband spricht. Méglicherweise kdnnte dies auf eine Abfolge von
Proliferation, Dissoziation und Re-Aggregation hindeuten (Kim et al., 2013). AuRerdem
war die Grole der Sphare aulderst geringen Schwankungen ausgesetzt. Dies spricht
zudem flr ein kontrolliertes Mikromilieu sowie eine hohe Reproduzierbarkeit der

Zellkulturen und konnte nicht fur jeden Zelltyp erreicht werden (Chan et al., 2013).

Im nachsten Schritt wurde die Histologie im 3D Modell untersucht. Es wurden
Paraffinschnitte der 3D Modelle (Co-Kultur, Coil, Dukt) hergestellt und nach der
histologischen HE- und Azan-Farbung lichtmikroskopisch analysiert. Die
histologischen Schnitte sollten insbesondere Aufschluss uUber die Gewebestruktur
innerhalb der Spharen liefern. In der HE-Farbung werden Zellkerne, die saure bzw.

basophile Strukturen darstellen, durch das Anfarben mit Hamatoxylin blauviolett
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gefarbt (Mulisch & Welsch, 2010). Basische bzw. acidophile Strukturen, wie
Zellplasmaproteine und Kollagenfasern, werden durch den Farbstoff Eosin dagegen
hellrot/lila gefarbt. Dies konnte ebenfalls in den 3D Modellen gezeigt werden, da hier
Zellkerne blauviolett und Zytoplasma heller gefarbt wurden. So konnten Zellkerne und
Zytoplasma gut voneinander unterschieden werden. In Abb. 3b wurde ein nativer Kryo-
Hautschnitt mit ekkriner Schweil3drise HE-gefarbt. Hier erkennt man die intensivere
Violettfarbung des Dukt-Kompartiments im Vergleich zum sezernierenden Coil. Auch
die HE-Farbung der 3D Modelle unterschied sich je nach Ausflhrungsform des
Modells (Co-Kultur, Coil, Dukt). Das 3D Co-Kultur Modell wurde im Gegensatz zum 3D
Coil-Modell relativ einheitlich violett gefarbt. Innerhalb des 3D Coil-Modells traten
unterschiedliche Schichten zum Vorschein. Das 3D Dukt-Modell wurde nicht
wesentlich dunkler gefarbt und besal} eine hohe Anzahl kleiner Zellen im Zentrum, was
fur eine kompaktere Struktur oder Kolonien-bildende Zellen mit besonders kleiner
Grolde spricht (Velez-delValle et al., 2016). Da die Gewebestrukturen der 3D Modelle
mittels HE-Farbung nicht eindeutig identifiziert werden, wurde zur Differenzierung von
Bindegewebe und anderen Zellbestandteilen die Azan-Farbung eingesetzt (Mulisch &
Welsch, 2010).

Das 3D Co-Kultur Modell wurde sehr hell gefarbt, was bei Zytoplasma, elastischen
Membranen und Epithelien in der Azan-Farbung ebenfalls der Fall ist (Jastrow, 2014).
Auch die native Druse wurde in der Azan-Farbung ahnlich hell gefarbt (Abb. 3a). Im
3D Coil-Modell wurden hingegen wie in der HE-Farbung mehrere Schichten mit
unterschiedlichen Farbintensitaten nachgewiesen. Insbesondere fallt dabei die tiefrote
Farbung im Zentrum des 3D Coil-Modells auf. Eine solche Farbgebung wurde in der
Azan-Farbung auch von Diekmann et al. in 3D Vollhautmodellen beobachtet, welche
einzelne Bestandteile der extrazellularen Matrix (ECM) in der dermalen Schicht des
Vollhautmodells nachwies (Diekmann et al., 2016). Die ECM hat dabei besondere
Bedeutung bei der Migration und bei der Differenzierung der Zellen in einem 3D Modell
(Chan et al., 2013). Somit waren manche Zellen im 3D Coil-Modell moglicherweise in

der Lage, Komponenten der Matrix im Inneren der Sphare zu generieren.

In der Azan-Farbung werden Kollagenfasern (Typ |) der ECM sowie Mucus intensiv
blau gefarbt (Fukada et al., 2014; van Griensven et al., 2002). In 3D Dukt-Modellen
wurde ebenfalls eine Blaufarbung detektiert, was auf die Bildung von Kollagen zum

Strukturerhalt oder sezernierten Mucus hindeutet. Desroches et al. zeigte im scaffold-
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freien 3D Modell aus Herzmuskel- und Herzfibroblasten-Zellen die endogene Bildung
von ECM und wies die Komponenten Laminin, Fibronektin sowie Prokollagen | mittels
Western Blot-Analyse eindeutig nach. Die Bildung dieser Komponenten im 3D Modell
wurde insbesondere auf die Zell-Zell-Interaktionen zurlickgefuhrt. Die Zellen erzeugten
dabei ihr spezifisches Milieu inklusive ECM (Desroches et al., 2012). Dies ist auch in
den 3D Modellen der Schweilddrise denkbar. Die Blaufarbung konnte auch auf Mucus
hindeuten. Mucus wird von vielen Epithelzellen, wie Drusengewebe, in Kombination
mit FlUssigkeit sezerniert. Er setzt sich aus Mucinen und inorganischen Salzen
zusammen (Quinton, 2010). Dabei stellt Mucin ein Glykoprotein dar, welches auch in
Schweildrisen exprimiert und sezerniert wird (Ando et al., 1998). Die blaugefarbten
Strukturen im 3D Dukt-Modell kdnnten somit auf die sekretorische Aktivitat der Zellen
hinweisen. Zur Unterscheidung von Kollagenfasern und Mucus bedarf es jedoch

weiterer Analysen.

Die Viabiliat und Vitalitdt spielt in 3D Modellen eine entscheidende Rolle, da es
hauptsachlich in spharoiden Konstrukten zu Nekrose und/oder Apoptose kommen
kann, beispielsweise durch Unterversorgung. Die Unterversorgung kann dabei durch
den Mangel von Nahrstoffen, Sauerstoff und/oder die Ansammlung von
Abbauprodukten hervorgerufen werden. Unabhangig vom Zelltyp sind 3D Modelle mit
einer gewissen GrofRe (von ca. > 200 ym) meist von erhohtem Zelltod betroffen (Frey
etal., 2014; Zanoni et al., 2016). Ein 3D Modell mit einem erhéhten Durchmesser kann
jedoch auch eine geringe Zelltodrate aufweisen, wenn es eher durchlassig organisiert
ist (Thoma et al., 2014). Die Viabilitdt beschreibt die Lebensfahigkeit einer Zelle,
welche eine intakte Zellmembran besitzt. Die Vitalitat hingegen weist Zellen mit
intrazellularer Stoffwechselaktivitat nach. Zum Nachweis der Viabilitat und Vitalitat
wurde der Farbstoff Calcein AM verwendet, welcher in der Zelle aktiv zu Calcein
umgesetzt wird und stoffwechselaktive Zellen nachweist. Mit dem Farbstoff EthD-1
werden tote Zellen mit einer defekten Membran aufgezeigt, sodass hier tote und vitale
Zellen voneinander unterschieden werden konnen. Diese Unterscheidung wurde
mittels des Live-Dead Assays in 3D Modellen durchgefuhrt (Abb. 14-16). Bei der
Analyse der Lebend-Tot-Doppelfarbung wurde der Einfluss des Zelltyps, der
Kultivierungsdauer und der Zellzahl im 3D Modell untersucht. In 3D Co-Kultur Modellen
wurde ein starker Anstieg der Zelltodrate von D3 nach D7 unabhangig von der Zellzahl
nachgewiesen. Insbesondere wiesen Zellen, welche sich basolateral im 3D Co-Kultur

Modell befanden, eine starke Grun-Farbung, d.h. eine hohe Vitalitat, auf. Jedoch
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wiesen 3D Coil-Modelle und 3D Dukt-Modelle optisch eine intensivere Grin-Farbung
auf. Dies konnte auf den geringeren Spharendurchmesser der 3D Coil-Modelle und
der 3D Dukt-Modelle zurtuckgefuhrt werden. Ein nekrotisches Zentrum, wie es
vermehrt in der Literatur beschrieben wurde (Thoma et al., 2014; Zanoni et al., 2016),
konnte nur in 3D Coil-Modellen bei einer Zellzahl von > 50.000 Zellen/Kultur gezeigt
werden. Suboptimale Kulturbedingungen fihren in 3D Modellen auch zur Quieszenz
(Ruhe-/Inaktivitatsphase) und anschlieRend zur Apoptose von Zellen (Thoma et al.,
2014). Die Zellen in der Ruhephase sind zwar intakt, aber sind nicht stoffwechselaktiv.
Aus diesem Grund wurden diese Zellen im 3D Modell vermutlich weder griin noch rot
gefarbt und insbesondere im Inneren des Modells nachgewiesen. Diese quieszenten
und apoptotischen Zellen kdnnen nach Zanoni et al. in das Innere der Sphare migrieren
(Zanoni et al., 2016), sodass es zur Ausbildung eines nekrotischen Zentrums kommt.
Thoma et al. zeigte, dass ein durchlassig organisiertes Spharoid mit erhéhtem
Durchmesser nicht unbedingt ein solch nekrotisches Zentrum ausbildet (Thoma et al.,
2014). Maoglicherweise weisen die Schweilddriisenzellen auch im 3D Modell eine hohe
Durchlassigkeit auf, sodass es nicht zur Nekrose und Apoptose im Zentrum des 3D
Modells kommt. Dies wirde auch mit den Daten der TEER-Messung Ubereinstimmen,
die permeable Schweil3drisenzellen zeigten. In einer Studie von Bartosh et al. wurden
humane Mesenchymzellen im Hanging drop kultiviert und ebenfalls auf ihre Viabilitat
und Vitalitat analysiert. Dabei wurde eine optimierte Kultivierungszeit von D3 und eine
Zellzahl von bis zu 100.000 Zellen/Kultur bestimmt (Bartosh et al., 2010). Dies
entspricht den Erkenntnissen der Viabilitdts-Analyse in den 3D Modellen der
Schweilldrise. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden fur die weiteren
Untersuchungen eine Zellzahl von 25.000 Zellen/Kultur und eine Kultivierungszeit von
D3 verwendet. Im nachsten Schritt wurde die Differenzierung und die Polaritat der 3D

Modelle mithilfe spezifischer Marker der ekkrinen Schweil3drise analysiert.

4.2 Charakterisierung des rekonstruierten 3D Modells im Vergleich zur 2D

Kultur sowie zur nativen Driise

Mithilfe der Hanging drop-Technologie konnten rekonstruierte 3D Modelle der ekkrinen
Schweil’driise entwickelt werden. Nach der Identifikation von grundlegenden in vitro
Eigenschaften der Schweil3drisenzellen wurden die 3D Modelle anhand bekannter

Schweilydrusen-spezifischer Marker auf Ebene der Genexpression sowie auf Ebene
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der Proteinexpression charakterisiert. Des Weiteren wurden die 3D Modelle auf ihre

Differenzierung sowie ihre Polaritat untersucht.

4.2.1 Nachweis spezifischer Marker mittels Genexpressionsanalyse

In der Genexpressionsanalyse wurden die Marker CHRM3, AQP5, CEACAMS, PIP,
NKCC1 sowie ANO1 im 3D Modell mittels gRT-PCR untersucht. Die Auswahl dieser
Marker, die insbesondere Rezeptoren, Differenzierungsmarker, Regulatoren oder
lonenkanale/-transporter darstellen, orientierte sich an deren entscheidenden
Funktionen bei der Schweilysekretion (Bovell, 2015; Cui & Schlessinger, 2015; Sugiura
et al., 2015). Im Vergleich zur 2D Kultur wurden in 3D Modellen insgesamt induzierte
Genexpressionen der zuvor genannten Marker gezeigt. In der 2D Kultur wurden die
Marker CHRM3 und AQPS5 nicht exprimiert, was auf einen Funktionsverlust beim
Schwitzmechanismus hindeutet. CHRM3 ist in ekkrinen Schweil3drisen essentiell fur
die cholinerge Signalweiterleitung (Kurzen et al., 2004; Landis, 1999) und AQPS5 fir
den Wassertransport (Ishikawa & Ishida, 2000). Dieser Vergleich zwischen 2D Kultur
und 3D Modell spricht fur die Induktion der Genexpression durch die 3D
Kultivierungsmethode (Samuelson & Metzger, 2006). CHRM3 und AQP5 wurden
insbesondere in 3D Co-Kultur Modellen exprimiert, wohingegen CHRM3 in 3D Dukt-
Modellen stark reduziert und AQP5 nicht exprimiert wurde. Sowohl CHRM3 als auch
AQPS5 stellen spezifische Marker des Coils dar (Cui & Schlessinger, 2015), was die
geringen Expressionen im 3D Dukt-Modell erklaren kénnte. CHRM3 und AQP5 wurden
an D7 im 3D Co-Kultur Modell induziert exprimiert. PIP wurde an D3 hdher exprimiert,
welches in vivo an AQP5 bindet und die Wassersekretion bewirkt (Nejsum et al., 2002;
Sugiura et al., 2015). Li et al. berichteten, dass Schweil3drisenzellen nach kurzer
Kultivierungszeit von der Proliferation in die Differenzierung Ubergehen, welche in
Matrigel dreidimensional kultiviert wurden (Li et al., 2017). Dieser Annahme folgend,
konnten die hier festgestellten, zeitlich unterschiedlichen Genexpressionen der
analysierten Marker auf Prozesse der Proliferation oder der Differenzierung des 3D
Modells hindeuten. Interessanterweise wurde die Genexpression von CEACAMS
bereits nach 3 Tagen in Kultur im Vergleich zu CHRMS3 oder AQPS5 erst nach 7 Tagen
induziert. AuRBerdem wiesen 3D Co-Kultur Modelle vergleichbare CEACAMS5-
Transkriptmengen zur nativen in vivo Druse auf. Dies deutet auf stark differenzierte
und polarisierte Schweil3drisenzellen im 3D Co-Kultur Modell hin, wie es von llantzis

et al. fur Darmzellen in 3D Kulturen gezeigt wurde (llantzis et al., 2002).
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NKCC1, ein Natrium-Kalium-Chlorid Cotransporter, und ANO1, ein Cl-lonenkanal,
konnten in der 2D Kultur und in 3D Modellen nachgewiesen werden. Dabei wird
NKCC1 in vivo im sezernierenden Coil und schwach im Dukt (Cui & Schlessinger,
2015), dagegen ANO1 nur im Coil exprimiert (Ertongur-Fauth et al., 2014). Beide
Marker wurden insgesamt geringer in der 2D Kultur detektiert. NKCC1 wurde
besonders in der 2D Co-Kultur und im 3D Co-Kultur Modell exprimiert. Separierte Coil-
und Dukt-Zellen wiesen — unabhangig von der 2D oder der 3D Kultivierungsmethode
— eine sehr geringe NKCC1-Expression auf. Daraus kann geschlossen werden, dass
die Zelltypen der ekkrinen Schweildrise bei getrennter Kultivierung moglicherweise
ihre Zellidentitat verlieren und zur Aufrechterhaltung voneinander abhangig sind. Sato
et al. konnte diesen Verlust in vitro ebenfalls nachweisen (Cui & Schlessinger, 2015;
Sato et al., 1989).

Demgegenuber war die Genexpression von ANO1 nicht vom Zelltyp (Co-Kultur, Coil-,
Dukt-Zellen) oder der Art der Kultivierung (2D, 3D) abhangig; ANO1 wurde in der 2D
Kultur und starker in der 3D Kultur, aber insgesamt am hdchsten in der 3D Co-Kultur
und in 3D Coil-Modellen exprimiert. ANO1 als luminaler Ca%*-abhangiger Chloridkanal
ist neben CFTR fur die Akkumulation von CI- in das Coil-Lumen und somit fur die
Bildung des Primarschweildes verantwortlich (Concepcion & Feske, 2016; Concepcion
et al., 2016; Ertongur-Fauth et al., 2014). In der einzig etablierten Zelllinie fur ekkrine
Schweilydrisen (NCL-SG3) konnte die Genexpression von NKCC1 und ANO1
ebenfalls nachgewiesen werden, der entscheidende Rezeptor flr die cholinerge
Innervation (CHRM3) hingegen nicht. Die hier beobachtete ANO1-Genexpression
konnte auf zwei Aspekte zurlickzufiihren sein: Erstens illustriert dies, dass in der 2D
Kultur und in den 3D Modellen vorwiegend sezernierende Zellen des Coils vorliegen,
was auch mit der Zelllinie NCL-SG3 Ubereinstimmt (Ertongur-Fauth et al., 2014).
ANO1 wurde im 3D Dukt-Modell ebenfalls exprimiert (Abb. 17b), jedoch wird in der
Literatur ANO1 als Marker des Coils beschrieben, welcher im Dukt nicht vorkommen
soll (Ertongur-Fauth et al., 2014; Saint-Criq & Gray, 2017). Zweitens deutet dies
moglicherweise auf eine Kontamination mit Coil-Zellen in der Dukt-Kultur hin, die
eventuell aus der Transitionszone zwischen Coil und Dukt stammten und
Charakteristika beider Zelltypen besallen (Bovell, 2015).

Weiterhin wurde die Genexpression der Schweilldriisen-spezifischen Marker in 3D

Co-Kultur Modellen untersucht, welche aus kultivierten Schweil3driisenzellen von drei
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unterschiedlichen Spendern hergestellt wurden. Es konnten leichte Schwankungen
innerhalb der Spender in den Genexpressionen nachgewiesen werden.
Papadimitropoulos et al. zeigten, dass in der 3D Kultur geringere interindividuelle
Schwankungen im Vergleich zur 2D Kultur auftreten. Mit diesem Phanomen wurden
hochregulierte Gene verschiedener Signalwege in den 3D Modellen in Verbindung

gebracht, welche in der 2D Kultur nicht aktiviert sind (Papadimitropoulos et al., 2014).

Im Rahmen dieser Expressionsanalysen wurde deutlich, dass Markergene, die mit
dem Sekretionsprozess assoziiert sind, im zeitlichen Verlauf und je nach Art der
Kultivierung (2D, 3D) differenziell reguliert werden. Fasst man die Ergebnisse
zusammen, so deuten diese auf eine Favorisierung der 3D Hanging drop-Kultivierung
hin. Gene, die nativ exprimiert werden, gehen in 2D Kulturen teilweise verloren und

werden im physiologischeren 3D Modell wieder exprimiert.

4.2.2 Nachweis spezifischer Marker mittels Proteinexpression

Mittels Proteinexpressionsanalysen wurde die Lokalisation unterschiedlicher
Schweildrisen-spezifischer Marker im 3D Modell identifiziert. Diese wurden bereits in
Studien von Biedermann et al. und anderen Arbeitsgruppen in der nativen Drise und
in Schweil3drisenzellen lokalisiert. /n vivo wurden die Marker CEACAMS und NKCCA1
sowohl im Coil- als auch im Dukt-Kompartiment beschrieben. Spezifisch fur das Coil-
Kompartiment waren CHRM3, a-SMA, AQP5, ANO1, Substance P sowie CGRP und
fur das Dukt-Kompartiment CK10, Involucrin, CD200 sowie GalR2 (Biedermann et al.,
2010; Bovell et al., 2013; Cui & Schlessinger, 2015; Lei et al., 2011; Li et al., 2013;
Saint-Criq & Gray, 2017; Zancanaro et al., 1999).

Diese Marker wurden mittels Immunfluoreszenz in der nativen Druse, in der in situ
Drise mit auswachsenden Zellen der 2D Co-Kultur und in 3D Modellen (Co-Kultur,
Coil, Dukt) analysiert, sodass ein Vergleich der Proteinexpression von in vivo, in situ
zu in vitro moglich war (Abb. 19+20). In situ Drisen exprimierten alle ausgewahlten
Marker. Interessanterweise verlieren die Schweil3drisenzellen im Laufe der Migration
und Proliferation aus der nativen Drise eine Vielzahl der analysierten Marker. Ein
solches Phanomen der De-Differenzierung in vitro wurde bereits mehrfach in der
Literatur beschrieben (Cui & Schlessinger, 2015; Cuthbert et al., 1990; Sato et al.,

1989). Diese Ergebnisse unterstitzen demzufolge die Genexpressionsdaten, bei
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denen ebenfalls ein Verlust bestimmter Genaktivitaten im zeitlichen Verlauf und je

nach Art der Zellkultivierung gezeigt werden konnte.

Werden die in der 2D Kultur expandierten Zellen in eine ,naturlichere” Umgebung in
ein 3D Hanging drop-Modell Uberfuhrt, kommt es zur Induktion der Marker (Bartosh et
al., 2010; Bielecka et al., 2016; Foty, 2011; Samuelson & Metzger, 2006). Dazu zahlen
die stark im 3D Co-Kultur Modell exprimierten Schweilddrisen-spezifischen Marker
CEACAMS5, CHRM3, NKCC1, AQP5, ANO1, a-SMA, TRPMS, und GalR2. Die Marker
CK10, Involucrin, CD200 und S100 wurden in der nativen Drise gering exprimiert und
auch im 3D Modell nur schwach nachgewiesen. Diese schwach exprimierten Marker
waren, bis auf S100, Dukt-Marker. Dies unterstutzt die bereits aufgestellte Hypothese,
dass im 3D Co-Kultur Modell vorwiegend Coil-Zellen und nur ein geringer Anteil Dukt-
Zellen vorlagen. Auch dieses Ergebnis wird durch die Genexpressionsanalysen
unterstutzt. Brayden et al. fUhrten durch das Anlegen einer elektrischen Spannung
(short circuit current) Messungen zum epithelialen lonenstrom durch (Brayden et al.,
1988). Sie konnten aufzeigen, dass primare ekkrine Schweildrisenzellen des Coils in
der 2D Kultur duktale Eigenschaften beim transzellularen lonentransport annahmen.
Dieser Prozess wird als Transformation oder als De-Differenzierung bezeichnet
(Brayden et al., 1988; Cuthbert et al., 1990). Die Transformation der Zellen im 3D Co-
Kultur Modell ware auch hier denkbar, sodass mdglicherweise Dukt-Zellen

Eigenschaften von Coil-Zellen annahmen und ein Wandel der Zellidentitat stattfand.

Die Marker NKCC1 und CEACAMS5, die sowohl im Dukt als auch im Coil vorkommen,
dienten der allgemeinen Identifikation von ekkrinen Schweil3drisenzellen im 3D
Modell. Weiterhin wurden die Marker CHRM3, AQP5, ANO1, a-SMA, GalR2 und S100
zum Nachweis von Coil-Zellen verwendet, da diese Coil-spezifische Marker darstellen.
In der Immunfluoreszenz wurden diese Marker besonders stark, hauptsachlich
basolateral im 3D Co-Kultur Modell nachgewiesen. Folglich wurden spezifisch ekkrine
Schweildrisenzellen und des Weiteren Zellen des sezernierenden Coils sowie ihre
Position im 3D Co-Kultur Modell nachgewiesen. AuRerdem bestatigte der Marker a-
SMA Myoepithelzellen, die das 3D Modell als Zellschicht umrandeten und deren
Lokalisation ebenfalls dem nativen Coil entsprach. Diese sind fir den Strukturerhalt
und die Kontraktion bei der Sekretion verantwortlich (Saga, 2002; Sato et al., 1991),
was im 3D Modell ebenfalls vermutet werden kdnnte. Mithilfe der Marker CEACAM5

und AQPS werden aulRerdem Polaritat und Differenzierung in Verbindung gebracht



Diskussion 130

(Brown et al., 1995; llantzis et al., 2002; Nejsum et al., 2002), sodass man hier von
differenzierten, organisierten Zellen mit bestimmten funktionellen Identitaten sprechen

konnte.

Ein weiterer Chloridkanal des Coils, ANO1, wurde sowohl in der nativen Drise als
auch im 3D Co-Kultur Modell stark luminal exprimiert. Die Lokalisation im 3D Modell
stimmt hier Uberwiegend mit der in vivo Situation des gefarbten Humanhautschnittes
Uberein. Ebenfalls dokumentierten Ertongur-Fauth et al. ANO1 in vivo in
sezernierenden Coil-Zellen der ekkrinen Schweilddriise (Ertongur-Fauth et al., 2014).
Dieser befordert Cl-lonen zur Bildung eines elektrochemischen Gradienten in das
Lumen des Coils (Saint-Criq & Gray, 2017). Daraus kann auf apikal-basale Polaritat
im 3D Co-Kultur Modell geschlossen werden. In Epithelgeweben ist diese Polaritat fir
die Funktionalitat der Zellen essentiell (Overeem et al., 2015). Im Gegensatz dazu ist
die Expression solcher funktionalen und strukturellen Polaritats-Marker in epithelialen
3D Tumor-Modellen exzessiv und unorganisiert, sodass von Polaritatsverlust und
Verlust der Physiologie ausgegangen wird (llantzis et al., 2002; Nelson, 2009). Hier
zeigte sich eine organisierte Verteilung dieses charakteristischen lonenkanals im

Zentrum des 3D Co-Kultur Modells, was auf luminal differenzierte Zellen hindeutet.

In der Proteinexpressionsanalyse wurde auch S100 als Marker eingesetzt, jedoch
wurde dieser schwach basolateral in den 3D Modellen detektiert. Die Familie der Ca?*-
bindenden Proteine hat eine Vielzahl regulatorischer Funktionen, wie beispielsweise
die Enzymaktivierung oder die Sekretion, und wird in der ekkrinen Schweil3drise
exprimiert (Li; et al., 2017; Wilke et al., 2006; Zancanaro et al., 1999). In der Literatur
ist die Expression von S100-Proteinen in Zellen der Schweil3drise nicht konsistent, da
S100 teilweise in Myoepithelzellen gezeigt wurde (Wilke et al., 2006) oder aber nur in
clear cells detektiert wurde (Zancanaro et al., 1999). Die S100-positiven Zellen im 3D
Co-Kultur Modell deuten moglicherweise auf Myoepithelzellen hin, da sie als

Zellschicht das 3D Modell umrandeten.

Bisher konnte GalR2 und TRPMS8 noch nicht an in vitro Kulturen der Schweildrise
gezeigt werden. GalR2 stellt einen transmembranen G-Protein gekoppelten
Neuropeptid-Rezeptor dar, welcher Galanin bindet, und im zentralen sowie im
peripheren Nervensystem weit verbreitet ist. Die GalR1-3 werden Uber
unterschiedliche Signalwege gesteuert, die K*-, Ca?- und Cl-lonenkanale

beeinflussen. In der ekkrinen Schweil3drise wird vermutet, dass durch die Bindung
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von Galanin an GalR2 und GalR3 die Cl-Konzentration intrazellular ansteigt und damit
die Sekretion induziert wird (Bovell et al., 2013). Im Hautschnitt wurde GalR2 nur im
sezernierenden Coil und nicht im Dukt sowie stark basolateral im 3D Co-Kultur Modell
exprimiert, sodass hier GalR2 eindeutig nachgewiesen wurde. Die Daten weisen
erneut auf sezernierende Zellen im 3D Modell hin, die basolateral vermehrt der

Funktion des Signalempfangs zugeordnet werden kdonnen.

TRPM8 wird auch als Kalte-/Menthol-Rezeptor bezeichnet. Vermutlich spielt der
Menthol-Rezeptor eine wichtige Rolle in der epidermalen Homoostase und
Hautbarriere. Er konnte auch in epidermalen Keratinozyten detektiert werden (Denda
et al., 2010). AulRerdem ist er malRgeblich flir das Kalteempfinden — und daher auch
fur die Thermoregulation — verantwortlich und wird bei Temperaturen < 26°C aktiviert,
was den Einstrom von Ca?* in das Zytoplasma bewirkt (Toth et al., 2014). Der
thermosensitive lonenkanal wurde nativ in Schweil3drisen exprimiert, jedoch nicht in
der Zelllinie NCL-SG3 (Czifra et al., 2012). In Vollhautschnitten wurde TRPM8 nativ
stark im Coil, schwach im Dukt und auch stark im gesamten 3D Co-Kultur Modell
detektiert. Die Zellen im 3D Modell lassen vermuten, dass neben der cholinergen
Stimulation auch eine Stimulation Uber Modulatoren wie beispielsweise Galanin oder
Menthol moglich sein konnte. Dies sollte in der Zukunft anhand des 3D Modells naher

analysiert werden.

Um mogliche Unterschiede in der Proteinexpression zwischen den unterschiedlichen
3D Modellen feststellen zu kdnnen, wurden auch 3D Coil- und 3D Dukt-Modelle auf
ihre Proteinexpression analysiert (Abb. 21+22). Dabei wurden neben den bereits
analysierten Schweil3driisen-spezifischen Markern auch Marker der Subzelltypen
(clear cells, dark cells, Myoepithelzellen, Stammzellen, proliferierende Zellen)
untersucht. Die Marker CHRM3, ANO1, Substance P, S100 und CGRP markierten
keine Zellen in 3D Dukt-Modellen. Dies entspricht jedoch der in vivo Situation, zumal
diese Marker Coil-spezifisch sind. Im Vergleich zum 3D Co-Kultur Modell konnte in
vielen Fallen eine verminderte Menge an Protein in 3D Coil-Modellen nachgewiesen
werden. Des Weiteren entsprach die Lokalisation weniger der apikal-basalen Polaritat.
Insbesondere wurde dies in der ANO1-Immunfluoreszenz deutlich, da dieser Marker
im 3D Coil-Modell nicht mehr apikal nachweisbar war. Wie bereits im Rahmen der
Diskussion zur Genexpression erwahnt, stitzt dieses Ergebnis die Hypothese, dass

sich aufgrund der fehlenden Zell-Zell-Kommunikation zwischen Dukt- und Coil-Zellen
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im 3D Modell die Zellidentitat verandert oder es zum Identitatsverlust der
charakteristischen Merkmale eines Zelltyps kommt. Dieses Phanomen wurde
ebenfalls von Sato et al. und weiteren in Studien auf dem Gebiet der Schweil3drusen-
Forschung beschrieben (Cui & Schlessinger, 2015; Sato et al., 1989).

Substance P, CGRP und S100 stellen eine Gruppe von Neuropeptiden, Ca?*-
bindenden Proteinen und Modulatoren dar, die die Sekretion in ekkrinen
Schweil’drisenzellen beeinflussen kénnen (Bovell, 2015; Vilches et al., 2012;
Zancanaro et al., 1999). Substance P hat dabei eine inhibierende Wirkung auf die
Sekretion, CGRP hingegen eine stimulierende (Kumazawa et al., 1994; Vilches et al.,
2012). Wie zuvor beschrieben, ist die Lokalisation von S100 in der Literatur
uneinheitlich, da S100 neben clear cells teilweise auch Myoepithelzellen markiert
(Wilke et al., 2006). Zancanaro et al. zeigten in vivo Substance P spezifisch in
sezernierenden clear cells sowie CGRP in sezernierenden dark cells (Zancanaro et
al., 1999). Zur Unterscheidung von clear und dark cells im 3D Modell bieten sich daher
Substance P und CGRP an. Diese beiden sezernierenden Zelltypen des Coils sind in
die Sekretion involviert. Clear cells besitzen eine Vielzahl von Mitochondrien und sind
hauptsachlich an der Sekretion von NaCl und somit an der Bildung des
Primarschweilles beteiligt (Bovell, 2015). Die Rolle und die Funktion der dark cells ist
jedoch aufgrund der Schwierigkeiten bei der Isolation sowie bei der Kultivierung dieses
Zelltyps weitestgehend ungeklart. Es wird vermutet, dass dark cells an der Freisetzung
antimikrobieller Peptide, wie Dermcidin oder Sialomucin, beteiligt sind (Bovell, 2015;
Cui et al., 2012; Cui & Schlessinger, 2015). Die Farbung zeigte im 3D Coil-Modell
basolateral eine intensive Farbung beider Marker, sodass hier clear und dark cells
vorlagen. Zum spezifischen Nachweis von clear und dark cells wurde eine Co-
Lokalisation (Doppelfarbung) im Modell durchgefuhrt, die im nachsten Abschnitt

beschrieben wird.

Der Myoepithelzell-Marker a-SMA (Kurata et al., 2014; Schon et al., 1999) wurde
insbesondere in 3D Co-Kultur Modellen, schwéacher im 3D Coil-Modell und nicht in 3D
Dukt-Modellen nachgewiesen. Die a-SMA-positiven Zellen bildeten dabei eine aul3ere,
das 3D Modell umrandende Zellschicht. Myoepithelzellen sind insbesondere fur den
Strukturerhalt und bei der AusstoRung des sekretierten Primarschweil3es behilflich
(Saga, 2002; Sato et al., 1991). Dies kénnte moglicherweise auf eine Zellschicht im

3D Modell hindeuten, welche die Struktur des 3D Modells erhalt oder sogar nach
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Stimulation befahigt ist, zu kontrahieren. Jedoch liefert die a-SMA Immunfluoreszenz
fur eine solche Funktion keinen Nachweis. Die Daten zeigen aber, dass sezernierende
clear und dark cells sowie Myoepithelzellen in den 3D Modellen vorkamen. Zudem
konnte der Nachweis der Neuropeptide Substance P und CGRP sowie des Rezeptors
GalR2 auf Zellen im 3D Modell hindeuten, welche Uber regulatorische Funktionen im

Bezug zur Sekretion verfugen konnten.

Zur Co-Lokalisation von clear cells sowie dark cells in 3D Co-Kultur- und 3D Coil-
Modellen wurden simultan die Marker Substance P und CGRP in der
Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt (Abb. 23). Wie zuvor beschrieben, wird
Substance P in vivo spezifisch in clear cells sowie CGRP spezifisch in dark cells
exprimiert (Zancanaro et al., 1999). Im 3D Co-Kultur Modell wurden clear cells
vermehrt luminal und dark cells eher basolateral detektiert. Teilweise wurde eine leicht
unspezifische Farbung beider Marker in Zellen des 3D Co-Kultur Modells beobachtet.
Im 3D Coil-Modell hingegen wurden sowohl clear cells als auch dark cells stark in den
aulleren Zellschichten der Sphare, aber nicht luminal nachgewiesen. Die Lokalisation
der beiden Marker in der Zelle an sich war jedoch identisch; Substance P zeigte sich
insbesondere in der Nahe des Zellkerns. Dies kdnnte auf die Induktion der Proliferation
und den Schutz vor Apoptose hindeuten (Gonzalez Moles et al., 2009). Hingegen
wurde CGRP in der Zellmembran der 3D Modelle detektiert. Dark cells enthalten eine
Vielzahl von Granula, welche mit weiteren Substanzen bei der Sekretion in das Coil-
Lumen abgegeben werden (Bovell, 2015). Mdglicherweise befand sich CGRP in den
dark cells der 3D Modelle aus diesem Grund in der Nahe der Membran, um nach der
Stimulation ebenfalls an die aulere Umgebung sekretiert zu werden. Bei der
Freisetzung bindet CGRP an dessen korrespondierenden Rezeptor und aktiviert dabei
einen cAMP-gesteuerten Signalweg (Russo, 2015). Ein solcher Wirkmechanismus
konnte eventuell auch im 3D Modell moglich sein. Die Verteilung dieser beiden
Zelltypen ist im nativen Zustand ca. 50 % zu 50 % (Bovell, 2015). Hier zeigte nicht jede
Zelle im 3D Co-Kultur Modell und im 3D Coil-Modell eine Substance P- oder eine
CGRP-Markierung. Dies konnte, wie bereits erwahnt, auf einen ldentitatsverlust oder
die Reprogrammierung der Zellen hindeuten, wie es von Cuthbert et al. und Sato et al.
in ekkrinen Schweilldriisenzellen der 2D Kultur beschrieben wurde (Cuthbert et al.,
1990; Sato et al., 1989). Nichtsdestotrotz konnten clear und dark cells erfolgreich in
3D Modellen der Schweilddrise identifiziert werden.
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Das Intermediarfilament Nestin, welches zur Identifizierung von Stammzell-
populationen in der Haut, u.a. auch bei ekkrinen Schweildrisen, eingesetzt wird
(Nagel et al., 2013; Petschnik et al., 2010; Tiede et al., 2009), konnte nicht in 3D Co-
Kultur Modellen nachgewiesen werden (Abb. 22, Q-T). Demgegenuber war der
Nachweis in 3D Modellen des Coils und des Dukts erfolgreich. Auflerdem unterschied
sich die Lokalisation dieses Markers, da dieser in 3D Coil-Modellen im Zytoplasma von
luminalen Zellen und in 3D Dukt-Modellen in der Nahe des Nucleus detektiert wurde.
Nestin als Intermediarfilament des Cytoskeletts wurde weiterhin auch als Regulator
der Genexpression beschrieben (Thomas et al., 2004). Dabei hangt die Funktion von
der Lokalisation des Proteins — Zytoplasma oder Nucleus — ab. In der Nahe des
Nucleus kann Nestin die Genexpression regulieren, was mit erhdhter Proliferation in
Verbindung gebracht wird (Krupkova et al., 2011). Dies deutet darauf hin, dass Zellen
des 3D Dukt-Modells vermehrt proliferativ sowie undifferenziert vorlagen und diesen
Stammzell-assoziierten Marker exprimierten. 3D Co-Kultur Modelle wiesen dagegen
keine Nestin-positiven Zellen auf und exprimierten wahrscheinlich eher
Differenzierungs-assoziierte Marker. 3D Coil-Modelle zeigten ebenfalls Nestin-positive
Zellen, aber im Zytoplasma. Mithilfe des Nestin-Markers konnten im 3D Modell (Coil,

Dukt) Zellen mit Stammzellpotenzial nachgewiesen werden.

Zum Nachweis der Proliferation wurden die Zellen des 3D Modells hinsichtlich der
Expression des nuklearen Markers Ki67 in der Immunfluoreszenzfarbung untersucht
(Abb. 22, U-X). Ruhende Zellen der GO-Phase des Zellzyklus werden dabei nicht
detektiert. Wahrend der Interphase befindet sich das Ki67-Protein im Zellkern, sodass
proliferierende Zellen einer Zellpopulation anhand dieses Merkmals charakterisiert
werden koénnen (Scholzen & Gerdes, 2000). In der nativen Drise wurde Ki67 in
wenigen proliferierenden Zellen des Dukts und vermehrt im Coil punktuell markiert. Die
Lokalisation des Ki67-Markers war nativ grofdtenteils in der Nahe des Zellkerns. Im 3D
Co-Kultur Modell wurde Ki67 stark basolateral nachgewiesen, wohingegen in den 3D
Coil- sowie in den 3D Dukt-Modellen nur eine schwache basolaterale Farbung
erkennbar wurde. Diese Markierung war dagegen nicht punktuell, sondern wurde in
der Membran nachgewiesen. In der Literatur wurde dies trotz Verwendung eines
monoklonalen Antikorpers zwar als Artefakt interpretiert, aber auch als Kreuzreaktion
mit weiteren Antigenen, welche ein ahnliches Epitop besitzen (Leonardo et al., 2007).
Damit konnten mithilfe des Ki67-Antikorpers proliferierende Zellen im 3D Modell nicht

eindeutig identifiziert werden Es bedarf der weiteren Analyse. Edmondson et al. deuten
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allerdings an, dass sich proliferierende Zellen in 3D Modellen meist basolateral in der
Proliferationszone befinden (Edmondson et al., 2014), was mit den hier gezeigten

Ergebnissen im Einklang ware.

Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Populationsanteil bestimmter
Zelltypen in der 2D Kultur anhand charakteristischer Marker quantitativ bestimmt, was
mithilfe der Immunfluoreszenz nicht moglich war (Abb. 24). Somit konnte ein
Ruckschluss auf die Proteinexpression und auf einen mdglichen Funktionsverlust der
Marker in den 2D-kultivierten Zellen getroffen werden. Diese 2D-kultivierten Zellen
wurden dann in das 3D Modell Uberfuhrt. Mit den Markern CK19, CEACAMS, CFTR
und NKCC1 wurden sowohl Coil- als auch Dukt-Zellen markiert. In der 2D Co-Kultur
Zellpopulation waren ca. 96% NKCC1- und CFTR-positiv, sodass diese die hochst
exprimierten Marker in der 2D Co-Kultur darstellten. Da CFTR nicht von Fibroblasten
der Haut exprimiert wird (Zhang et al., 2012), kann eine Verunreinigung in der Kultur
mit dermalen Fibroblasten nahezu ausgeschlossen werden. In der Zelllinie NCL-SG3
wurde CFTR hingegen nicht exprimiert (Servetnyk & Roomans, 2007), was den Vorteil
der primaren Zellen hier aufzeigte. Die Coil-spezifischen Marker CHRM3, ANO1 und
AQPS wurden in ca. 61-73 % in der Co-Kultur nachgewiesen. Substance P als clear
cell-Marker wurde mit ca. 7 % in der Zellpopulation nachgewiesen und CGRP mit ca.
70 % fur dark cells. Der Nachweis des Myoepithelzellen-Marker a-SMA bestatigt, dass
dieser Zelltyp mit ca. 32 % ebenso in der 2D Co-Kultur vorlag. Der Dukt-Marker CD200
(Biedermann et al., 2010) zeigte mit ca. 3 % einen sehr geringen prozentualen Anteil
der Dukt-Zellen, sodass dieser Zelltyp zur Analyse auf andere Weise kultiviert werden
sollte. AulRerdem sollten zur Identifizierung von Dukt-Zellen weitere Dukt-spezifische
Marker, wie beispielsweise CK1 und CK77 (Langbein et al., 2008), untersucht werden.
Nestin als Stammzellmarker zeigte sehr hohe Expressionen, was mit der Proliferation
der Zellen in Verbindung gebracht wurde (Krupkova et al., 2011). Die Daten weisen
auf einen geringen prozentualen Anteil von Dukt-Zellen, einen sehr hohen
prozentualen Anteil von Zellen mit Stammzellpotenzial und auf eine geringe

Differenzierung der Zellen in der 2D Co-Kultur hin.

Bis auf CD200 waren alle hier untersuchten Marker im nativen Coil-Kompartiment
nachweisbar. Im Vergleich waren diese Marker in der 2D Coil-Kultur stark verringert
exprimiert. In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass zur Aufrechterhaltung

der Identitat und der Funktion jeder einzelne Zelltyp der ekkrinen Schweil3drise in der
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in vitro Kultur vertreten sein muss. Aullerdem wurde festgestellt, dass
Schweilydrisenzellen in vitro schnell ihre Eigenschaften verlieren (Cui & Schlessinger,
2015; Sato et al., 1989). Dies konnte das Phanomen in der 2D Coil-Kultur, welche im
Vergleich zur 2D Co-Kultur stark verringerte Marker-Expressionen aufzeigte, erklaren.
Aulerdem wurde Nestin in der 2D Coil-Kultur nur zu ca. 40 % exprimiert.
Moglicherweise ist dieser Marker-Verlust auch auf den geringen Anteil der Nestin-
positiven Stammzellen zurlickzufihren. Da exokrine Driisen bei der Sekretion Zellen
verlieren, mussen sog. Vorlauferzellen zum Erhalt des Gewebes existieren
(Benninghoff, 1985; C.P. Lu et al., 2012). Die Nestin-positiven Zellen kdnnten somit in
der 2D Kultur sowie im 3D Modell als Regulatoren der Homoostase und der
Regeneration fungieren. Zudem konnten Schweil3drisenzellen mit multipotenten
Zellen in der Kultur interagieren und Signale austauschen, was mehrfach als
epitheliale-mesenchymale Interaktion beschrieben wurde (Tucker et al., 2000; Velez-
delValle et al., 2016). Mdglich ist jedoch, dass sich der prozentuale Populationsanteil
der Zellen vom Ubergang der 2D Kultur in das 3D Modell stark verandert.
Dementsprechend sollte die Durchflusszytometrie an im 3D Modell-kultivierten Zellen
durchgefuhrt werden, was die Dissoziation der Zellen aus dem 3D Modell zur Analyse

voraussetzt.

FUr die Funktionalitat der Epithelzellen im 3D Schweilddrisen-Modell spielt neben der
Expression Schweilldrisen-spezifischer Marker insbesondere die apikal-basale
Polaritat eine entscheidende Rolle (llantzis et al., 2002; Nelson, 2009). Hauptsachlich
ist die apikal-basale Polaritat fir die Differenzierung der Zellen (Li et al., 2015), deren
Physiologie — insbesondere beim lonentransport in Epithelgewebe — und beim
Austausch von Nahrstoffen sowie Abfallprodukten zwischen interner und externer
Umgebung essentiell (Nelson, 2009; Okuyama et al., 2016; Zanoni et al., 2016). Die
Orientierung wurde mittels Co-Lokalisation des basolateralen Markers CHRM3 und
des luminalen Markers ANO1 des Coils im 3D Co-Kultur Modell analysiert (Abb. 25).
Im whole mount-gefarbten 3D Modell wurde ANO1, welches fur die Cl--Akkumulation
im Lumen verantwortlich ist (Ertongur-Fauth et al., 2014; Saint-Crig & Gray, 2017),
apikal detektiert. Simultan wurde CHRMS3, der muskarine ACh-Rezeptor, basal
nachgewiesen, was ebenfalls der in vivo Situation entspricht. Demzufolge konnte die
Funktionalitat der epithelialen Zellen, die von der korrekten apikal-basalen Polaritat
abhangig ist, und damit die differenzierte sog. histoarchitecture (Mazzoleni et al., 2009)

im 3D Co-Kultur Modell belegt werden. Die Formation eines Lumens im 3D Modell
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konnte hier anhand der Doppelfarbung nicht eindeutig gezeigt werden. Mdglicherweise
bildet nicht jede Sphare de novo ein Lumen aus, wie es auch von Li et al. gezeigt
wurde (Li et al., 2015). Dies konnte auch hier der Fall sein. Die apikal-basale Polaritat
im 3D Co-Kultur Modell konnte jedoch mithilfe der Marker ANO1 und CHRMS3 in vitro

bestatigt werden, was der Physiologie der ekkrinen Schweil3drise entspricht.

Basierend auf den Untersuchungen zur Gen- und Proteinexpression sowie zur apikal-
basalen Polaritdt konnten die 3D Modelle (Co-Kultur, Coil, Dukt) anhand
Schweil’driisen-spezifischer Marker charakterisiert werden. Durch den Vergleich der
3D Modelle mit den 2D Kulturen wurden spezifische Marker der ekkrinen
Schweilydrise wie CHRM3 und AQP5 auf Gen- und Proteinebene erhdht im 3D Modell
nachgewiesen. Insbesondere wurde dies im 3D Co-Kultur Modell deutlich. Zudem
entsprach bei Kultivierung von Coil- und Dukt-Zellen im 3D Co-Kultur Modell die apikal-
basale Polaritat der in vivo Situation. Dementsprechend wurden die Studien zur
cholinergen Stimulation und zum physiologischen Ca?*-Signalling an 3D Co-Kultur
Modellen durchgefiihrt, um den Sekretionsprozess in vitro an ekkrinen

Schweildriisenzellen analysieren zu kdnnen.

4.3 Cholinerge Stimulation und physiologisches Ca?*-Signalling in 3D

Modellen der ekkrinen Schweifldriise

Ekkrine Schweil3drisen werden cholinerg Uber das sympathische Nervensystem
innerviert (Grant et al., 1991). Dies erfolgt neben der af-adrenergen Stimulation und
einigen Modulatoren, wie z.B. dem Neuropeptid Galanin (Bovell et al., 2013),
hauptsachlich tUber den Neurotransmitter ACh (Sato & Sato, 1981). Nach der
cholinergen Stimulation der ekkrinen Schweil3drise kommt es zum intrazellularen
Anstieg des Ca?*-Levels, das sowohl intrazellular aus dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER) als auch extrazellular Uber die Plasmamembran aus dem
Interzellularraum in die Zelle einstromt. Schliel3lich kommt es im sezernierenden Coil
durch die Aktivierung des Ca?*-Signalwegs zur Transduktion sowie zur Bildung des
Primarschweiles. Ca?* als ubiquitarer Neurotransmitter ist allerdings nicht nur an der
Sekretion (Henderson & Cuthbert, 1991), sondern an einer Vielzahl zellularer
Mechanismen von Humanzellen, wie beispielsweise der Zellproliferation, der

Zellteilung und der Differenzierung, beteiligt (Berridge et al., 2000; Capiod, 2011).
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Zur Validierung des 3D Modells wurde der Einfluss der cholinergen Stimulation auf
ekkrine Schweilddrisenzellen mithilfe des naturlichen Neurotransmitters ACh in vitro
untersucht. Ziel der Studie war somit die Analyse der Gen- und Proteinexpression
Schweilydrisen-spezifischer Marker nach cholinerger Stimulation. AuRerdem wurde
das intrazellulare Ca?*-Signalling mithilfe des Fluo-4 Assays im 3D Modell analysiert,
um die Physiologie des rekonstruierten 3D Modells aufzuzeigen. Moglicherweise
konnte auch die Kultivierung durch den Neurotransmitter-Zusatz optimiert werden.

Zunachst wurde die Viabilitat und die Vitalitat in den 3D Modellen untersucht, um einen
zytotoxischen, apoptotischen und/oder einen nekrotischen Effekt der ACh-Stimulation
auszuschliefen (Abb. 26+27). Insgesamt konnte durch die Quantifizierung der
Fluoreszenzen kein signifikanter Vitalitats-steigernder Effekt durch ACh in den 3D
Modellen (Co-Kultur, Coil, Dukt) nachgewiesen werden, jedoch wurde ein Einfluss auf
die Zelltodrate detektiert. Bei einer Langzeitkultivierung konnten an D7 in 3D Co-Kultur
Modellen leicht verringerte Zelltodraten nach ACh-Stimulation im Vergleich zu
unbehandelten 3D Modellen festgestellt werden (Abb. 27a). Hingegen wurde ein
leichter Anstieg toter Zellen in 3D Coil-Modellen mit Stimulation gezeigt. Bei 3D Dukt-
Modellen wurde zwar teilweise ein optischer Effekt erkannt, jedoch schwankte dieser
enorm. Trotzdem wurde nach Quantifizierung im Mittel kein Unterschied
nachgewiesen. Dieser Zusammenhang konnte auf den Energiemetabolismus bei der
Sekretion in der ekkrinen Schweildrise zurtckgefuhrt werden. Durch cholinerge
Stimulation wird intrazellular eine Signalkaskade ausgeldst und bestimmte
energiebedurftige Kanale sowie Transporter werden aktiviert. Diese verbrauchen
insbesondere Glucose und Glykogen. Zudem kommt es bei der Stimulation zur Bildung
von Laktat und CO2 (Sato & Dobson, 1973). Mdglicherweise hangt ein hoher
Energiebedarf und die Produktion von Abfallprodukten, wie Laktat und COz2, mit der
Viabilitat zusammen, sodass eine erhohte Sekretionsrate wie im 3D Coil-Modell Zelltod
induzieren kénnte. Studien von Adrian et al. zeigten aul3erdem, dass eine prolongierte
Stimulation nicht durch den Energiemetabolismus gesattigt werden kann. Demzufolge
ist eine dauerhafte Stimulation der Schweil3drusen in der Kultur méglicherweise nicht
von Vorteil. Des Weiteren treten auch interindividuelle Unterschiede bei der
Sekretionsrate auf (Adrian et al., 1977), sodass die Spendervariabilitat im Bezug zur

Viabilitat hier untersucht werden sollte.
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Mithilfe der Next generation Sequenzierung (NGS) und der gRT-PCR-Analyse wurde
der Einfluss der ACh-Stimulation auf die Genexpression analysiert, um so eine
mogliche Genexpressionsanderung durch ACh in den 3D Modellen feststellen zu
kénnen (Abb. 28-30). Die bereits mehrfach untersuchten Schweildrisen-spezifischen
Marker wurden auch in der NGS-Analyse grofdtenteils in den 3D Modellen
nachgewiesen und exemplarisch in Abb. 28 und 29 dargestellt. Auf Ebene der
Transkription wurde dabei eine Vielzahl dieser Marker im 3D Modell ahnlich zur in vivo
Druse exprimiert. Dies war in erster Linie im 3D Co-Kultur Modell der Fall. In den 3D
Modellen (Co-Kultur, Coil, Dukt) wurde die Genexpression auerdem meist nicht durch
ACh beeinflusst. Einige Gene, wie beispielsweise CD200, AQPS5 oder CGRP, wurden
zudem sehr gering oder nicht in den 3D Modellen nachgewiesen, was auf die
Reprimierung dieser Marker in der in vitro Kultur hindeutet. Ebenfalls ist hier eine
Regulation auf Ebene der Translation, d.h. auf Proteinebene, denkbar (Brown et al.,
1995). Daher ist flr gering exprimierte Marker, wie CD200, AQP5 oder CGRP,
wohlmdglich die Regulation auf Ebene der Translation entscheidender. Aufgrund der
limitierten Probenanzahl in der NGS-Analyse wurde der Effekt der cholinergen
Stimulation auf die Genexpression zusatzlich mittels gqRT-PCR validiert und naher
analysiert. Mithilfe dieser Untersuchung wurde erneut ersichtlich, dass nur geringe,
aber keine statistisch signifikanten Genexpressionsanderungen nach ACh-Stimulation
(ausgenommen GalR3 in 3D Coil-Modellen) vorlagen (Abb. 30). Der Marker GalR3 ist
an der Sekretion in ekkrinen Schweil3drusen beteiligt (Bovell et al., 2013), sodass die
cholinerge  Stimulation mdglicherweise auch die Genexpression dieses
Sekretionsmarkers induzierte. Insgesamt konnte jedoch nach cholinerger Stimulation
durch ACh kein eindeutiger Einfluss auf die Genexpression der untersuchten
Schweildrisen-spezifischen Marker mittels NGS-Analyse und mittels gRT-PCR

nachgewiesen werden.

Fur die Regulation ist nicht alleinig die Genexpression ausschlaggebend, da
bestimmte Marker Uber die Translation reguliert werden (Brown et al., 1995; Cooper &
Hausmann, 2003). Daher wurde die Proteinexpression der Schweil3drisen-
spezifischen Marker AQP5, CHRM3, NKCC1 und Nestin nach cholinerger Stimulation
in 3D Co-Kultur Modellen mittels Immunfluoreszenz untersucht (Abb. 31). Es konnte
belegt werden, dass die Marker verstarkt sowie mit veranderter Lokalisation im 3D Co-
Kultur Modell identifiziert wurden. Insbesondere der Marker AQP5, welcher fur den

transzellularen Wassertransport verantwortlich ist (Ishikawa & Ishida, 2000), wurde mit
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erhohter Intensitat und veranderter Lokalisation im 3D Modell nachgewiesen. Die
deutlich intensiveren Fluoreszenzsignale deuten auf eine erhdohte AQP5-
Proteinmenge hin und damit auf die Regulation auf Proteinebene. Des Weiteren wurde
eine Mobilisierung von AQP5 nach der ACh-Stimulation in den Zellen des 3D Modells
gezeigt. Kitchen et al. beschrieben drei Regulationsmechanismen von AQP5, die den
Wassertransport uber (a) die Transkription/Translation, (b) die
Konformationsanderung des Proteins oder Uber (c) die Translokation von AQP5
steuern. Die Wasserpermeabilitat der Zelle wird so je nach externen oder zellularen
Signal dynamisch reguliert (Kitchen et al., 2015). Die Lokalisation dieses Markers spielt
eine entscheidende Rolle, da zur erhohten Wasserdurchlassigkeit Aquaporin-Kanale
zu ihrer Target-Membran transloziert werden (Borok et al., 2000; Kitchen et al., 2015;
Nejsum et al., 2002). In mehreren Publikationen wurde AQPS5 nativ sowohl an der
apikalen als auch an der basolateralen Membran der sezernierenden clear cells im
Coil entdeckt (Du et al., 2016; Nejsum et al., 2002). Des Weiteren wurde von Ishikawa
et al. und weiteren Arbeitsgruppen beschrieben, dass nach Stimulation des CHRM3-
Rezeptors und nach intrazellularem Ca?*-Signalling eine Translokalisation von AQP5
vom Zytoplasma an die apikale Membran stattfindet (Ishikawa et al., 1998; Kitchen et
al., 2015). Du et al. zeigten hingegen, dass AQPS nicht nur apikal, sondern auch
basolateral in der Zellmembran detektiert wurde (Du et al., 2016), sodass die genaue
Lokalisation von AQP5 nach cholinerger Stimulation umstritten ist. Im 3D Co-Kultur
Modell wurde AQPS5 im unbehandelten Zustand grofRtenteils in den aulleren
Zellschichten der Sphare (basolateral) gezeigt. AQP5 wurde jedoch nach ACh-
Stimulation im gesamten 3D Co-Kultur Modell detektiert, was fir die Translokalisation
von AQPS5 spricht. Dabei wurde AQP5 sowohl in der Membran als auch im Zytoplasma
der Zellen nachgewiesen. Ishikawa et al. beschrieben ein ahnliches Phanomen in
cholinerg stimulierten Ohrspeicheldrisenzellen. Diese zeigten — wie mdglicherweise
die Zellen im 3D Co-Kultur Modell — sowohl die Translokalisation als auch die schnelle
Ruckkopplung von AQP5 von der Membran ins Zytoplasma, die schon nach ca. 5
Minuten erfolgte (Ishikawa et al., 1998). Dementsprechend spielt vermutlich auch der

Zeitpunkt dieser Analyse in ekkrinen Schweil3driisenzellen eine entscheidende Rolle.

Weiterhin wurden die Markerproteine CHRM3, NKCC1 und Nestin erhoht in cholinerg
stimulierten 3D Co-Kulturen exprimiert. In einer Studie von Oenema et al. wurde an
Muskelzellen aus der Lunge (airway smooth muscle cells) gezeigt, dass bestimmte

Marker durch cholinerge Stimulation mit Metacholin (MCh) ebenfalls stark induzierte
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Proteinexpressionen, aber keine Induktion in der Transkription, aufwiesen. Darunter
fielen in dieser Studie auch die induziert exprimierten Proteine CHRM3, CHRM2 und
a-SMA. Die Regulation der Translation erfolgte in diesen Zellen durch eine erhdhte
Gesamtmenge des Proteins und die Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie TGF
(transforming growth factor), sodass der Phanotyp der Zelle sich veranderte (Oenema
et al., 2012). Dies entspricht in vielerlei Hinsicht den Beobachtungen im 3D Modell, da
die Genexpression nach ACh-Stimulation keine Anderung im Gegensatz zur
Proteinexpression zeigte. Zudem konnten in 3D Co-Kultur Modellen erhdhte
Gesamtmengen der Markerproteine mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden,

wie es von Oenema et al. beschrieben wurde.

In der Immunfluoreszenz lag insbesondere das Protein AQP5 sichtbar induziert vor.
Daher wurde die Gesamtmenge des Proteins AQP5 nach cholinerger Stimulation
mittels Western Blot spezifisch nachgewiesen und quantifiziert (Abb. 32). Im
unbehandelten Zustand des 3D Co-Kultur Modells wurde AQPS im Vergleich zur 2D
Kultur ca. 4x erhoht nachgewiesen, sodass man von einer Induktion durch die 3D
Kultivierungsmethode sprechen kann (Bartosh et al., 2010; Bielecka et al., 2016; Foty,
2011; Samuelson & Metzger, 2006). Nach ACh-Stimulation wurde in der 2D Kultur eine
leichte, nicht signifikante Induktion der AQP5-Proteinexpression gezeigt, die im 3D Co-
Kultur nicht detektiert wurde. Die Wasserpermeabilitat Uber Aquaporine wird, wie zuvor
beschrieben, auf mehreren Ebenen in der Zelle reguliert (Kitchen et al., 2015). Die
Daten lassen vermuten, dass die Gesamtmenge des AQP5-Proteins in der 2D Kultur
nach ACh-Stimulation Uber die Transkription bzw. Translation gesteuert wird.
Hingegen erfolgte die Regulation im 3D Modell héchstwahrscheinlich eher Gber die
Translokalisation oder die Konformationsanderung von AQPS5, da sich die
Gesamtmenge des AQP5-Proteins nach ACh-Stimulation nicht veranderte. Ahnlich zur
in vivo Situation wirde eventuell ein cholinerger ACh-Reiz Uber das gekoppelte
CHRM3-Ca?*-Signalling in ein Translokalisations (,shuttle“)-Signal in den Zellen des
3D Modells umgesetzt werden, wie es Ishikawa und Ishida flr Speicheldrisenzellen
beschrieben (Ishikawa & Ishida, 2000).

Um einen Einblick in den transepithelialen lonentransport, die Physiologie und die
Funktionalitat der ekkrinen Schweilddriisenzellen in den 3D Modellen zu gewinnen,
wurde der Ca?*-Flux und damit das intrazellulare Ca?*-Level im 3D Co-Kultur Modell

mittels Fluo-4 Assay untersucht. In der Zelllinie NCL-SG3 kann weder eine cholinerge
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noch eine a-adrenerge Stimulation erzielt werden (Bovell, 2015; Bovell et al., 2008;
Ertongur-Fauth et al., 2014; Lee & Dessi, 1989). Bei Bindung der cholinergen,
purinergen und o-adrenergen Mediatoren an ihre Rezeptoren kommt es zum
intrazelluldren Anstieg des Ca?*-Levels. Die Ca?*-lonen stammen dabei aus dem
Interzellularraum und aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER). AnschlieRend wird
wahrscheinlich Gber den Phospholipase C (PLC) pathway eine Signalkaskade in der
Zelle ausgeldst, sodass es im Endeffekt zur Primarschweilbildung kommt (Bovell,
2015; Cui & Schlessinger, 2015; Sato et al., 1989). Demzufolge wurde die Stimulation
mithilfe von spezifischen muskarinen und purinergen Agonisten sowie in Kombination
mit muskarinen Antagonisten an primaren Schweil3drisenzellen im 3D Co-Kultur
Modell mithilfe des Ca?*-Indikators Fluo-4 analysiert. Steigt das intrazellulare Ca?*-
Level, so nimmt auch die Fluoreszenz zu, sodass ein quantitativer Nachweis hier
moglich war. Mit muskarinen und purinergen Agonisten konnte in 3D Modellen ein

starker Anstieg des intrazelluldren Ca?* erzielt werden (Abb. 33).

Die 3D Co-Kultur Modelle wurden entweder mit Schweil3drisenzellen aus der
Gesichtsregion oder aus der Achselregion kultiviert, sodass hier auch der Einfluss der
Korperregion auf das Reaktionsvermogen analysiert wurde. Dabei wurden signifikante
Unterschiede in der Zellantwort auf einen Reiz festgestellt. Bei der cholinergen
Stimulation mit ACh, dem muskarinen Strukturanalogon Pilocarpin und dem
purinergen Stimulans ATP wurde in 3D Modellen aus Achselzellen ein signifikant
erhohter Ca?*-Influx erzeugt. Dieser Ca?*-Anstieg hat die Aktivierung von K*- und CI--
Kanale sowie NKCC1 zur Folge (Cui et al.,, 2012; Saga, 2002), was in vivo zur
Schweil3sekretion flhrt (Cui & Schlessinger, 2015). ATP bewirkt durch die Aktivierung
purinerger Rezeptoren ebenfalls die Ca?*-Mobilisierung, was gleichermaRen die
Aktivitat der Schweil3sekretion steuert (Ko et al., 1994; Wilson et al., 1995). Zudem
fuhrt die Stimulation zum Efflux von Cl-lonen tUber CFTR (Servetnyk & Roomans,
2007) und den Ca?*-abhangigen Cl-Kanal ANO1 (Ertongur-Fauth et al., 2014). Im
nativen Coil fuhrt dies zur Hyperpolarisierung der Zellen und im Endeffekt zum
osmotischen Nachzug von Wasser in das Coil-Lumen. Dieser Cl-Ausstrom konnte in
einer Studie von Servetnyk und Roomans mithilfe eines Chlorid-Fluorophors in der
Zelllinie NCL-SG3 gezeigt werden. Allerdings wurde CFTR im Gegensatz zum 3D
Modell in NCL-SG3-Zellen auf mRNA-Ebene nicht nachgewiesen (Servetnyk &
Roomans, 2007), sodass das 3D Modell diesbezlglich Vorteile aufweist.
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Des Weiteren wurde der Einfluss von lonen im extrazellularen Raum auf das
intrazellulare Ca?*-Level in den 3D Modellen untersucht. Nach Zugabe von K2SO4 stieg
das Fluoreszenzsignal in 3D Modellen aus Achselzellen im Vergleich zu 3D Modellen
aus Gesichtszellen der Schweilldrise signifikant an. Durch die extrazellulare Zugabe
von K2SOs4 wurde in Zellen des 3D Modells wahrscheinlich auch das
lonengleichgewicht und somit das Membranpotenzial der Zelle beeinflusst, wie es von
Hertz et al. in Astrozyten und Neuronen ebenfalls gezeigt wurde (Hertz et al., 2013).
Sulfat ist fur die Zelle impermeabel, sodass hier nur das Kaliumgleichgewicht durch
das erhohte extrazellulare K* enorm beeinflusst wurde. Dies hatte eine starke
Zunahme des intrazelluldren Ca?*-Levels zur Folge. Durch die cholinerge Stimulation
wurden die Na*-K*-ATPase sowie der sekundar aktive Cotransporter NKCC1
stimuliert, wie es von DiNuzzo et al. in Neuronen des Gehirns in einer weiteren Studie
beschrieben wurde (DiNuzzo et al., 2013). Auch in ekkrinen Schweil3drisenzellen, die
sowohl tber die Na*-K*-ATPase als auch Uber den Cotransporter NKCC1 verflgen, ist

dieser Mechanismus denkbar.

Die Zelle strebt nach der Stimulation wieder an, den Ausgangszustand mit ihrem
negativem Potenzial zu erreichen, sodass K* wieder — beispielsweise durch Kcnn4
(Saint-Crig & Gray, 2017) — in das Interstitium stromt (Lei et al., 2008; Sato et al.,
1989). Xu et al. berichteten von der Induktion intrazellularer IP3-PLC-Signalwege
infolge der Na*-K*-ATPase-Aktivierung, die den Anstieg des intrazellularen Ca?*-
Levels in Astrozyten bewirkte (Xu et al.,, 2013). Dies lasst vermuten, dass diese
komplexen Prozesse zur Signalweiterleitung des elektrischen Reizes ebenfalls in
Schweilldrisenzellen und daher in Zellen des 3D Modells ablaufen. Dies kdnnte die

Schweildsekretion beeinflussen.

Zur Analyse der Inhibition wurde Glykopyrrolat (Glykopyrroniumbromid) eingesetzt,
welches als muskariner Antagonist und als Anticholinergikum wirkt (Namba et al.,
2017). Diese Substanz wird auflerdem bei der Behandlung von Hyperhidrose
angewendet (Kreyden & Scheidegger, 2004). Die ekkrinen Schweil3drisenzellen in
den 3D Modellen wurden ebenfalls mit Glykopyrrolat behandelt, welches eine
kompetitive CHRM3-Hemmung bewirkt (Cui & Schlessinger, 2015). Glykopyrrolat
bindet mit 3-5x héherer Affinitat an CHRM3 als an CHRM1 und CHRM2 (Moulton &
Fryer, 2011). Bei anschlieRender Zugabe von ACh konkurrieren der Agonist und der

Antagonist um die Bindestellen der muskarinen Rezeptoren. Der Antagonist
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Glykopyrrolat in Kombination mit dem Agonisten ACh hatte unterschiedliche
Wirkungen, je nachdem aus welcher Korperregion die Schweil3drisenzellen des 3D
Modells stammten. Trotz des Einsatzes identischer Konzentrationen wurde die
Inhibition des Ca?*-Flux nur in 3D Modellen aus Gesichtsschweiltdriisenzellen und
nicht in 3D Modellen aus Achselschweil3drisenzellen erreicht. Eine Studie von Ikeda
et al. zeigte, dass die Selektivitat eines Antagonisten je nach Gewebe unterschieden
werden muss (lkeda et al, 2002). Dies lasst die Vermutung zu, dass
Schweil3drusenzellen je nach Korperregion aufgrund ihrer Affinitdt zum Liganden in
unterschiedlicher Intensitat stimuliert und inhibiert werden konnten. Nach dieser
Aufassung wirden Schweil3drisenzellen der Achsel somit eine besonders hohe
Affinitat zum Liganden ACh besitzen. Weiterhin ist eine erhoéhte Distribution der
CHRMS3-Rezeptoren in ekkrinen Schweildrisen der Achsel-/Oberarmregion denkbar,
sodass eine erhohte Anzahl dieser Rezeptoren in der Membran auch zur erhohten
Induktion des Ca?*-Signalwegs flihren konnte. Dies konnte Gegenstand von weiteren
Studien sein. Des Weiteren sollten zusatzliche Antagonisten (siehe Tab. 12) einzelner
lonenkanale, wie z.B. Furosemid als spezifischer NKCC1-Inhibitor (Hertz et al., 2013;
Quinton, 1981), untersucht werden, um deren Einfluss im rekonstruierten 3D Modell
zu analysieren und die Schweil’drisenzellen anhand ihrer physiologischen

Funktionalitat weiter zu charakterisieren.

Der ekkrine Sekretionsmechanismus mit involvierten Rezeptoren, lonenkanalen und
Transportern wurde in einem Schema zusammengefasst (Abb. 35). Nach der
Stimulation konnte mithilfe des Fluo-4 Calcium Flux Assays der Ca2*-Signalweg in
sezernierenden Zellen des Coils im 3D Co-Kultur nachgewiesen und damit die

physiologische Funktionalitat bestatigt werden.
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Abbildung 35: Zusammenfassendes Schema des ekkrinen Sekretionsmechanismus in
einer sezernierenden Schweifdriisenzelle. Schema zeigt in die Primarschweilbildung
involvierte lonenkanale, Transporter und Rezeptoren einer clear cell der ekkrinen
Schweildrise. In der nativen Schweilldriise wird der aktivierte Ca?'-Influx durch das
Endoplasmatische Retikulum und durch Kanéale der basalen Plasmamembran (ORAI/TRPC)

gesteuert. Das physiologische Ca?*-Signalling wurde mithilfe von Agonisten und Antagonisten
in 3D Co-Kultur Modellen mittels des Fluo-4 Calcium Flux Assays analysiert.

4.4 Integration von 3D Modellen der ekkrinen SchweilRdrise in ein

Phenion-Vollhautmodell

Um den Einfluss der 3D Modelle der ekkrinen Schweildrise auf die Haut naher zu
analysieren, wurden die organotypischen rekonstruierten 3D Modelle in ein Phenion-
Vollhautmodell integriert. Das Phenion-Vollhautmodell besitzt die typischen
Eigenschaften der humanen Haut. Es besteht aus einem dermalen und einem
epidermalen Kompartiment, welche Uber eine Basalmembran miteinander verbunden
sind. Der dermale Teil besteht aus einer speziellen Kollagen-Matrix und Fibroblasten,
wahrend der epidermale Teil aus sich terminal differenzierenden Keratinozyten
besteht. Ahnlich zur in vivo Situation wurden hierbei die 3D Modelle in den dermalen

Teil des Phenion-Modells integriert. Bisher wurden noch keine in vitro Vollhautmodelle
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entwickelt, welche Hautanhangsgebilde enthalten (Ackermann et al., 2010; Bellas et
al.,, 2012; Diekmann et al, 2016; Reijnders et al, 2015). Die rekonstruierten
Vollhautmodelle mit integrierten 3D Modellen der Schweil3drise zeigten, dass sich
einige 3D Modelle der Schweil3drise im oberen Bereich, angrenzend zur Epidermis
befanden und nicht regular verteilt waren. Auffallig ist jedoch, dass im Randbereich
der Vollhautmodelle eine neue verhornte Schicht von Zellen gebildet wurde, welche
eine regenerierte Epidermis darstellen kénnte. An dieser Stelle muss die genaue
Herkunft der Zellen — Schweilldrisen oder auch Keratinozyten — durch
Immunfluoreszenzfarbungen mithilfe von SchweilRdrisen-spezifischen Markern naher
analysiert und identifiziert werden. Biedermann et al. und weitere beschrieben
ebenfalls, dass ekkrine Schweil3drisenzellen — insbesondere Coil-Zellen — aufgrund
ihres Stammzellpotenzials und ihrer Migrationsfahigkeit in vivo und in vitro in der Lage
sind, die Epidermis zu rekonstruieren (Biedermann et al., 2010; Pontiggia et al., 2014).
Dieser Prozess, der beispielsweise bei der Verletzung von Haut vorkommt, wird als
Re-Epithelialisierung bezeichnet. Somit stellen ekkrine Schweildrisenzellen eine
zusatzliche Quelle zu Keratinozyten dar, welche befahigt sind, die Epidermis zu
regenerieren (Biedermann et al., 2010). Dieser Mechanismus wurde auch im
Wundheilungsmodel ,Human Skin punch model“ des Fraunhofer Instituts dargestellt.
Nach dem Stanzen von Humanhaut konnte die Haut ebenfalls eine regenerierte
Epidermis aufweisen (Kruse et al.). Diese regenerierten Zellen stammten in diesem
Fall jedoch aus der epidermalen Schicht der Haut. Moglicherweise fand im
Vollhautmodell mit integrierten 3D Modellen der Schweilldrise ebenfalls ein Re-
Epithelialisierungs-Prozess statt, allerdings nach Migration der Schweil3drisenzellen
aus dem 3D Co-Kultur Modell.

In vitro 3D Vollhautmodelle werden insbesondere zur Analyse der Zytotoxizitat,
Irritation (Welss et al., 2004) und zur Wundheilung (Das et al., 2015; Maione et al.,
2015) genutzt. SchlieBlich kénnten die hier etablierten Vollhautmodelle mit den
integrierten 3D Modellen der Schweil3drusen als Hautanhangsgebilde zur Homdostase
der Haut beitragen sowie effizientere Ergebnisse und bessere Vorhersagen bezuglich

dieser Fragestellungen erzielen.
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5 Fazit und Ausblick

Mithilfe der Hanging drop-Technologie konnte ein rekonstruiertes organotypisches 3D
Modell der humanen ekkrinen Schweilddrise aus Primarzellen etabliert werden. Es
wurde sowohl ein 3D Modell aus Coil- und Dukt-Zellen als auch aus Zellen der
einzelnen Drisen-Kompartimente entwickelt. Die Schweil3driisenzellen im 3D Modell
wurden anhand Schweilldrisen-spezifischer Marker mittels Gen- und
Proteinexpressionsanalysen identifiziert und charakterisiert. Das aus Coil- und Dukt-
Zellen entwickelte 3D Co-Kultur Modell zeigte eine apikal-basale Polaritat der
epithelialen Schweil3drisenzellen mit physiologischer Funktionalitat. Dieses 3D Modell
konnte in erster Linie zur Identifikation von kosmetischen und pharmazeutischen
Wirkstoffen zur Behandlung von fehlregulierten Schweildriisen Einsatz finden. Die
Untersuchungen an einem rekonstruierten Vollhautmodell konnten dartuber hinaus
aber auch Aufschlusse Uber den Einfluss der ekkrinen Schweildrise auf die Haut und

an Wundheilungsprozessen geben.

Um die Physiologie von Dukt-Zellen und den Resorptionsprozess im Dukt noch besser
verstehen zu kdnnen, sollte dieser Zelltyp im 3D Modell kiinftig anhand weiterer Dukt-
spezifischer Marker charakterisiert werden. Zudem sollten zum Nachweis von
intrazellularen lonenstromen weitere spezifische Agonisten sowie Antagonisten
bestimmter lonenkanale und Transporter, wie beispielsweise der NKCC1-Inhibitor
Furosemid, sowie die Spenderabhangigkeit analysiert werden. Auf3erdem bedarf es
zusatzlicher Untersuchungen zur Integration der 3D Schweil3drisenmodelle in das
Phenion-Vollhautmodell. Insbesondere sollte der Prozess der Re-Epithelialisierung
aufgeklart werden, da er den Einsatz dieses 3D Modells als Vollhautmodell mit
Aquivalenten eines Hautanhangsgebildes mit Wundheilungspotenzial erweitern

konnte.
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7.4 Zusatzliche Abbildungen und Tabellen

Tabelle 13: Ubersicht der Proteinexpressionen SchweiRdriisen-spezifischer Marker und
des prozentualen Anteils der Zellpopulationen in primaren SchweiRdriisenzellen mittels
Durchflusszytometrie.

Marker 2D Co-Kultur (in %) 2D Coil-Zellen (in %) Markierte
Zelltypen
CK19 79,7 30,8 Coil + Dukt
CEACAM5 89,7 58,6 Coil + Dukt
CFTR 96,2 36,2 Coil + Dukt
NKCC1 95,7 8,3 Coil + Dukt
CHRM3 61,2 2,1 Coil
ANO1 73,2 1,5 Coil
AQP5 63,0 6,4 Coil
GalR2 91,7 9,6 Nicht bekannt
$100 39,6 28.2 Clear cells (z.T.
Myoepithelzellen)
Substance P 7.4 24,0 Clear cells
CGRP 68,7 3,6 Dark cells
a-SMA 32,4 0,8 Myoepithelzellen
CD200 3,1 0,4 Dukt-Zellen
Nestin 95,4 40,8 Stammzellen
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Abbildung 36: Analyse der Zytotoxizitat mittels WST-1-Test mit Reagenzien zur
cholinergen Stimulation der ekkrinen SchweiBdrisenzellen. Anhand des WST-1-Tests
wurde die Vitalitat der Zellen (in %) und damit die Zytotoxizitdt nach Behandlung mit den
Substanzen ACh, Pilocarpin und Carbachol analysiert. Die Bestimmung erfolgte nach
Messung der OD bei 450 nm und Kalkulation der Vitalitat (siehe 2.2.2.6) mit n=6+SD.
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Abbildung 37: Analyse der Zytotoxizitat mittels WST-1-Test mit Reagenzien zur
Behandlung von ekkrinen SchweiBdrisenzellen. Anhand des WST-1-Tests wurde die
Vitalitat der Zellen (in %) und damit die Zytotoxizitdt nach Behandlung mit den Substanzen
Kaliumsulfat, Glykopyrrolat und Probenezid (mit Losungsmittelkontrolle DMSO) analysiert. Die
Bestimmung erfolgte nach Messung der OD bei 450 nm und Kalkulation der Vitalitat (siehe

2.2.2.6) mit n=6+£SD.
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