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Zusammenfassung

Das erstaunliche Selbsterneuerungspotential gesunder Haut wird durch eine Vielzahl
von adulten Hautstammzellen ermoglicht. Wenn durch tiefe Verletzungen oder
Erkrankungen die Selbsterneuerung gestort ist, konnen Narben oder chronische
Wunden entstehen. Die derzeitigen Behandlungsmethoden sind immer noch
unzureichend und der klinische Bedarf an effektiven wundheilungsférdernden
Therapien zur Behandlung akuter und chronischer Wunden enorm. Aufgrund ihrer
leichten Zuganglichkeit stellen Hautstammzellen ein sehr attraktives Instrument fur
die Wundtherapie mit autologen adulten Stammzellen dar. Ziel dieser Arbeit war die
Etablierung einer neuen Stammzellpopulation aus humanen Schweil3drisen fir
einen maglichen klinischen Einsatz in der Hautwundheilung.

Neunzig Prozent der isolierten Schweil3driisen-abgeleiteten Stammzellen (SGSCs)
exprimierten in vitro das Protein Nestin. Die durchgefuhrte Charakterisierung der
SGSCs umfasste die Optimierung und Standardisierung der Isolationsmethode aus
humanen Hautbiopsien und die Anpassung der Kultivierungsbedingungen der
gewonnenen adulten Stammzellpopulation. Zur Charakterisierung wurden die
Proliferations- und Wachstumseigenschaften der SGSCs analysiert und ihr
Expressionsprofil auf Gen- und Proteinebene untersucht. Hierbei wurde ein
multipotentes Differenzierungspotential der SGSCs nachgewiesen. Dieses wurde mit
anderen bereits etablierten Stammzelllinien verglichen. Dabei zeigten sich einige
Gemeinsamkeiten in der Proteinexpression zu epidermalen Stammzellen (K7, K19,
la6) und mesenchymalen Knochenmarkstammzellen (CD9, CD29, CD44, CD105),
aber auch Unterschiede im mesodermalen Differenzierungspotential der SGSCs,
welche induziert lediglich in chondrogene Zelltypen differenzierten.

Im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung der SGSCs konnte neben dem
multipotenten  Differenzierungspotential die Sekretion wundheilungsfordernder
Zytokine nachgewiesen werden. Aul3erdem konnte die Kultivierbarkeit der nativen
Schweildrisen in  einem kollagenhaltigen  Hautersatz gezeigt werden.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass humane Schweil3drisen sich als
leicht verfligbare und &aufRerst potente Stammzellquelle anbieten. Zusétzlich zum
klinischen Einsatz fir autologe Hautwundheilungstherapien konnten sie auch far

andere klinische Anwendungen ein breites Potential ertffnen.
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Abstract

The astonishing potential of healthy skin for self renewal is enabled by different adult
stem cell populations. If the self renewal fails due to deep injuries or diseases, scars
and chronic wounds can develop. The current methods of treatment are still deficient
and the clinical need for effective wound healing therapies for extensive, acute and
chronic wounds is tremendous. Due to the easy accessibility of skin these cells
represent an attractive instrument for wound therapy with adult autologous stem
cells. The aim of this work was the establishment of a new stem cell population of
human sweat glands for a possible clinical application in skin wound healing.

Isolated sweat gland-derived stem cells (SGSCSs) in vitro expressed the protein nestin
in 90 % of the cells. The characterisation of these cells included the optimisation and
standardisation of the sweat gland isolation method out of human skin biopsies and
the modulation of the culture conditions for the isolated adult stem cells. In an
extensive characterisation the proliferation and growth characteristics of the SGSCs
were analysed and the expression profiles on gene- and protein level were
determined. Furthermore, the multipotent differentiation potential of the SGSCs was
verified and compared to other already established stem cell populations. Thereby
some similarities within the protein expression could be proved to epidermal stem
cells (K7, K19, la6) and mesenchymal bone marrow stem cells (CD9, CD29, CD44,
CD105). Differences in the mesodermal differentiation potential of the SGSCs, which
could be induced merely into chondrogenic cell types, could also be detected.

With regard to a clinical application of the SGSCs, in addition to the multipotent
differentiation potential, the secretion of wound healing stimulating cytokines could be
demonstrated. Moreover, the opportunity to cultivate native sweat glands in a
collagen containing skin substitute was shown.

These results identified human sweat glands as an easy accessible, very potent stem
cells source. Besides the clinical application of the SGSCs for autologous skin wound
healing therapies, they promise a broad clinical application for other stem cell

therapies as well.
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1. Einleitung

1.1 Stammzellen

Als Stammzellen werden Koérperzellen bezeichnet, die sich durch Teilung selbst
erneuern konnen und die Fahigkeit haben in verschiedene Zelltypen oder Gewebe zu
differenzieren. Je nach Art der Stammzelle und ihrer Beeinflussung haben sie das
Potential, sich in jegliches Gewebe (embryonale Stammzelle) oder in festgelegte

Gewebetypen (postembryonale Stammzellen) zu entwickeln (Zouboulis, 2009).

1.1.1 Embryonale Stammzellen

Wahrend der Embryonalentwicklung der Sauger entsteht aus der befruchteten
Eizelle, der Zygote, ein vielzelliger, komplexer Organismus. Dabei nimmt die Potenz
der Zellen von der totipotenten Eizelle Uber die pluripotenten embryonalen
Stammzellen und die multipotenten adulten Stammzellen bis zu den terminal
differenzierten somatischen Zellen stetig ab. Zu Beginn steht eine Phase der
schnellen Zellteilungen, den Furchungsteilungen, zwischen denen es kein
Zellwachstum gibt. Wahrend der anschlieBenden Musterbildung entstehen die
Korperachsen. Als Vorbereitung fur die folgende Zelldifferenzierung und
Gewebebildung entwickeln sich die drei Keimblatter (Abb. 1).

Dabei entsteht das innere Endoderm, das &ufRere Ektoderm sowie das dazwischen
liegende Mesoderm. Das Endoderm bildet den Darm mit den davon abgeleiteten
Organen, wie z. B. Leber und Pankreas. Aus dem Mesoderm entwickeln sich Skelett,
Muskulatur, Dermis und inneren Organe. Aus dem Ektoderm entstehen
Nervensystem und Epidermis.

Embryonale Stammzellen (embryonic stem cells, ESCs) werden aus der inneren
Zellmasse eines frihen Embryonalstadiums, der sogenannten Blastozyste, wenige
Tage nach der Befruchtung isoliert. Einerseits besitzen ESCs in vitro die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung, wodurch sie in der Lage sind zahlreiche Zellteilungen zu
durchlaufen und dabei nicht zu differenzieren (Adjaye et al., 2005). Andererseits
haben sie die Befahigung zur Differenzierung in alle Zelltypen der 3 embryonalen
Keimblatter (Thomson et al., 1998). Uber das Schicksal der Zellen entscheidet dabei

vor allem das biologische Milieu, in dem sich die Zellen befinden.
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Zygote totipotent

(erste Furchungszellen)

Blastozyste pluripotent

Keimscheibe

multipotent
(Gastrula)

Keimzellen Ektoderm Mesoderm Endoderm

Abbildung 1: Die Embryonalentwicklung. Die totipotente Zygote entsteht bei der Befruchtung aus
einer Eizelle und einem Spermium. Aus der Zygote entsteht durch die Furchungsteilungen die
pluripotente Blastozyte. Diese besteht aus einer inneren Zellschicht, dem Embryoblast, und einer
auBeren Zellschicht, dem Trophoblast. Die pluripotenten Zellen des Embryoblast kénnen als
embryonic stem cells (ESCs) isoliert werden. Wéahrend der Gastrulation bilden sich in der Keimscheibe
die 3 embryonalen Keimblatter; Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. Veranderte Abbildung nach
(Rohen and Lutjen-Drecoll, 2007)

Zur Unterdrickung spontaner Differenzierung in vitro werden ESCs auf dem
sogenannten Feeder-Layer aus teilungsinaktiven Fibroblasten kultiviert. Aufgrund
einer hohen Aktivitat des Enzyms Telomerase sind embryonale Zellen im
undifferenzierten Zustand im Prinzip unbegrenzt vermehrbar. Theoretisch ist es also
moglich, aus embryonalen Stammzellen jeden gewtinschten Zelltyp in grof3er Anzahl
zu erzeugen. Die Schwierigkeit dabei ist, die individuellen Bedingungen und Faktoren
zu entschliusseln, die eine embryonale Stammzelle zu der gewinschten Zelle
differenzieren lassen. Probleme ergeben sich auch nach der Transplantation durch
das starke Proliferationspotential embryonaler Stammzellen und der daraus
resultierenden Tumorgefahr durch undifferenzierte Zellen (Reichmann, 2005). Nicht
zuletzt ist ihre Herkunft, die menschliche Blastozyste, ethisch bedenklich. Zur
Erforschung grundlegender Vorgadnge in Stammzellen wie die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung oder Differenzierungsprozesse stellen ESCs jedoch ein

konkurrenzloses Studienobjekt dar.
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1.1.2 Adulte Stammzellen

Neben den embryonalen Stammzellen stellen adulte Stammzellen ein wichtiges und
ethisch unproblematischeres Forschungsfeld dar. Aus adulten Stammzellen werden
wahrend der gesamten Lebensdauer des Organismus neue spezialisierte Zellen
gebildet. Sie dienen somit der Gewebeerneuerung. Adulte Stammzellen sind in
verschiedensten Organen, in einer Art Ruhezustand, zu finden. Sie kénnen durch
extrazellulare Signale zur Teilung aktiviert werden. Dabei besteht ein sensibles
Gleichgewicht zwischen der Selbsterneuerung und der Differenzierung.
Entscheidend fir dieses Gleichgewicht ist das biologische Milieu, welches die adulte
Stammzelle umgibt, die sogenannte Nische. Diese besteht aus Nischenzellen,
welche die Stammzellen vor proliferationsfordernden Signalen von auf3en schitzen,
die zu Tumoren fihren kénnen. Somit ist die Aufgabe der Nischenzellen ein
Gleichgewicht zwischen der Stammzellruhe und der Aktivitat herzustellen (Zouboulis,
2009). Auch wenn adulte Stammzellen im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen
nicht mehr pluripotent sind, also nicht mehr in alle Gewebetypen differenzieren
kénnen, so stellen sie trotzdem eine alternative Quelle fur die regenerative
Zelltherapie dar. So werden seit den 1950er Jahren blutbildende Stammzellen des
Knochens in der Behandlung von Leukdmien und Lymphomen eingesetzt. Fir diese
Entdeckung wurde E. Donnell Thomas und Joseph E. Murray 1990 der Nobelpreis

verliehen.

In den letzten Jahren konnten aus den unterschiedlichsten adulten Geweben wie
Knochenmark, Fett, Leber, Pankreas, Speicheldriise, Hoden, Darm, Nabelschnurblut,
Zahnmark und Haut Stammzellen isoliert werden (Conrad et al., 2008; Gorjup et al.,
2009; Gronthos et al., 2002; Kruse et al., 2006a; Lee et al., 2004; Lynch et al., 2006;
Petschnik et al., 2010; Rodriguez et al., 2005; Su et al., 2010; Toma et al., 2001).

In der Fraunhofer EMB ist es erstmals gelungen aus glandularen Geweben, wie dem
Pankreas und den Speicheldriisen, Stammzellen mit multipotenten Eigenschaften zu
isolieren (Gorjup et al., 2009; Kruse et al., 2006b). Diese adulten Stammzellen
zeigten in vitro ein Differenzierungspotential in unterschiedliche Zelltypen (Gorjup et
al., 2009; Guldner et al., 2006; Kajahn et al., 2008) und exprimierten Nestin, welches
mit Proliferation und Zellplastizitat assoziiert ist (Hoffman, 2007; Sahlgren et al.,
2001). Weil Stammzellen aus dem Pankreas fur eine autologe Zelltherapie aufgrund

ihrer Lokalisation ungeeignet sind, wirden Stammzellen aus der Haut, aber speziell
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aus Schweil3driisen, einem weiteren exokrinen Drlisengewebe, eine gute Alternative
darstellen. Nach der Isolation und der Charakterisierung von Stammzellen aus der
Vollhaut (Kajahn et al., 2008) und der Lokalisation von Nestin-positiven Zellen in den
Schweil3drusen (Tiede et al., 2009) ist es gelungen diese Stammzellen zu isolieren
und ihr multipotentes Differenzierungspotential nachzuweisen (Petschnik et al.,
2010).

Seit 2007 ist es ebenfalls moglich adulte Fibroblasten in induzierte pluripotente
Stammzellen (iPS-Zellen) umzuwandeln (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). Die
iPS-Zellen gleichen nach der Behandlung in Aussehen, Oberflachenmarkern und
genetischen Markern, den ESCs. Diese Eigenschaften kdnnen durch das virale
Einbringen von DNA-Sequenzen der Transkriptionsfaktoren (TF) Oct4 (octamer-
binding transcription factor 4), SOX2 (sex determining region Y-box 2), KLF4
(Kruppel-like factor 4) und c-Myc induziert werden. Aufgrund der intensiven
Forschung auf diesem Gebiet konnten in den letzten Jahren neue Methoden ohne
Viren und DNA Transfer zur Herstellung der iPS-Zellen entwickelt werden (Robinton
and Daley, 2012). Trotzdem ist der Einfluss der Reprogrammierung auf die Zellen
immer noch nicht eindeutig geklart und ihr Therapieeinsatz somit mehr als fraglich
(Gore et al., 2011; Hussein et al., 2011, Lister et al., 2011).

Der Vorteil adulter Stammzellen gegeniber ESCs ist, dass sie aus vielen adulten
Geweben fur autologe Therapien gewonnen werden kénnen und keine ethische
Bedenklichkeit bei dessen Nutzung besteht. Des Weiteren konnte fir adulte
Stammzellen bisher kein malignes Verhalten in vitro und in vivo festgestellt werden
(Bernardo et al., 2007; Lee et al., 2008; Schuleri et al., 2007).

1.2 Haut und ihre Anhangsgebilde

Die Haut erstreckt sich Uber den gesamten Kérper und stellt somit das grof3te Organ
dar. Je nach Korpergrofie entspricht sie einer Flache von 1,5 bis 1,8 m?2. Die Funktion
der Haut besteht im Schutz vor mechanischen, thermischen und chemischen Noxen.
Sie absorbiert UV-Strahlen, ist eine Barriere fur Bakterien und Viren, reguliert den
Wasserhaushalt und die Korpertemperatur (Schwitzen, Austrocknungsschutz), bietet
Kalteschutz (Fettgewebe) und verfugt Uber Rezeptoren der Sinneswahrnehmung fur
Druck, Vibration, Schmerz und Temperatur.
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1.2.1 Aufbau der Haut
Die Haut lasst sich in drei Bereiche gliedern, die Epidermis, die Dermis und die
Subkutis (Abb. 2).

Epidermis { :

Dermis -

Subkutis —

Abbildung 2: Schichtung der Haut. Die Haut besteht aus drei Schichten; der Epidermis, der Dermis
und der Subkutis. Veranderte Abbildung nach (Rohen and Litjen-Drecoll, 2000)

Die Epidermis leitet sich vom Ektoderm, die Dermis und die Subkutis hingegen vom
Mesoderm ab. Melanozyten wandern von der Neuralleiste in die Epidermis ein,
wahrend die antigenprasentierenden Langerhans-Zellen aus dem Blut und letztlich
aus Vorlauferzellen des Knochenmarks stammen (Lullmann-Rauch, 2009). Haare,
N&agel, Talg-, Schweil3- und Milchdrisen sind ausdifferenzierte ektodermale

Epithelknospen, die in das darunterliegende Mesoderm einsprossen.

1.2.1.1 Epidermis

Die Epidermis, ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel, ist die aul3erste Schicht
der Haut und besteht Uberwiegend aus Keratinozyten. Diese durchlaufen die
epidermalen Schichten bei ihrer terminalen Differenzierung von basal nach apikal
(Abb. 3). Das einlagige Stratum basale sitzt der Basalmembran auf und besteht aus
epidermalen Stammzellen (epidermal stem cells, EpiSCs) und Tochterzellen. Die
Tochterzellen kdnnen als teilungsfahige Klone im Stratum basale verbleiben oder in
die Differenzierung tbergehen. Im Stratum basale befinden sich auch Melanozyten,
die eine dendritische Form aufweisen und Melanin an die Keratinozyten tbertragen.
Durch Ausbildung von Desmosomen an den Zellfortsatzen formen die Keratinozyten

ein stabiles Netzwerk.


http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Epidermis
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Tela%20subcutanea
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Melanozyten
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Langerhans-Zellen
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Haare
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Talgdr%C3%BCsen
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Brustdr%C3%BCsen
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Abbildung 3: Schichtung der Epidermis. Die Epidermis ist ein mehrschichtig verhorntes
Plattenepithel und besteht Uberwiegend aus Keratinozyten. Diese durchlaufen die epidermalen
Schichten bei ihrer terminalen Differenzierung von basal nach apikal. Das einlagige Stratum basale
sitzt der Basalmembran auf. Darin befinden sich Melanozyten, welche Melanin an die Keratinozyten
Ubertragen. Durch die Ausbildung von Desmosomen formen die Keratinozyten ein stabiles Netzwerk.
An das Stratum basale schlie3t sich das mehrschichtige Stratum spinosum an. In dieser Schicht
befinden sich Langerhans-Zellen, welche an der Immunabwehr beteiligt sind. Im Stratum granulosum
I6sen sich die Zellkerne und Zellorganellen auf, es folgt eine Dehydrierung und die Plasmamembran
wird durch eine Proteinhille ersetzt. Diese Veranderungen sind im Stratum corneum abgeschlossen.
Veranderte Abbildung nach (Bennighoff, 1985)

An das Stratum basale schlief3t sich das mehrschichtige Stratum spinosum an. In
dieser Schicht befinden sich auch die Langerhans-Zellen, welche sich an der
Immunabwehr beteiligen (Junquiera and Carneiro, 1991; Montagna et al., 1992). Im
Stratum granulosum verschwinden die Zellkerne und Zellorganellen, es folgt eine
Dehydrierung und die Plasmamembran wird durch eine Proteinhille ersetzt. Dieser
Verhornungsprozess fihrt zu starren und immobilen Zellen, die fest miteinander
verbunden sind. Diese Veranderungen sind im Stratum corneum abgeschlossen.
Hier heil3en die kernlosen Zellen Korneozyten und sind plattchenartig ineinander
verzahnt (Bennighoff, 1985).

1.2.1.2 Dermis

Die Dermis ist eine fibroelastische Schicht aus kollagenem Bindegewebe und
unterteilt sich in die retikulare und papillare Dermis. Die papillare Dermis ist stark
durch Wdlbungen, den sogenannten Papillen, mit der Epidermis verzahnt. Die
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Dermis besteht hauptsachlich aus Fibroblasten und Bindegewebsfasern aus Elastin
und Kollagen. Diese Matrix ist reich an Hyaluronan und Proteoglykanen, die
wasserbindende Eigenschaften besitzen und somit den Turgor der Haut bestimmen.
Weiterhin enthélt die Dermis Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und
Mastzellen zur Immunabwehr. Auf3erdem befinden sich in der Dermis zahlreiche
Rezeptororgane, Nerven und GefalRe (Matoltsy, 1986). Von der Dermis ziehen
bindegewebige Septen in das darunterliegende Fettgewebe und verankern es so an
den tiefen Bindegewebsfaszien und an der Knochenhaut (Bennighoff, 1985). Die

Hautanhangsgebilde reichen bis in die Dermis und durch sie hindurch.

1.2.1.3 Subkutis

Die an die Dermis anschlie3ende Subkutis besteht aus einem lockeren Bindegewebe
und enthalt viele Fettzellen. Die Subkutis sorgt fur eine lockere Verbindung zwischen
der Haut und den darunterliegenden Geweben. An der Grenzflache zwischen Dermis
und Subkutis sitzen die Haarwurzeln und die Schwei3driisen. Die Subkutis enthalt

weiterhin die in die oberen Hautschichten laufenden Gefalle und Nerven.

1.2.2 Drisen der Haut

Aus dem Epithel der Haut gehen eine Reihe von Drisen sehr unterschiedlicher
Bauweise und Funktion hervor. Im Folgenden werden die Talg- und die Milchdrise
kurz erlautert. Anschliel3end wird die Schweil3driise ndher charakterisiert.

Die Talgdrusen sind azinare, holokrine Driisen, welche in den Haarfollikel minden.
Sie bilden Talg, welcher die Haut und das Haar geschmeidig macht. Er ist
wasserabstoflend und keimwachstumshemmend. Von der Keimschicht werden
standig neue Zellen gebildet. Diese differenzieren und werden bei der Sekretion
abgestol3en (Bennighoff, 1985). Die Talgdrisenanlage entsteht wéhrend der
Entwicklung des Haarfollikels (Bargmann, 1977). Die Milchdrise, entwickelt sich aus
den Anlagen apokriner Drisen (Bargmann, 1977; Schiefferdecker, 1922). Sie
entstehen im Bereich der Milchleiste, einem Epithelstrang, der beiderseits von der
Achsel bis zur Leistenbeuge zieht. Bis auf das thorakale Paar bilden sich alle
Anlagen zurtick. Aus den verbleibenden Epithelknospen sprossen Milchgénge in die
Subkutis. Wahrend der Laktation werden Fetttropfchen mit einer Zytoplasmabhdille von
der Zelloberflache abgeschnirt. Im Laufe der Laktation verbrauchte Epithelzellen

gehen in das Sekret Uber und werden wieder ersetzt (Bargmann, 1977).


http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMTalgdr.html
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1.2.2.1 Evolutionare und embryonale Entwicklung der SchweilR3drisen

Das Vorkommen von Schweil3driisen in der menschlichen Haut ist seit Mitte des
letzten Jahrhunderts bekannt. Die allgemein Uubliche Einteilung in ekkrine und
apokrine Schweil3driisen wurde von Schiefferdecker vorgenommen (Schiefferdecker,
1922). Der menschliche Organismus besitzt zwei Typen von Schweil3drisen. Zum
einen die in den Haarfollikel mindenden apokrinen Schweil3driisen, welche
vorwiegend in der Achsel und dem Perigenitalbereich lokalisiert sind. Zum anderen
die ekkrinen Schweil3drisen, welche an die Hautoberfliche minden und Uber die
gesamte Korperoberflache verteilt sind (Abb. 4) (Bennighoff, 1985). Zusatzlich
wurden von Sato und Kollegen die apoekkrinen Drusen beschrieben, eine

Mischform, auf die hier nicht weiter eingegangen werden soll (Sato et al., 1987).

/ \
are ‘|~,1 — Musculus
{ ); 7/; arrector
Gang ‘ ety pili
. Gang
Endstiick
Ekkrine
Schweil}-
driise Endstiick
Apokrine
Schweild-
driise

{

Abbildung 4: Die SchweiRdriisen und der Haarfollikel. In der humanen Haut gibt es zwei Typen
von Schweil3drisen, die in den Haarfollikel mindenden apokrinen Schwei3driisen und die an die
Hautoberflache mindenen ekkrinen Schwei3driisen. Sie bestehen jeweils aus einem Gang und einem
geknauelten Endstlick. Veranderte Abbildung nach (Lillmann-Rauch, 2009)

Die apokrinen SchweiRdriisen sind evolutionar die Alteren. Die ekkrinen
Schweil’driisen sind eine spatere Bereicherung, da sie erstmalig bei Primaten
auftraten (Bargmann, 1977; Bennighoff, 1985). Bei den ekkrinen Schweil3drisen sind
die Palmoplanardriisen die Altesten. Diese dienen der Befeuchtung der Oberflache

fur eine bessere Haftung. Am jingsten sind die thermoregulatorischen ekkrinen
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Schweil3drisen (Montagna and Parrakkal, 1974). Ekkrine Schwei3driisen am
gesamten Korper sind nur bei Menschen und hoheren Primaten vertreten.
Palmoplanar sind ekkrine Schweil3drisen aber auch bei anderen Saugetieren
vorhanden. Die Anlagen der ekkrinen Schweil3drisen bestehen aus soliden
Epithelsprossen, die von der Basis der Epidermis durch die Dermis bis in die
Subkutis hineinwachsen. Die apokrinen Schweil3drisen gehen aus Anschwellungen
der Haaranlagen hervor. Aus diesen wachst ein am Ende verdickter Epithelstrang
durch die Dermis bis in die Subkutis (Bargmann, 1977). Anschlie3end bildet sich das
Lumen aus, welches sich in den Haarfollikel 6ffnet (Braun-Falco and Rupec, 1968).
Im Kindesalter sind beide Schweil3drisenarten sehr ahnlich. Ekkrine Schweil3drisen
nehmen ihre Funktion kurz nach ihrer Ausreifung auf (Kurosumi et al., 1984).
Apokrine Schweil3drisen bilden erst in der Pubertat ihre charakteristischen Merkmale

aus (Braun-Falco and Rupec, 1968).

1.2.2.2 EKkrine Schweil3drusen

Die ekkrinen Schwei3driisen kommen in unterschiedlicher Dichte Uberall in der
menschlichen Haut vor. Besonders haufig sind sie im Bereich von Stirn, Handteller
und Ful3sohle vertreten. Ihr saures Sekret hemmt das Bakterienwachstum und dient
der Warme und lonenabfuhr. Die einfach tubuléaren, ekkrinen Schweil3drisen
bestehen aus einem langen Gang, welcher aus einem zweischichtigen kubischen
Epithel besteht (Abb. 5) (Bennighoff, 1985). Das Endstick besteht aus einem
einschichtigen Epithel, bei dem sich zwischen Basalmembran und Epithelzellen,
Myoepithelzellen befinden. Es gibt helle und dunkle Epithelzellen. Die hellen sind
grolRer und sitzen meist auf den Myoepithelzellen. Sie enthalten wenig Ribosomen
und bilden ein wassriges Sekret, welches an das Lumen abgegeben wird (ekkrine
Sekretion). Zwischen den hellen Zellen treten interzellulare Sekretkandlchen auf.
Dariiber sitzen dunkle Epithelzellen, die mehr Ribosomen und viele Sekretgranula
enthalten. In den Endsticken wird von den hellen Epithelzellen ein Primarschweil}
sezerniert. Dazu erfolgt ein aktiver Natriumionentransport aus dem Extrazellularraum
mit nachfolgender passiver Diffusion von Wasser. Der isotone Primarschweil3 wird im
Gang teilweise wieder resorbiert. Da aber mehr Natrium als Wasser resorbiert wird,

resultiert ein hypotoner Schweil3 (Bennighoff, 1985).
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Abbildung 5: Aufbau der ekkrinen SchweiRdrisen. a) Im Querschnitt der humanen Haut lassen
sich die Anhangsgebilde gut erkennen. Die ekkrinen SchweiRdrisen bestehen aus dem
intraepidermalen Gang, dem dermalen Gang und dem sezernierenden Endstick. b) In einer
vergroRerten Darstellung des Querschnittes einer ekkrinen Schweil3drise kénnen Gang und
sezernierende Endstiicke unterschieden werden. ¢) Im Querschnitt eines Endstiickes sind dunkle und
helle Zellen, sowie Myoepithelzellen zu erkennen. Zwischen den hellen Zellen befinden sich
interzellulare Sekretkandlchen. Umgeben sind die Epithelzellen von einer Basalmembran. Veranderte

Abbildung nach (Rohen and Lutjen-Drecoll, 2000)
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1.2.2.3 Apokrine Schweil3driisen

Die apokrinen Schweil3drisen treten meist zusammen mit Haaren auf und werden
erst mit der Pubertat aktiv. Man findet sie in der Achsel und dem Perigenitalbereich.
Die verzweigten Drisen haben weite, alveoldre Endstiicke bis in die Subkutis und

sind groler als die ekkrinen Schweil3driisen (Abb. 6).

a
Sy S Rermaler Gang
g Sezernierendes Endstiick
' ¢
b e "?.;I_ TN
S YR 4
S — - ) . .
$60 0/0/ 5™, [ Myoepitheliale
R A AU B 5 Zellen
7y . / RN A Basallamina
Ba;al-__ Qi.:}\ N o AN SRR §x:"_
lamina N ' ‘

— Myoepitheliale

Myoepitheliale Zellen

Zellen

Abbildung 6: Aufbau der apokrinen Schweil’drisen. a) Im Querschnitt der humanen Haut lassen
sich die Anhangsgebilde gut erkennen. Die apokrinen Schweil3driisen unterteilen sich in einen
dermalen Gang, welcher in den Haarfollikel miindet, und das sezernierende Endstuck. b) In Ruhe
besitzt das sezernierende Endstiuck ein niedriges, organellenarmes Epithel (links), bei der Sekretion
vergro3ern sich die Zellen (rechts) und schnuren apikal granulahaltige Zytoplasmateile (siehe Pfeil)
ab. Basal liegen Myoepithelzellen, die die sezernierenden Endstiicke umhullen. Veranderte Abbildung
nach (Rohen and Litjen-Drecoll, 2000)

Der relativ gerade Gang der apokrinen Schweil3driise mindet in den Haarfollikel.
Das Epithel der Endstiicke ist einschichtig und die Sekretionszellen besitzen viele
Mitochondrien und Lysosomen (Bargmann, 1977). Die apokrine Sekretion erfolgt
durch Abschnirung und Dekapitierung der apikalen Membran, wo sich die
Sekretgranula ansammeln (Ackermann, 1997; Aumuller et al., 1999; Inoue, 1979;

Kurosumi et al., 1984). Das Epithel ist je nach Funktionszustand der apokrinen


http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/Histology/Haut.html#Haare
http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMMito.html
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Schweil3drise sehr unterschiedlich gestaltet, von flach bis hochprismatisch.
Zwischen dem Epithel und der Basalmembran befinden sich viele Myoepithelzellen,
welche dichter gelagert sind als in den ekkrinen Schweil3drisen (Bargmann, 1977).
Der apokrine Gang ist im Aufbau nicht von dem ekkrinen Gang zu unterscheiden
(Ackermann, 1997). Die apokrinen Driisen haben beim Menschen keine thermische

sondern eine pheromonische Bedeutung (Bennighoff, 1985).

1.2.3 Haare

Haare sind Keratinfaden, die zyklisch und asynchron aus den Haarfollikeln
entstehen. Haare erfullen beim Menschen nur eine geringfligige thermische und
keine mechanische Schutzfunktion. Ihre Hauptaufgabe ist die Sinneswahrnehmung,
die durch ein dichtes Netz von Nervenfasern gewébhrleistet wird (Bennighoff, 1985).
Man unterscheidet Vellus- und Terminalhaare. Vellushaare bedecken den gesamten
Korper und sind sehr viel feiner als Terminalhaare. Terminalhaare befinden sich am
Kopf, den Wimpern, den Augenbrauen, dem Bart, der Achsel, im Schambereich, dem
auRReren Gehoérgang und dem Naseneingang (Ackermann, 1997).

Die Haaranlage entsteht wahrend der embryonalen Entwicklung aus einer
Epidermisverdickung, dem Haarkeim, der von der Basis bis ins Mesenchym vordringt
(Abb. 7). In unmittelbarer Nachbarschaft entwickelt sich durch Zellteilungen eine
Mesenchymverdichtung in der Dermis. Diese Zellen bilden die Vorlaufer der
dermalen Papille. Der Haarkeim wachst zum Haarzapfen aus und umschlief3t
glockenartig die dermale Papille. Wahrend der Ausbildung sprossen seitliche
Epithelwulste hervor, die Anlagen fir Talgdrise, Musculus arrector pili und apokrine
Schweil3drise. Der grolste Teil des Haarzapfens bildet die &ulRere
Haarwurzelscheide. Die Bildung des Haarschaftes und der inneren
Haarwurzelscheide geht von der Haarmatrix aus. Der Haarschaft schiebt sich
innerhalb der inneren Wurzelscheide und mit ihr zusammen bis in den oberen Teil
des Haarzapfens. Dort hat sich durch den Zerfall verhornter Zellen der Haarkanal
gebildet (Bargmann, 1977; Hardy, 1992).
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Abbildung 7: Die embryonale Haarentwicklung. a) Die Haaranlage entsteht aus einer
Epidermisverdickung, dem Haarkeim. Durch Zellteilungen entwickelt sich eine Mesenchymverdichtung
in der Dermis. b) Der Haarkeim wéachst zum Haarzapfen aus und umschliel3t glockenartig die dermale
Papille. ¢) Der gro3te Teil des Haarzapfens bildet die auRRere Haarwurzelscheide. Die Bildung des
Haarschaftes und der inneren Haarwurzelscheide geht von der Haarmatrix aus. Veréanderte Abbildung
nach (Botchkarev et al., 1999)

Haare werden zyklisch gebildet. Der Lebenszyklus eines Haares setzt sich aus dem
Anagen (Wachstumsphase), dem Katagen (Rtckbildungsphase) und dem Telogen
(Ruhephase) zusammen (Abb. 8) (Ebling, 1976; Hardy, 1992). Nach der
Wachstumsphase setzt die Riuckbildungsphase ein. In der Ruckbildungsphase stellt
die Haarmatrix ihre Zellproduktion ein, das Haar Iost sich von der dermalen Papille
und der Haarfollikel verkirzt sich. Nach der anschlieRenden Ruhephase beginnt die
Wachstumsphase von Neuem. Neues Epithel migriert Uber die verbliebene dermale
Papille, woraus sich ein neues Haar zu bilden beginnt. Wahrend des Wachstums
drangt es das alte Haar heraus (Bennighoff, 1985). Die Hautdicke variiert dabei mit

den Haarzyklen.
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Abbildung 8: Der Haarzyklus. a) Das Anagen stellt die Wachstumsphase des Haares dar. b) Im
Katagen, der Ruckbildungsphase, l6st sich das Haar von der dermalen Papille und der Haarfollikel
verkirzt sich. ¢) Nach dem Telogen, der Ruhephase, beginnt die Wachstumsphase von Neuem. d)
Neues Epithel migriert Uber die verbliebene dermale Papille, woraus sich ein neues Haar zu bilden
beginnt. €) Wéahrend des Wachstums drangt es das alte Haar heraus. Veranderte Abbildung nach
(Bennighoff, 1985)

1.2.4 Stammzellquellen der Haut

Ein immer wieder auftretender Marker bei der Identifikation von Stammzellenquellen
der Haut ist Nestin (Abb. 9). Nestin ist ein Intermediarfilament, welches in neuralen
Stammzellen exprimiert wird (Fu et al., 2008; Yaworsky and Kappen, 1999).

Da Nestin allerdings auch in anderen adulten Stammzellen detektiert werden konnte
(Hoffman, 2007; Toma et al., 2005; Wiese et al., 2004), wurde seine Expression als
genereller Marker fir adulte Stammzellen anerkannt. In humaner Haut wird Nestin
vor allem im Mesenchym des Haarfollikels, den Talgdrisen und den Schweil3driisen
(Tiede et al., 2009) exprimiert.
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Abbildung 9: Stammzellquellen der Haut. Dargestellt sind die Stammzellquellen der Haut von der
Epidermis, Uber die Dermis bis zur Subkutis. Einige Stammzellen dieser Stammzellquellen
exprimieren Nestin (rot markierte Zellen), wie die Stammzellen der Wulstregion, der
Bindegewebsscheide, der Talgdriise, der dermalen Papille, des Schweil3drisenmesenchyms und der
Blutgefalle. Andere Stammzellen der Stammzellquellen der Haut exprimieren kein Nestin (grin
markierte Zellen).

Die Epidermis ist ein sich stdndig regenerierendes Epithel. Diese lebenslang
anhaltende Erneuerung beruht auf der Existenz von adulten epidermalen
Stammzellen. In der Epidermis unterscheidet man zwischen Stammzellen der
interfollikularen Epidermis, des Haarfollikels mit der Wulstregion und der Talgdruse.
Stammzellen der interfollikularen Epidermis befinden sich an der Basallamina. Die
Existenz von Stammzellen im Haarfollikel ist fir die Regeneration des
Anagenhaarfollikels erforderlich. Stammzellen des Haarfollikels sind, zusatzlich zum
Haarfollikelumbau, an der epidermalen Regeneration beteiligt, wenn die
Hautintegritat beschadigt wird (Ito et al., 2005; Taylor et al., 2000). Die Wulstregion
befindet sich zwischen der Einmindung des Ausfuhrungsgangs der Talgdrise und
der Ansatzstelle des Musculus arrector pili. Stammzellen der Wulstregion sind in der
Lage den Haarfollikel, die interfollikulare Epidermis und die Talgdrise zu generieren

(Oshima et al.,, 2001). Die stetige Differenzierung der Talgdrisenzellen setzt
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ebenfalls eine Zellquelle mit Stammzelleigenschaften voraus (Fuchs and Horsley,
2008; Watt et al., 2006). Sollte der Haarfollikel oder die Talgdrise untergehen,
Ubernimmt jeweils die andere Stammzellpopulation den Wiederaufbau (Selleri et al.,
2006).

Die Existenz von Stammzellen in der Dermis ist unumstritten, aber deren Lokalisation
ist noch nicht vollstandig erforscht. Die zyklische Regeneration des Haarfollikels ist
von einer exakten Interaktion eines spezialisierten Mesenchyms mit dem epithelialen
Anteil des Haarfollikels abhéngig. Dabei werden wichtige Bestandteile, wie die neuen
Blutgefalie, von dermalen Stammzellen der follikularen Bindegewebsscheide gebildet
(Jahoda et al., 2003). Diese Zellen exprimieren Nestin (Kloepper et al., 2008; Tiede
et al.,, 2009). Nestin wird auch in der Haarpapille exprimiert, wo es ebenfalls
mesenchymale Stammzellen markiert (Hunt et al., 2008; Kruse et al., 2006a; Tiede et
al., 2009). In der Dermis befinden sich zudem undifferenzierte dermale Zellen, die
sogenannten Fibrozyten. Diese sind Progenitorzellen der Fibroblasten. Sie
emigrieren aus dem Knochenmark und infiltrieren die Dermis wéahrend der
Wundheilung (Bucala et al., 1994; Quan et al., 2004). Den residenten Endothelzellen
kommt ebenfalls eine wichtige Bedeutung bei der Regeneration von
Endothelschaden zu (Bluff et al., 2007; Grenier et al., 2007). Nestin wird wahrend der
Angiogenese sowohl von Endothelzellen, den glatten Muskelzellen als auch den
Perizyten exprimiert (Aihara et al., 2004; Mokry et al., 2004; Mokry et al., 2008). Eine
weitere Stammzellquelle in der Dermis sind die aus der Neuralleiste immigrierten
Neuralleistenzellen (NLZ) welche unter anderem im Mesenchym des Haarfollikels
nachgewiesen werden kénnen und ebenfalls Nestin exprimieren (Fernandes et al.,
2004; Sieber-Blum and Grim, 2004; Wong et al., 2006).

Auch das Fettgewebe beinhaltet multipotente Stammzellen (Gimble et al., 2007; Zuk

et al., 2002), die eine Rolle in der Wundheilung spielen (Ebrahimian et al., 2009).

1.3 Regeneration der Haut

Aufgrund der enormen Bedeutung der Haut fir den Organismus, besitzt sie die
Fahigkeit, sich sehr schnell und effektiv selbst zu regenerieren. Diese erstaunliche
Fahigkeit zur Selbsterneuerung wird durch eine Vielzahl von adulten
Hautstammzellen ermoglicht. Aufgrund der leichten Zugéanglichkeit der Haut stellen
diese Zellen ein sehr attraktives Instrument in der Wundtherapie mit autologen

adulten Stammzellen dar.
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1.3.1 Phasen der Hautwundheilung

Nach einer Verletzung der Haut schwemmt das Blut Keime und Schmutz aus der
Wunde. Im physiologischen Wundheilungsprozess werden drei Phasen
unterschieden, die zeitlich und raumlich Gberlappen (Abb. 10).

In der Entziindungsphase wird zur Blutstillung die Gerinnungskaskade aktiviert. Ein
keilférmiger Pfropf entsteht aus roten Blutkorperchen und Blutplattchen. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Bildung einer Fibrinmatrix. Wahrenddessen werden von den
ortsansassigen Thrombozyten verschiedene Zytokine ausgeschittet (transforming
growth factor B8 (TGFB), epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor
(FGF), platelet-derived growth factor (PDGF) und insulin-like growth factor 1 (IGF1))
(Martin, 1997; Smola et al., 2001). Die Permeabilitat der Kapillaren steigt und es
immigrieren neutrophile Granulozyten und sezernieren proinflammatorische Zytokine
(Interleukin 1 (IL 1), IL 6, IL 8 und tumor necrosis factor a (TNFa)).

Grad der Verletzung/ Granulationsphase Narbenumbau
Entziindung
-+

™= Gerinnung

= Granulozyteninfiltration
— Monozyteneinwanderung
e ——————— Fibroblastenaktivierung
| e Angiogenese

e ———— Epithelisierung

_— Granulations-
gewebeinvolution

e —
Narbenumbau

=

Zeit

Abbildung 10: Phasen der Wundheilung. Im physiologischen Wundheilungsprozess werden drei
Phasen unterschieden, die zeitlich und ré&umlich Uberlappen; die Entziindungsphase (rot), die
Granulationsphase (blau) und die Phase des Narbenumbaus (tirkis). Abbildung nach (Smola et al.,
2001)

Eingewanderte Monozyten reifen zu Makrophagen, phagozytieren Bakterien und
Gewebetrimmer und fihren zur Aktivierung von Fibroblasten und Keratinozyten
durch die Sekretion von IGF1, TGFa und 3, FGF und PDGF (Hubner et al., 1996;
Valluru et al.,, 2011). In der Granulationsphase (ab dem 3.-6. Tag) werden neue
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Gefalle von immigrierten Endothelzellen gebildet und gewahrleisten die Versorgung
der zahlreich eingewanderten Zellen. Fibroblasten sezernieren Kollagenproteine,
welche sich zu kollagenhaltigen Fibrillen (erst Typ Ill) vernetzen. Diese ersetzen die
Fibrinmatrix, welche durch Proteasen abgebaut wird. Durch die einwandernden
Fibroblasten werden die Keratinozyten Uber IGF1, FGF, TGFB, PDGF und EGF
aktiviert. Sie wandern von den Wundrandern ein und bilden eine neue
Basalmembran unterhalb des Pfropfens. Damit beginnt die Phase des
Narbenumbaus (ab dem 7.-10. Tag), in der das Granulationsgewebe abgebaut und
durch neues Gewebe ersetzt wird. Diese Phase kann bis zu einem Jahr andauern.
Das Kollagen Typ Il wird durch Fibroblasten abgebaut und durch Kollagen Typ |
ersetzt. Die reichlich gebildeten BlutgefaRe werden wieder zurtickgebildet. Weiterhin
gehen viele der eingewanderten Zellen zugrunde. Wenn diese empfindlichen Phasen
der Wundheilung gestort sind kommt es zu Narben oder chronischen Wunden.

Charakteristisch fur narbiges Gewebe ist das Fehlen der Hautanhangsgebilde.

1.3.2 Regenerative Therapien in der Wundheilung

Ziel regenerativer Therapien ist im Wesentlichen, die zum Erliegen gekommenen
korpereigenen Reparaturvorgange wieder zu aktivieren oder wenn noétig durch
Ersatzstoffe moéglichst funktionell wiederherzustellen.

Der Kklinische Bedarf an effektiven wundheilungsfordernden Therapien zum
Verschluss bzw. zur Abdeckung von grof3flachigen, akuten und chronischen Wunden
ist enorm. Da die Wundheilung im Laufe des Lebens immer mehr verzdgert oder
gestort ist, ist aufgrund des zunehmenden Lebensalters der Bevoélkerung zu
erwarten, dass der Bedarf noch weiter zunehmen wird. Die Kosten fur die
Behandlung chronischer Wunden bei Diabetes mellitus und arterieller
Verschlusskrankheiten gehen in die Milliarden (Kremer and Berger, 1999). Aber auch
fur Weichteildefekte nach Unfallen und groR3flachigen Tumoroperationen werden
neue Therapien fur den Hautersatz bendtigt.

Die derzeitigen Behandlungsmethoden sind héaufig zeit- und kostenintensiv und
zeigen oft verbesserungswirdige  Wundheilungsergebnisse. Der ideale
Wundverschluss sollte eine aseptische Barriere darstellen, die gleichzeitig den
Flussigkeitsverlust verhindert. Er darf weder toxisch noch antigen wirken. Auch
mechanische Stabilitdét und die &sthetische Qualitat der neuen Haut spielen eine
grol3e Rolle (Kremer and Berger, 2000).
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Der ,Goldstandard® des permanenten Hautersatzes ist die autologe
Hauttransplantation. Diese Methode ist aber bei grof3flachigen Wunden nicht mehr
durch patienteneigene Haut zu realisieren. Das Verfahren autologer
Spalthauttransplantation  erzielt zudem meist nur ein unbefriedigendes
Ausheilungsergebnis mit Wundkontraktion und Narbenbildung (Kremer and Berger,
1999).

In den letzten 30 Jahren sind eine Vielzahl von unterschiedlichen biologischen und
synthetischen Hautersatzmaterialien, sowie Produkte mit humanen patienteneigenen
Zellen auf den Markt gekommen, an deren Weiterentwicklung standig gearbeitet
wird. Eine Mdglichkeit ist die Zlchtung eines Hautersatzes in vitro, welcher sich nach
der Transplantation in das Wundbett integrieren soll. Zur Herstellung eines zellularen
Hautersatzes ben6tigt man entwicklungsfahige Zellen. Ein groRes Problem besteht in
den meisten Fallen in der Gewinnung der bendtigten Zellmenge. Humane
Stammzellen gelten dabei als vielversprechende Zellquelle fur autologe Therapien.
Seit 1975 konnen Keratinozyten isoliert und ausreichend vermehrt werden. Seit 1981
werden diese auch fir die in vitro Generierung von permanentem, allogenem aber
auch autologem Epidermisersatz verwendet (O"Connor, 1981; Phillips and Gilchrest,
1992; Rheinwald and Green, 1975). Ein Nachteil dieser Keratinozytenschichten ist
das Schrumpfen um bis zu 50 % nach dem Ablésen aus der Zellkulturschale.
Dartber hinaus ist die Handhabung aufgrund der Fragilitat sehr schwierig. Zudem
weisen sie eine unsichere Einheilungsrate auf, da das Transplantat keine dermale
Komponente aufweist (Rue et al., 1993). Wenn sich nach der Transplantation eine
Neoepidermis gebildet hat, ist diese zudem sehr anféallig fur mechanische
Belastungen (Herzog et al., 1988; Williamson et al., 1995).

Eine andere Alternative stellt die Herstellung einer biokompatiblen und
bioresorbierbaren Matrix dar, welche in der Lage ist die gewebsstandigen Zellen zu
rekrutieren. Zu den Produkten flr einen permanenten Hautersatz gehéren Integra
und Matriderm. Integra besteht aus Kollagen und enthalt als weitere Bestandteile
Proteoglykan und eine Silikonschicht, die nach der Transplantation die Wunde vor
Infektionen und Austrocknung schitzen soll. Matriderm besteht aus Kollagenfasern
und Elastin. Nach der Transplantation werden die Substitute von gewebssténdigen
Zellen besiedelt. In klinischen Studien haben sich zwar beide Produkte bewahrt

(Haslik et al., 2007; Weigert et al., 2011), allerdings sind die entstehenden Kosten
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enorm. Hinzu kommt bei Integra eine zweite Behandlung mit einem
Epidermisersatzverfahren, meist Spalthaut.

Hautersatzmaterialien sind wichtige Hilfsmittel bei der Behandlung von
Vollhautdefekten, wo sie bevorzugt in Kombination aus Epidermis- und Dermisersatz
mit einer zellularen Komponente verwendet werden. Diese Kombination soll zu einer
schnelleren Reepithelialisierung und einer verminderten Wundkontraktion fihren. Ein
permanentes Kompositverfahren ist Apligraft. Der Dermisanteil besteht aus bovinem
Kollagengel, das mit humanen neonatalen Fibroblasten besiedelt ist. Darauf befinden
sich mehrere Lagen humaner Keratinozyten. Apligraft konnte bei Patienten mit
venoser Insuffizienz bereits erfolgreich eingesetzt werden (Eaglstein and Falanga,
1997; Falanga and Sabolinski, 1999; Zaulyanov and Kirsner, 2007). Meist sind
Kompositverfahren technisch sehr aufwendig und mit hohen Kosten verbunden
(Kamolz et al., 2008). Hinzu kommt die Problematik der unzureichenden Versorgung
des Hautersatzes in vivo aufgrund der fehlenden Vaskularisierung des
Transplantates (Bouchie, 2002).

Neben dem Einsatz von Keratinozyten und Fibroblasten, konnte eine verbesserte
Wundheilung auch durch verschiedene Zelltypen der Haut (siehe Kapitel 1.2.4), aber
auch durch Zelltypen anderer Gewebe, wie den pankreatischen Stammzellen oder
den Knochenmarkstammzellen erzielt werden (Egana et al., 2009a; Egana et al.,
2009b; Salem et al., 2009; Wu et al., 2007).
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Der Einsatz einer neuen Stammzellpopulation aus humanen Schweil3drisen ist
aufgrund ihrer einfachen Erreichbarkeit in der Haut im Hinblick auf eine autologe
Stammzelltherapie sehr vielversprechend.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung einer neuen Stammzellquelle aus
humanen SchweiRdrisen fur einen moglichen klinischen Einsatz in der Wundheilung.
Da bisher keine spezifische Gen- oder Proteinexpression fur adulte Stammzellen
bekannt ist, missen bei jeder Gewinnung einer neuen Stammzellpopulation die
Zellen ausfuhrlich charakterisiert werden. Die durchzufihrenden Untersuchungen
sollten zu einer Optimierung und Standardisierung der Zellisolation aus humanen
Hautbiopsien und zu einer Anpassung der Kultivierungsbedingungen der neu
gewonnenen Stammzellpopulation beitragen. Des Weiteren sollten die Proliferations-
und Wachstumscharakteristika der neuen Stammzellpopulation analysiert und ihr
Expressionsprofil auf Gen- und Proteinebene untersucht werden. Das spontane und
induzierte Differenzierungspotential der neuen Stammzellpopulation sollte zur
Ermittlung des Ursprungs und zur Abgrenzung zu anderen bereits etablierten
Stammzelllinien, wie den epidermalen Stammzellen und den
Knochenmarkstammzellen, gepruft werden. Im Hinblick auf eine therapeutische
Anwendung der neuen Stammzellpopulation sollte deren wundheilungsférdernde
Zytokinsekretion bestimmt werden. Zur direkten Nutzung transplantierter, nativer,
humaner Schweil3driisen sollte aul3erdem deren Kultivierbarkeit in einem

kollagenhaltigen Hautersatz tGberpruft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Actrapid Penfill (Insulin)
Aminosauren, nicht essentielle
Antibiotic-Antimycotic 100x
Alcianblau 8GX

Aceton

B-Glycerolphosphat
B-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)
Carbogen

Coomassie Brillant Blue-G250

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

Dexamethason
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco's Modifed Eagle Medium
(DMEM) high glucose + L-Glutamine

Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline (PBS)

Dispase I

EpiLife

Ethanol, 99%

Fetales Kalberserum (FKS)
Gelatine

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)
ethansulfonsédure (HEPES)

Indomethacin

Immunglobulin

3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)
Isopropanol 99,9 %

Novo Nordisk (Bagsvaerd, Danemark)
Gibco, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Gibco, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Air Liquide (Dusseldorf, Deutschland)
Merk (Darmstadt, Deutschland)

Roche (Basel, Schweiz)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Gibco, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Gibco, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Roche (Basel, Schweiz)

Gibco, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

CSL Behring (Hattersheim am Main,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Insulin-Transferrin-Selenium
ITS Premix

Kaisers Glyceringelatine
Kalziumchlorid

Kollagenase NB 8
L-Ascorbinséure-2-Phosphat
L-Prolin

L-Glutamin

Methanol

Modified Eagle’s Medium

3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Natriumchlorid
Natriumpyruvat 99 %
Nylonmembran
Neutralrot

Oil Red O
ortho-Phosphorsaure
Penicillin/Streptomycin
Paraformaldehyd (PFA)

Qiaxcel Alignment Marker
15 bp/500 bp

QX DNA Size Marker pUC18/Haelll

Streptavidin-Meerrettichperoxidase
Konjugat

Saccharose D (+)
Tissue Tek

transforming growth factor-3
human (TGF-B3)

Tris(hydroxymethyl) aminomethan
hydrochlorid (Tris- HCL)

Trypsin
TritonX 100
Vectashield Mounting Medium

Ziegenormalserum

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Gibco, Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
BioAssay Systems (Hayward, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sefar (Heiden, Schweiz)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
PAA-Laboratories (Pasching, Osterreich)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Perkin EImer (Massachusetts, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sakura (Alphen aan den Rijn, Niederlande)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Vector Laboratories (Burlingame, USA)



Material und Methoden 24

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

2- und 4-Well Chamber Slides BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Deckglaser Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Einweg-Pasteurpipetten Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Glaspipetten (2, 5, 10, 25 ml) Hirschmann Laborgerate (Eberstadt,
Deutschland)

Kanilen g 0,9 mm B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

Kollagen Typ IV-beschichtete BD Bioscience (Kalifornien, USA)

Zellkulturschalen (60 und 100 mm)

Kryoréhrchen (2 ml) Techno Plastic Products (TPP)
(Trasadingen,Schweiz)

Micro-Assay-Plate (black, Greiner Bio One (Frickenhausen,

clear bottom) Deutschland)

Mikropinzetten B. Braun Melsungen AG (Melsungen,

NucleoCassette

Optimaix

Objekttrager (Super Frost Plus)
PCR-Pipettenspitzen
PCR-Platte (96-Well)
PCR-Reaktionsgefalle

Deutschland) und
Codman & Shurtleff Inc. (Paramount, USA)

ChemoMetec (Allerod, Danemark)

Matricel GmbH (Herzogenrath, Deutschland)
Menzel (Braunschweig, Deutschland)
Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)
Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Pipettenspitzen (10, 100 und 1000 pl) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
ReaktionsgefalRe (1,5, 2, 15 und 50 ml) Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)

Serologische Pipetten
(5, 10, 25, 50 ml)

Skalpelle
Spritzen (1, 50 ml)

Zellkulturflaschen
(25, 75, 150 cm?)

Zellkulturplatten Cellstar
(6-, 12-, 24-, 96-Well)

Zellschaber (24 cm)

Corning Incorporated (Corning, USA)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

Techno Plastic Products (TPP)
(Trasadingen, Schweiz)

Techno Plastic Products (TPP)
(Trasadingen, Schweiz)

Techno Plastic Products (TPP)

(Trasadingen, Schweiz)
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2.1.3 Kits

Alkaline Phosphatase Kit

Human Cytokin Array Kit

Nuclear Extract Kit

QuantiFast SYBR Green PCR Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNeasy Plus Mini Kit

Silverguant Detection Kit

Transcription Factor Stem Cell Chip

2.1.4 Gerate

Analysewaagen

Kern AEJ
Kern 770

Brutschrank
Chemilumineszenzdetektor Fusion-SL
Einfrierbox
FACSCalibur
Kolbenhubpipetten
Kryotom HM560
Mastercycler
Mikroskope
Axiovert 40C
Axioskop 2 mot plus
Axio Observer Z.1
NanoDrop 1000
NucleoCounter
Qiacube
Qiaxcel
Qiagility
gPCR Mastercycler ep
Realplex?

Silverquant Scanner

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
R&D (Minneapolis, USA)

Active Motif (La Hulpe, Belgien)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern,
Deutschland)

Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern,
Deutschland)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Vilber Lourmat (Eberhardzell, Deutschland)
Thermo Scientific (Waltham, USA)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Microm (Walldorf, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Carl Zeiss (Jena, Deutschland)
Carl Zeiss (Jena, Deutschland)
Carl Zeiss (Jena, Deutschland)
PeqgLab (Erlangen, Deutschland)
Chemometec (Allerod, Danemark)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
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Schittler GFL 3031
Vortex Genie 2
Vortexer MS2 Minishaker

Wasserbad
Werkbank, Biowizard Silver Line
Zentrifugen
Centrifuge 5804R
Centrifuge 5415R
Allegra x 15R Centrifuge

2.1.5 Software
AxioVision 4.8
BioCalculator 3.0
CellQuest Pro 6.0
GraphPad Prism 5.0
ImageJ
Microsoft Excel 2007

Microsoft Power Point 2007

Mikrowin 2000

TF-Chip Data Analysis Tool 1.2

RealPlex 2.2

2.1.6 Losungen
Bradford-Reagenz
Dispase |l
Methanol-Aceton (7:3)

Neutralrot

PFA-Fixierlésung

Hassa Laborgeréte (Lubeck, Deutschland)
Scientific Industries (New York, USA)

IKA-Werke GmbH & CO. KG
(Staufen, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)
Koajair Tech Oy (Vilppula, Finnland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Beckman Coulter GmbH (Krefeld,
Deutschland)

Carl Zeiss (Jena, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
GraphPad Software (La Jolla, USA)

National Institutes of Health (Bethesda, USA)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Berthold Technologies (Wien, Osterreich)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

0,01 % (w/v) Coomassie Brillant Blue-G250
4,75 % (v/v) 25 ml 95 % Methanol
8,5 % (v/v) ortho-Phosphorsaure

HEPES-Stammldsung 6 ml
Dispase Il 2 U/ ml 13,33 mg

Methanol 42 ml
Aceton 18 ml

100 pg/ mlin PBS

4% PFA4qg
Saccharose 10 g
PBS 100 ml

einige Tropfen NaOH
pH 7,4
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Stopplésung
Trypsin 0,1 %
TBST + 0,1 % BSA

MTT 5 mg/ ml

Einfriermedium

gPCR

Mastermix

gPCR Mix

Differenzierung

1 % Alcianblaulésung

100 mM Gilycerol-
phosphat

1 mM Dexamethason

Fixierlosung fir Alkalische

Phosphatase Farbung

50 mM Indomethacin

1 mg/ ml Insulin

250 mM IBMX

50 mg/ ml L-Ascorbin-
saure-2-Phosphat

10 % FKS in PBS
0,1 % Trypsin in PBS

150 mM Natriumchlorid 8,76 g
10mM Tris 1,21 g

0,05 % TritonX 100 500 pl
0,1%BSA1lg

destilliertes Wasser 1 |

pH 8,0

MTT 0,19
PBS 20 ml

10 % DMSO
90 % FKS

1 pl Reverse Transkriptase
4 ul Reverse Transkriptase Puffer
1 pl Primermix

12,5 ul SYBR Green Master Mix
2,5 ul Primer-Mix
10 uyl cDNA/ Wasser

Alcianblau 500 mg
3 % ige Essigsaure 50 ml

Glycerolphosphat 216 mg
destilliertes Wasser 10 mi
Lagerung bei -20 °C

Dexamethason 3,9 mg
99 % Ethanol 10 ml
Lagerung bei -80 °C

Citrat-Losung 2,5 ml
Aceton 6,5 ml
37 % Formaldehyd 0,8 ml

Indomethacin 178,9 mg
DMSO 10 ml
Lagerung bei -80 °C

Actrapid Penfill (Insulin) 1 ml
destilliertes Wasser 2,5 mi
Lagerung bei -20 °C

IBMX 100 mg
DMSO 1,8 ml
Lagerung bei -20 °C

L-Ascorbinséure-2-Phosphat 500 mg

destilliertes Wasser 10 ml
Lagerung bei -20 °C
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40 mg/ ml L-Prolin L-Prolin 400 mg
destilliertes Wasser 10 mi
Lagerung bei -20 °C

100 mg/ ml Natrium- Natriumpyruvat 100 mg
pyruvat destilliertes Wasser 1 mi
Lagerung bei -20 °C
0,3 % Oil Red O Oil Red O 300 mg
99 % Isopropanol 100 ml
Transforming Growth Factor-33 TGF-B3 1 ug

destilliertes Wasser 1 ml
Lagerung bei -20 °C
Durchflusszytometrie

Puffer A PBS
1 % FKS
Immunglobulin-Lésung Immunglobulin 0,1 ml
PBS 9,9 ml

2.1.7 Zelllinien und Langzeit-Zellkulturen

Schweil3driisen-abgeleitete Adulte Stammzellen humaner

Stammzellen SchweilRdrisen, aus der Fraunhofer EMB,

sweat gland-derived stem cells Passage 0-21, 5 Patienten; CEsgl, CEsg3b,

(SGSCs) CEsg14, CEsg16 und CEsg17
entsprechen SGSC#1- SGSC#5

Knochenmarkstammzellen Praparation des Oberschenkelknochens

bone marrow stem cells von PromoCell, Passage 12-16

(BMSCs)

Epidermale Stammzellen Adulte Stammzellen der Epidermis

epidermal stem cells aus der Fraunhofer EMB, Passage 2-3

(EpiSCs)

Dermale Fibroblasten Praparation des Augenlids

von PromoCell, Passage 10-12

2.1.8 Zellkulturmedien

Isolationsmedien

HEPES-Stammlésung 2,383 g HEPES auf 100 ml Aqua bidest.
(pH 7,6)
HEPES-Eagle-Medium 90 ml Modified Eagle Medium

(pH 7,4) 10 ml HEPES-Stammldsung
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Isolationsmedium
(PH 7,4)

Digestionsmedium
(pH 7,4)

Kultivierungsmedium
DMEM 10 %

Kultivierungsmedium
DMEM 20 %

mesenchymal stem cell growth
medium (MSC-GM)
PromoCell

EpiLife
Gibco

Differenzierungsmedium
fur organoid bodies (OBs)

Mesodermale Dfferenzierungsmedien

Adipogenes
Differenzierungsmedium

Adipogenes
Erhaltungsmedium

Chondrogenes
Differenzierungsmedium

Osteogenes
Differenzierungsmedium

32 ml HEPES-Eagle-Medium
5 % BSA in Aqua bidest. 8 ml
0,1 M Kalziumchlorid 300 pl

20 ml Isolationsmedium
4 ml Kollagenase

DMEM

10 % FKS

100 U/ ml Penicillin

0,1 mg/ ml Streptomycin

DMEM

20 % FKS

100 U/ ml Penicillin

0,1 mg/ ml Streptomycin

MSC Basis Medium
MSC Supplement

100 U/ ml Penicillin

0,1 mg/ ml Streptomycin

EpiLife Basis Medium
EpiLife Defined Growth Supplement
0,6 % Antibiotic-Antimycotic 100x

380 ml DMEM

100 ml FKS (30 min inaktiviert bei 54 °C)
5 ml L-Glutamin

3,5 ul B-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS
5 ml nicht essentielle Aminoséauren

100 U/ ml Penicillin

0,1 mg/ ml Streptomycin

DMEM 10 %

0,5 mM IBMX

1 yM Dexamethason
200 yM Indomethacin
10 pg/ ml Insulin

DMEM 10%
10 pg/ ml Insulin

DMEM

100 nM Dexamethason

100 pg/ ml L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
10 ng/ ml Transforming Growth Factor-3
1 mM Natriumpyruvat

40 ug/ ml L-Prolin

1x ITS Plus Premix

DMEM 10%

100 nM Dexamethason

50 uM L-Ascorbinsdure-2-Phosphat
10 mM Glycerolphosphat
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2.1.9 Antikorper

Tabelle 1: Verwendete Priméarantikdrper. In der Tabelle angegeben sind die verwendeten Symbole,
die vollstandigen Namen, der Wirt, aus dem die spezifischen Antikérper stammen, die Verdinnung,
die Zielstruktur und der Hersteller. mono-monoklonal, poly-polyklonal, K-Kaninchen, M-Maus, R-Ratte

Symbol Name Wirt Verdinnung Zielstruktur Hersteller
AP alkaline phospatase M mono 1:50 Zellmembran R&D Sys.
aSMA alpha smooth muscle actin M mono 1:1000 filamentar Dako
Amylase Amylase G-10 M mono 1:500 zytoplasmatisch Santa Cruz
B3T R3Tubulin M mono 1:300 filamentér Santa Cruz
CEA carcinoembryonic antigen K poly 1:500 Zellmembran Abcam
K7 Keratin 7 K poly 1:500 filamentér Abcam
K14 Keratin 14 M mono 1:250 filamentér Santa Cruz
K15 Keratin 15 M mono 1:100 filamentér Millipore
K19 Keratin 19 M mono 1:50 filamentar Sigma
la6 Integrin alpha 6 R mono 1:100 Zellmembran Santa Cruz
Ki67 Ki67 K poly 1:500 nukleér Abcam
Laminin Laminin-5 M mono 1:200 Zellmembran Santa Cruz
Mucin Mucinl M mono 1:500 Zellmembran Santa Cruz
Nanog Nanog K poly 1:1000 nuklear Millipore
Nestin Nestin K poly 1:500 filamentér Abcam
Nestin Nestin K mono 1:100 filamentar Millipore
NF* Neurofilament H K poly 1:500 filamentér Serotec
NF* Neurofilament L K poly 1:200 filamentar Fisher Scientific
NF* Neurofilament H&M M mono 1:200 filamentar Millipore
NF* Neurofilament L M mono 1:50 filamentar Millipore
NF* Neurofilament M K poly 1:100 filamentér Santa Cruz
Nucleo- Nucleostemin K poly 1:500 nuklear Santa Cruz
stemin
Oct4 octamer binding K poly 1:100 nuklear Santa Cruz
transcription factor 4
p63 Tumorprotein 63 M mono 1:250 nukleér Santa Cruz
SOX2 sex determining region Y- K poly 1:500 nuklear Abcam
box 2
Isotyp-Kontrolle IgG2a R BD
Isotyp-Kontrolle K poly Santa Cruz
Isotyp-Kontrolle M poly Santa Cruz

*Die NF Antikérper wurden jeweils im Mix aus L-light, M-medium und H-heavy fir Maus und
Kaninchen verwendet.
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Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikdrper. In der Tabelle angeben sind die Namen der Antikérper,
der Wirt, die Spezifitat, die Verdinnung und der Hersteller. Cy-Cyanin, FITC-Fluorescin-lsothiocyanat,

Immunglobulin G-IgG

Antikdrper Wirt Spezifitat Verdiinnung Hersteller

Cy3 Anti-Ratte IgG Ziege Ratte 1:400 Jackson ImmunoResearch
Cy3 Anti-Maus IgG Ziege Maus 1:500 Jackson ImmunoResearch
Cy3 Anti-Kaninchen 1gG Ziege Kaninchen 1:500 Jackson ImmunoResearch
FITC Anti-Kaninchen IgG Ziege Kaninchen 1:500 Jackson ImmunoResearch

Tabelle 3: Fluoreszenzmarkierte Antikorper. Alle verwendeten Oberflachenantikdrper stammen von
BD. Als Wirt wurde die Maus verwendet. PE-Phycoerythrin, PerCP-Peridinin Chlorophyll Protein,
Cy-Cyanin, Immunglobulin G-1gG

Antikorper IgG Markierung Konzentration [pug/ pl) pl/ Test
CD9 IgG1-k PE 0,00625 1,6
CD29 IgG1l-k PE-Cy5 0,025 0,4
CD44 1gG2b-k PE 0,0125 0,8
CD105 IgG1-k PerCP-Cy5.5 0,2 0,005
Isotyp IgG1-k PE 0,05 0,2
Isotyp IgG1-k PE-Cy5 0,00625 1,6
Isotyp 19G2b-k PE 0,05 0,2
Isotyp 1gG1-k PerCP-Cy5.5 0,2 0,05
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2.1.10 Primer

Tabelle 4: Verwendete Primer. Angegeben sind das verwendete Gensymbol und der Genname. Die
Bezeichnung Intronspannend gibt Auskunft Uber die Spezifitdt des Primers nur an mRNA zu binden.
Des Weiteren werden die Produktgrof3e und die Herstellerbezeichung dargelegt. Alle Primer stammen
von Qiagen. bp-Basenpaare

Gensymbol Genname Srljr;tnrggr;d GroRRe (bp) bzféisctﬁlrﬁ:g
aSMA alpha smooth muscle actin ja 83 Hs_ACTA2_1 SG
B-Aktin B-Actin ja 146 Hs_ACTB_1_SG
B3T B3Tubulin ja 78 Hs_TUBB3_1_SG
Albumin Albumin ja 106 Hs_ALB_1_SG
AP alkaline phosphatase ja 110 Hs_ALP_1_SG
Amylase Amylase ja 96 Hs_AMY2A_2_SG
CEA Carcmoeg(‘j?]rg:igir‘: r?]’:)tligsglgel'ated e ja 91 Hs_CEACAM1_1_SG
Col7a collagen Typ VIl alphal - 80 Hs_COL7A1_1_SG
la6 Integrin alpha 6 ja 142 Hs_ITGA6_1_SG
Involucrin Involucrin ja 120 Hs_IVL_1_SG
K7 Keratin 7 ja 103 Hs_KRT7_3_SG
K14 Keratin 14 ja 76 Hs_KRT14_1_SG
K15 Keratin 15 ja 141 Hs_KRT15 2 _SG
K19 Keratin 19 ja 117 Hs_KRT19 1 _SG
K77 Keratin 77 ja 134 Hs_KRT77_1_SG
Ki67 Ki67 ja 86 Hs_MKI67_1_SG
KLF4 Krueppel-like factor ja 72 Hs_KLF4_1_SG
Laminin Laminin alpha-3 ja 107 Hs_LAMA3_1_SG
Loricrin Loricrin ja 80 Hs_LOR_2_SG
Mucin Mucinl ja 63 Hs_MUC1_1_SG
Nanog Nanog homeobox ja 164 Hs_NANOG_2_SG
Nestin Nestin ja 75 Hs_NES 2_SG
NF H Neurofilament H - 97 Hs NEFH_1 SG
NF L Neurofilament L ja 99 Hs NEFL_1 SG
NF M Neurofilament M ja 74 Hs_NEFM_1_SG
Nidogen Nidogen ja 123 Hs_NID1_1_SG
Oct4 octamer binding transcription factor 4 - 77 Hs_POU5F1 va.2_SG
p63 Tumorprotein 63 ja 130 Hs_TP63_1 SG
PGP 9.5 protein gene product 9.5 ja 110 Hs_UCHL1 1 SG
PPARY perOXiSogfe%rtg'r”ggl%:‘divated ja 113 Hs_PPARG_1_SG
RunX2 runt-related transcription factor 2 ja 101 Hs_RUNX2_1 SG
SOX2 sex determining region Y-box 2 - 64 Hs _SOX2_1 SG
VWF von Willebrand factor ja 108 Hs_VWF_1 SG
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2.2 Methoden

2.2.1 Schweil3drisenisolation aus der humanen Haut

Die Zellisolation der Schweil3drisenstammzellen richtete sich urspringlich nach
einem Protokoll, das fiir glandulare Stammzellen aus dem Pankreas etabliert wurde
(Kruse et al., 2004a) und bereits patentiert ist. Anschlielend konnte von Kruse und
Kollegen gezeigt werden, dass nach einer Kombination aus mechanischer und
enzymatischer Gewebeverdauung proliferierende Zellpopulationen aus humanen
Hautbiopsien gewonnen werden konnten (Kruse et al., 2006a). In Anlehnung an
dieses Isolationsprotokoll entwickelte Anna Emilia MatthielRen (geborene Petschnik)
im Rahmen ihrer Doktorarbeit ein Verfahren zur Isolation von Schweil3drisen aus
humanen Hautbiopsien (Petschnik, 2011). Dieses Verfahren und die Gewinnung von
Nestin-positiven Zellen wurde in Petschnik et al. 2010 vertffentlicht. Das dort
verwendete Verfahren wird in Kapitel 2.2.1.1 zusammengefasst und beschreibt die
Gewinnung, der in dieser Arbeit verwendeten SGSC#1 und #2. In Kapitel 2.2.1.2 wird
anschlieBend die Optimierung dieses Verfahrens und die Gewinnung der, ebenfalls
in dieser Arbeit verwendeten, SGSC#3, #4 und #5 beschrieben.

2.2.1.1 Schweilldrusenisolation nach dem bisherigen Verfahren

Die humane Hautbiopsie wurde aus dem Transportgefald in eine geeignete
Kulturschale zur weiteren Bearbeitung Uberfiihrt und groRzigig von Fettanteilen
befreit. Die Schweil3drisen wurden aus der Achsel eines 37jahrigen, méannlichen
Patienten mit inverser Akne isoliert. Dazu wurden etwa 1x 2x 2 cm? groRe
Gewebestlicke in Kollagenase-haltiges Digestionsmedium Uberfihrt, mit Scheren
mechanisch zerkleinert und anschlieRend mit Carbogen (5 % CO, in O,) begast. Im
Anschluss erfolgte eine zweimalige Inkubation (20 und 15 min) bei 37 °C und
konstantem Schitteln (150 Umdrehungen pro Minute (UpM)). Zwischen den
Inkubationen wurde der Praparationsmix in Isolationsmedium gewaschen und weiter
mechanisch  zerkleinert. Nach dem enzymatischen Verdau wurde der
Praparationsmix durch Auf- und Abpipettieren in Glaspipetten mit immer kleineren
Offnungen (25, 10, 5 und 2 ml Pipetten) weiter zerkleinert und durch eine
Nylonmembran (250 ym Porengr6R3e) filtriert. Der in der Nylonmembran verbliebene
Anteil des Praparationsmixes wurde in eine Zellkulturschale mit DMEM 20 %

Uberfihrt. Nach einer anschlieBenden Neutralrot-Farbung erfolgte die Isolation der
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Schweil3drisen unter dem Lichtmikroskop. Die Schwei3driisen wurden mithilfe von
Mikropinzetten weitestgehend vom umliegenden Hautbindegewebe befreit und in
Kollagen Typ IV-beschichtete Zellkulturschalen udberfihrt. Dort wurden die
SchweilR3drisen mithilfe von Kanilen am Boden der Zellkulturschale immobilisiert.
Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 in DMEM 20 %. Nach wenigen
Wochen wuchsen die ersten Zellen aus den Schweil3drisen aus (SGSC#1).

Die Schweil3drisenisolation der SGSC#2 wurde ebenfalls von Anna Emilia
MatthielRen durchgefuhrt, unterschied sich aber in einigen Punkten von der
Schweil’driisenisolation der SGSC#1. Die humane Achselbiopsie wurde aus dem
Transportgefald in eine geeignete Kulturschale zur weiteren Bearbeitung tUberfuhrt
und von Uberschissigen Fettanteilen befreit. Die Achselbiopsie stammte von einer
23jahigen, weiblichen Patientin mit Hyperhidrosis Axillaris. Die Schweil3driisen waren
so vergroéf3ert, dass sie mit einer Pinzette einzeln aus der Achselhaut entfernt werden
konnten. Diese Methode der Schweil3drisenisolation konnte nur ganz spezifisch fur
das Krankheitsbild der Hyperhidrosis Axillaris angewendet werden. Die isolierten
Schweil3drisen  wurden in  ein  Becherglas mit Kollagenase-haltigem
Digestionsmedium Uberfihrt und mit einer Schere mechanisch zerkleinert. Im
Anschluss erfolgte eine zweimalige Inkubation (20 und 15 min) bei 37 °C und
konstantem Schuitteln (150 UpM). Zwischen den Inkubationen wurde der
Praparationsmix in Isolationsmedium gewaschen und weiter mechanisch zerkleinert.
AnschlieBend erfolgte die mechanische Zerkleinerung erst mit der Schere und
danach durch Auf- und Abpipettieren in Glaspipetten mit immer kleiner werdenden
Offnungen. Nach der Filtration des Praparationsmixes durch die Nylonmembran
wurde das Eluat bei 850 UpM fir 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand abgesaugt, das Pellet in DMEM 20 % resuspendiert und in Kollagen Typ
IV-beschichtete Zellkulturschalen ausgesat. Schon am nachsten Tag waren

adharente Zellen detektierbar.

2.2.1.2 Verfahrensoptimierung der Schweil3drisenisolation

Im Folgenden werden die angestrebten Optimierungen der Schweil3driisenisolation
dargelegt. Zum einen sollten die Optimierungen zu einer Vereinfachung der
Isolationsmethode beitragen, was die Minimierung der manuellen Arbeiten zum Ziel

hatte. Besonders zeitintensive zu optimierende Schritte stellten der mehrstufige
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Verdauungsprozess, die mechanische Zerkleinerung und die Befreiung der
Schweil3drisen von umliegendem Bindegewebe dar. Zum anderen sollte die
Schweil3drisenausbeute erhoht werden. Dazu erfolgte die Austestung verschiedener
Hautareale wie Bauch-, Kopf-, Brust, Oberschenkel und Achselhaut. Die Erhéhung
der SchweilRdriisenausbeute sollte auRerdem zur Minimierung der erforderlichen
BiopsiegrofRe beitragen. Zudem sollte eine erhohte Schweil3driisenausbeute die
Zellmenge in den frihen Passagen entscheidend vergrofRern. Zu diesem Zweck
sollte die Immobilisierung der SchweiRdriisen am Kollagen Typ IV-beschichteten
Zellkulturboden optimiert werden, da nur aus den am Boden haftenden
Schweil3driisen Zellen auswachsen. Die Dauer bis zum Auswachsen der Zellen aus

den immobilisierten Schweil3driisen sollte ebenfalls minimiert werden.

Aufgrund der begrenzten Verfugbarkeit humaner Hautproben erfolgte die
Optimierung zunachst an Schweil3drisen der Pfotenhaut von Ratten. Dabei zeigte
sich, dass ein Herauslosen der Schwei3drisen aus der Dermis beim Entfernen der
Epidermis, wie von Okada und Kollegen beschrieben, nicht méglich war (Okada et
al., 1983). In allen untersuchten Proben, unter Anwendung unterschiedlicher
Verdaumedien, Temperaturen und Inkubationszeiten (Tabelle 5), waren Kkeine
Schweil3driisen in der Epidermis nachweisbar (siehe Kapitel 3.2, Abb. 16a). Daher
sollten im Folgenden die Schweil3driisen aus dem dermalen Anteil der Haut isoliert

werden.

Tabelle 5: Schweil’drusenisolation durch das Ablésen der Epidermis. Die Austestung
verschiedener Verdaumedien, Inkubationszeiten und Temperaturen fiihrte nicht zu einer erfolgreichen
SchweilRdrusenisolation durch das Ablésen der Epidermis von Rattenpfotenhaut. GUN- Giber Nacht

Probe Dispase (N 4 °C | Dispase 4 h 37 °C | Kollagenase (N 4 °C | Kollagenase 4 h 37 °C

1 X

2 X

3 X X

4 X X
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Die Entfernung der Epidermis, zur Isolation der Schweil3drisen aus der Dermis,
erwies sich trotzdem als vorteilhaft. Zum einen ist die Epidermis sehr
widerstandsfahig und zum anderen zeigt sie bei langerer Inkubation mit Neutralrot
eine falsch positive Farbung. Die Entfernung der Epidermis vereinfachte somit die
nachfolgende mechanische Zerkleinerung der Dermis und die Isolation der Neutralrot
gefarbten Schweil3driisen. Deshalb wurde in weiteren Optimierungsschritten ein
Dispaseverdau Uber Nacht bei 4 °C zur Entfernung der Epidermis vorgenommen. Fur
einen optimalen Dispaseverdau wurde die Haut in Stickchen von maximal
0,5x0,5cm? geschnitten. Im Weiteren wurde die optimale Kollagenase-
Inkubationszeit zum Verdau der Dermis untersucht. Diese ist entscheidend fur die
Erhaltung von bindegewebsfreien, aber noch intakten Schwei3drisen. Es wurden
Inkubationszeiten von 1, 1,5, 2 und 3 h ausgetestet (Tabelle 6). Dabei zeigte sich,
dass nach einem langeren Verdau mehr vereinzelte Schweil3driisen vorlagen. Diese
lieRen sich besser auf der Kollagen Typ IV-beschichteten Oberflache immobilisieren
und wuchsen schneller aus. Bei den Inkubationszeiten von 2 h und 3 h waren nur
geringfugige Unterschiede in der Qualitat und Quantitat der isolierten Schweil3driisen
feststellbar. Diese Inkubationszeiten konnten somit als optimal fur die
Schweil’driisenisolation aus  Rattenpfotenhaut identifiziert werden. Eine
bindegewebsfreie aber noch intakte Schweil3drise aus der Rattenpfote ist in Kapitel
3.2 Abbildung 16c¢ dargestellt.

Tabelle 6: Optimierung der Kollagenase-Inkubationszeiten. Eine Inkubationszeit zwischen 2 h und
3 h konnte als optimal fir die SchweiRdrisenisolation aus Rattenpfotenhaut identifiziert werden. UN-
Uber Nacht

Dispase UN 4 °C
1h 15h 2h 3h
Kollagenase 37 °C
1 X
2 X
3 X
4 X

Der Transfer des Protokolls auf humane Haut zeigte, dass die ermittelten Parameter
gut Ubertragbar waren. Die optimale Kollagenase-Inkubationszeit der humanen
Hautproben lag bei 3 h.

Neben der Optimierung des Verdauprozesses wurden auch alle anderen

Isolationsschritte auf ihre Optimierbarkeit untersucht. Es wurden folgende Parameter
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im Hinblick auf die Erhéhung der Schweil3driisenausbeute und die Minimierung der
manuellen Arbeiten angepasst.

Aufgrund der Optimierungen des Verdauprozesses konnte auf die mehrfache
mechanische Zerkleinerung des Préparationsmixes verzichtet werden. Zudem trug
dies zu einer erhéhten Anzahl von vollstandig intakten Schweil3driisen bei. Weil nach
der Verdauung schon vereinzelte, intakte und bindegewebsfreie Schweil3driisen
vorlagen, musste keine aufwendige mechanische Befreiung der Schweil3drisen von
Bindegewebe durchgefihrt werden. Diese bindegewebsfreien Schweil3driisen liel3en

sich zudem leichter am Kollagen Typ IV-beschichtetem Zellkulturboden befestigen.

Das bisherige Isolationsverfahren der Schweil3drisen konnte in allen angestrebten
Verfahrenspunkten optimiert und etabliert werden. Das vollstandige, optimierte
Isolationsprotokoll wird nachfolgend dargelegt: Die Hautbiopsie wurde als erstes von
grol3en Fettanteilen befreit, wobei darauf geachtet wurde den dermisnahen Anteil zu
belassen, da sich Schweil3driisen zum grofR3en Teil auch in subkutanem Fettgewebe
befinden. Um Epidermis und Dermis voneinander zu trennen, wurde eine
Behandlung der nativen Haut mit Dispase durchgefihrt. Die Hautbiopsie wurde dazu
mit einem Skalpell in Stiicke von maximal 0,5 x 0,5 cm? geschnitten und in PBS
gewaschen, bevor sie in die Dispaselésung Uberfuhrt wurde. Nach einer Inkubation
Uber Nacht bei 4 °C wurde mithilfe einer Pinzette die Epidermis von der Dermis
getrennt. Die Dermis wurde in Digestionsmedium mit einer Schere mechanisch
zerkleinert und mit Carbogen begast. Danach erfolgte eine Inkubation bei 37 °C und
150 UpM fir 3 h in Kollagenase-haltigem Digestionsmedium. AnschlielRend wurde
der Verdau mit DMEM 20 % abgel6scht. Der Praparationsmix wurde in eine
Zellkulturschale Gberfuhrt und die Schweil3drisen mit Neutralrot gefarbt. Nach ca. 10
min waren die Schweil3drisen rot gefarbt und konnten unter der Sterilbank mithilfe
eines Lichtmikroskops und speziellen Mikropinzetten isoliert werden. Die
Schweil3driisen wurden in Kollagen Typ VI-beschichtete Zellkulturschalen tberfuhrt
und dort mit Kantlen am Zellkulturboden immobilisiert. Die Kultivierung erfolgte bei
37 °C, 5 % CO; in DMEM 20 %. Das Medium wurde alle 2-3 Tage erneuert. Nach
wenigen Tagen konnten die ersten auswachsenden Zellen aus der Schweil3driise
detektiert werden (siehe Kapitel 3.2, Abb. 17e).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten aus Biopsien humaner Haut 13 verschiedener

Patienten reproduzierbar proliferierende Stammzellpopulationen gewonnen werden.
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2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Subkultivierung der Zellen

Die SGSCs wurden bei 37 °C, 5 % CO, in DMEM 20 % bis zur Passage 3 kultiviert.
Ab Passage 4 wurden die SGSCs in DMEM 10 % kultiviert. Analog dazu wurden die
dermalen Fibroblasten kultiviert. Nach dem Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen mit PBS gespult und mit 0,1 % Trypsin bei 37 °C vom Zellkulturboden
abgeldst. Nach 2 min erfolgte das Abloschen des Trypsins mit Medium. Nach einem
behutsamen Klopfen des Zellkulturgeféal3es, wurden noch adharente Zellen mit einem
Zellschaber vom Zellkulturboden gelést. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei
1000 UpM fiir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in DMEM
resuspendiert und in der gewtinschten Menge wieder in Zellkulturgeféal3e eingesat.
Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Das Medium wurde wéahrend der

Kultivierung alle 2-3 Tage gewechselt.

Die Kultivierung der BMSCs wurde in MSC-GM (mesenchymal stem cell-growth
medium) durchgefihrt. Nach dem Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit
PBS gespult und mit 0,1 % Trypsin bei 37 °C vom Zellkulturboden abgeldst. Das
Abléschen der Reaktion erfolgte nach 2 min mit der Stopplésung. Nach einem
behutsamen Klopfen des Zellkulturgeféal3es, wurden noch adharente Zellen mit einem
Zellschaber vom Zellkulturboden gelést. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei
1000 UpM fiir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in MSC-GM
resuspendiert und in der gewinschten Menge wieder in Zellkulturgefél3e eingesat.
Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Das Medium wurde wahrend der

Kultivierung alle 2-3 Tage gewechselt.

Die EpiSCs wurden in EpiLife kultiviert. Beim Erreichen einer Konfluenz von 80-90 %
wurden die Zellen mit PBS gespilt und mit 0,1 % Trypsin bei 37 °C vom
Zellkulturboden abgeldst. Das Abldschen der Reaktion erfolgte nach 3-4 min mit der
Stopplésung. Nach einem behutsamen Klopfen des Zellkulturgefal3es, wurden noch
adharente Zellen mit einem Zellschaber vom Zellkulturboden geldst. Anschliel3end
erfolgte eine Zentrifugation bei 1000 UpM fuir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen,
die Zellen in EpiLife resuspendiert und in der gewinschten Menge wieder in
ZellkulturgefalRe eingesat. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Das
Medium wurde wahrend der Kultivierung alle 2-3 Tage gewechselt.
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2.2.2.2 Kryokonservierung

Zur Konservierung wurden die Zellen eingefroren. Dazu wurden die Zellen nach dem
Trypsinieren bei 1000 UpM fur 5 min zentrifugiert, in Einfriermedium (500 pl-1000 pl)
aufgenommen und in ein Kryoréhrchen Uberflhrt. Ein kontinuierlicher (-1 °C/ min)
Einfrierprozess auf -80 °C erfolgte in einer speziellen Isopropanol-Einfrierbox. Zur
langfristigen Lagerung wurden die Zellen in Stickstofftanks mit einer Temperatur von
-176 °C uberfihrt.

2.2.2.3 Auftauen kryokonservierter Zellen

Nach der Entnahme der Kryordhrchen aus dem Stickstofftank wurden die Zellen
durch kurzes Schwenken im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Anschliel3end wurden
die Zellen in 5 ml Medium aufgenommen und bei 1000 UpM fir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in Medium resuspendiert. Die Einsaat
der Zellen erfolgte in ein, der eingefrorenen Zellmenge entsprechendes,

Zellkulturgefal3. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

2.2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Der NucleoCounter wurde zur Bestimmung der Zellzahl verwendet. Dazu wurden
50 ul der Zellsuspension mit 50 pl des Lysepuffers A versetzt und durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren lysiert. Die Zelllyse wurde mit ebenfalls 50 pl des
Stabilisierungspuffers B gestoppt. Anschlieend wurde das Zelllysat in die
NucleoCassette geladen. Das enthaltene Propidiumiodid interkalierte in die DNA und
markierte die freiliegenden Zellkerne. Nach der Anregung des Propidiumiodids wurde
dessen Emission detektiert. Aus der angegebenen Zellzahl pro Milliliter konnte, unter
Berucksichtigung der Verdinnung, die Gesamtzellzahl der Zellsuspension berechnet

werden.

2.2.2.5 MTT-Test

Der wasserlosliche Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT) dringt in die Zellen ein und wird von aktiven Zellen in blau-violettes,
wasserunlosliches Formazan reduziert. Die entstandene Menge an Formazan ist ein
Malf? fir die Aktivitat der Zellen. Nach einmaligem Spilen der Zellen mit PBS wurden

1,5 ml des mit Medium verdinnten MTT (0,5 mg/ ml) pro Well in eine 6-Well Platte
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Uberfuihrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte fir 1 h im Brutschrank bei 37 °C.
Anschlieend wurden die Zellen zweimalig mit PBS gespult. Durch Zugabe von
300 ul DMSO wurden die Zellen lysiert und das Formazan gel6st. Diese Lésung
wurde in ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und bis zur Messung bei -20 °C im Dunkeln
gelagert. Nach Beendigung des Experimentes wurde die Extinktion der Losung im
Spektrophotometer bei 540 nm quantifiziert. Alle MTT-Tests wurden im dreifachen

Ansatz durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde reines DMSO verwendet.

2.2.2.6 Wachstumskurven

Zur Analyse der Wachstumseigenschaften wurde die Proliferation und die Aktivitat
der SGSCs uber die Zeit gemessen. Die Dokumentation erfolgte innerhalb einer
Passage und Uber die komplette Kultivierung in einer Langzeitanalyse.

Fir die Analyse der SGSCs innerhalb einer Passage wurden 5*10* Zellen pro Well
einer 6-Well-Platte eingesat und Uber 14 Tage kultiviert. Zu sechs Zeitpunkten
wurden in dreifacher Bestimmung die Zellzahl und die Aktivitdt bestimmt. Fur die
Zellzahlbestimmung wurden die Zellen mit PBS gespuilt und mit 500 ul 0,1 % Trypsin
bei 37 °C abgelost. Nach 2 min wurde die Reaktion mit der gleichen Menge Medium
abgeloscht. Noch adhérente Zellen wurden mit einem Zellschaber vom
Zellkulturboden gelést und mithilfe einer 1000 pl Pipette vereinzelt. Mit dem
NucleoCounter wurde die Gesamtzellzahl gemessen (siehe Kapitel 2.2.2.4). Die
Verdopplungszeit wurde mit dem Algorithmus der Website doubling-time.com
berechnet. Fur die Bestimmung der Aktivitat wurde ein MTT-Test verwendet (siehe
Kapitel 2.2.2.5).

Zur Anfertigung einer Langzeitwachstumskurve wurden die SGSCs nach dem
Erreichen der Konfluenz vom Zellkulturboden abgeltst und die Zellzahl bestimmt.
Anschlieend wurden die SGSCs in einem Verhdaltnis von 1:3 in neue
ZellkuturgefalRe eingesat. Dieses Verfahren wurde im dreifachen Ansatz Uber 13

Passagen durchgefuhrt.


http://www.doubling-time.com/compute.php
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2.2.3 Molekularbiologische Expressionsanalyse

2.2.3.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Plus Mini Kit entsprechend den
Herstellerangaben. Dazu wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und das Zellpellet
in ReaktionsgefalRen bis zur RNA-Isolation bei -80 °C gelagert. Zur Isolation der RNA
wurden die Zellen auf Eis aufgetaut. In einem Lysepuffer wurden die Zellen durch 10
maliges Auf- und Abpipettieren durch eine Kanile aufgeschlossen. Die
anschlieRende RNA-Isolation wurde im Qiacube durchgefihrt. Dabei wurde zunéchst
die genomic deoxyribonucleic acid (QDNA) durch Bindung an eine Eliminator-Saule
entfernt. Danach wurde die eluierte RNA an eine Silikat-Gel-Saule gebunden und

mithilfe von 30 yl RNase-freiem Wasser eluiert.

2.2.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolge spektrophotometrisch mithilfe des
NanoDrop 1000. 2 pl der isolierten RNA wurden dazu auf das Ende eines optischen
Faserkabels pipettiert. Das andere Ende des optischen Kabels wurde in Kontakt mit
der isolierten RNA gebracht, dabei entstand eine Flissigkeitssaule. Uber zwei
optische Wege (1 mm und 0,2 mm) wurde die isolierte RNA bei 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, gemessen. Zusatzlich wurde die
Absorption der isolierten RNA bei 280 nm bestimmt. Ergab der Quotient aus
260/280 nm einen Wert um 2, konnte eine Verunreinigung der isolierten RNA mit
Proteinen ausgeschlossen werden. Eine weitere Messung der isolierten RNA wurde
bei 230 nm durchgefihrt. Ergab der Quotient aus 260/230 nm einen Wert zwischen
1,8 und 2,2, konnte man von reiner RNA ausgehen.

2.2.3.3 cDNA-Synthese

Fur die DurchfiUhrung der quantitative polymerase chain reaction (gPCR) ist
complementary DNA (cDNA) erforderlich. Dazu wurde die vorher isolierte RNA
mithilfe des Quantitect Reverse Transcription Kits in cDNA umgeschrieben. Zur
Sicherstellung, dass keine gDNA in der spateren qPCR Probe vorliegt, wurde die
gDNA verdaut. Dafir wurden 2 ul gDNA-Verdaupuffer mit 500 ng RNA (100 ng bei
den Zellklonen), verdinnt mit RNase-freiem Wasser, auf ein Volumen von 14 ul
gebracht. Dieser Mix wurde bei 42 °C fur 2 min im Mastercycler inkubiert.
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Anschliel3end wurden zu jeder Probe 6 ul des Mastermixes hinzugegeben und gut
vermischt. Die Inkubation bei 42 °C wurde fur 30 min fortgesetzt, bevor die Reverse
Transkriptase 3 min bei 95 °C inaktiviert wurde. Anschlie3end wurde die entstandene
cDNA mit 180 pl RNase-freiem Wasser 1:10 verdinnt und bis zur Durchfihrung der
gPCR bei -20 °C gelagert.

2.2.3.4 Quantitative PCR

Die qPCR erfolgte in einer 96-Well-Platte. Fir jedes zu untersuchende Gen wurde
der gPCR-Mix mit cDNA im Doppelansatz pipettiert oder optional der Qiagility
verwendet. FiUr jeden verwendeten Primer wurde zusatzlich eine Kontrolle im
Doppelansatz angesetzt, in der statt cDNA Wasser verwendet wurde. Diese Kontrolle
diente der Feststellung von Kontaminationen oder der Bildung von Primerdimeren. Im
Mastercycler ep Realplex? erfolgte die Aktivierung der Hotstart-Polymerase bei 95 °C
fur 5 min. Danach wurden die Doppelstrange der cDNA 10 s aufgeschmolzen, die
Primer lagerten sich 30 s bei 60 °C an die Einzelstrange und die Polymerase
synthetisierte den komplementaren Strang. Der Vorgang der Aufschmelzung und
Synthese des komplementéaren Strangs wurde in 42 Amplifikationszyklen wiederholt.
Um die Amplifikation der DNA verfolgen zu kénnen wurde SYBRGreen verwendet.
Dieser Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in doppelstrangige DNA (dsDNA). Nach
jedem Zyklus wurde der Anstieg des Fluoreszenzsignals gemessen. Dieses ist
proportional zur vorhandenen DNA-Menge. Nach der Amplifikation erfolgte eine
Schmelzkurvenanalyse. Dabei stieg die Temperatur kontinuierlich von 60 °C auf
95°C an. Die dsDNA der spezifischen Produkte denaturierte bei ihrer
kennzeichnenden Schmelztemperatur, was Uber die augenblickliche Abnahme des
Fluoreszenzsignals nachgewiesen werden konnte. Auf diese Weise konnten
Kontaminationen mit unspezifischen Produkten ausgeschlossen werden, die eine
andere Schmelztemperatur gezeigt hatten. Die quantitative Auswertung erfolgte
mithilfe des CalQplex-Algorithmus, der den ct Wert mithilfe der 2. Ableitung der
Amplifikationskurve bestimmt. Bei einer Abweichung der Doppelwerte tber 0,3
wurden diese nicht verwendet. Der Mittelwert der berechneten c; Werte wurde in

Relation zum verwendeten Haushaltsgen (3-Aktin) gesetzt.

Act = ct(Zielgen) — ct(B — Aktin)
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Zur Berechnung des relativen Genexpressionslevel/B-Aktin wurde R = 272¢t
verwendet. Zur Analyse des relativen Genexpressionslevels erfolgte zunéchst die
Berechnung der Differenz der Act-Werte zwischen behandelten (z.B. in vitro SGSCSs)

und unbehandelten (z.B. in situ Schwei3driisen) Proben.
AAct = Act (behandelt) — Act (unbehandelt)

AnschlieRend wurde mit der Formel R = 2724¢t das relative Genexpressionslevel
bestimmt. Bei der Auswertung der relativen Genexpressionslevel wurde von einem
spezifischen Anstieg bei einer Erh6hung von mindestens 2 und einem spezifischen

Abfall von mindestens 0,5 ausgegangen.

2.2.3.5 Kapillargelelektrophorese

Die entstandenen Produkte der gPCR wurden im Qiaxcel entsprechend ihrer Grol3e
aufgetrennt. Wahrend der Auftrennung durchliefen die Produkte die Gelkapillaren
und passierten einen Detektor, welcher die Fluoreszenz-Emission des
interkalierenden Ethidiumbromids in die DNA ermittelte. Durch den verwendeten
Alignment-Marker konnten Laufunterschiede zwischen einzelnen Gelkapillaren
ausgeglichen werden. Mithilfe des DNA Size Markers konnte die spezifische
FragmentgroBe der Produkte bestimmt werden. Die verwendete Software des

Qiaxcel ist der BioCalculator.

2.2.4 Proteinbiochemische Analysen

2.2.4.1 Immunzytochemische Fluoreszenzfarbung

Zur Proteinexpressionsanalyse der untersuchten Zellpopulationen und Gewebe
wurde eine indirekte immunzytochemische Fluoreszenzfarbung durchgefihrt. Bei der
hier angewendeten Methode erfolgte der Nachweis mit einem fluoreszenzmarkierten
Sekundéarantikorper, der an den spezifischen Primarantikorper bindet (Tabelle 1, 2).
Dies fuhrt zu einer Verstarkung des Fluoreszenzsignals in Bezug auf die vorhandene
Antigenmenge, da mehrere Fluorochrom-beladene Sekundarantikérper an einen, das
Antigen markierenden, Primarantikorper binden kdnnen.

Damit die Zellen und Gewebe ihre urspringliche Architektur beibehielten, wurden sie

direkt vor der Farbung fixiert. Bei der Verwendung von Zellen wurden diese in 2- oder
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4-Well-Chamber Slides, bis zur gewlnschten Konfluenz kultiviert, einmal mit PBS
gespult und fixiert:
e flr Strukturproteine; -20 °C gekuhlte Methanol/Aceton-Lésung fur 5 min
e fur Oberflachenproteine; PFA-Fixierlosung fur 10 min und nach dreimaligem
Waschen mit PBS, zur Permeabilisierung, 0,01 % TritonX Ldsung fur 10 min
bei Raumtemperatur
Nach der Fixierung wurden die Zellen dreimal mit PBS gespult. Danach wurden
unspezifische Bindungsstellen in einer 20mindtigen Inkubation mit 10 %
Ziegenormalserum bei Raumtemperatur abgesattigt. AnschlieBend wurden die Zellen
1 h bei 37 °C mit den in TBST + 0,1 % BSA verdinnten Primarantikérpern inkubiert.
Optional konnte die Inkubation auch bei 4 °C tber Nacht durchgefihrt werden. Nach
dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte die Inkubation mit den in PBS
verdunnten Sekundarantikérpern, fir 1 h bei 37 °C. Nach dreimaligem Spulen mit
PBS wurde der Zellkern mit 1 ug/ ml DAPI fir 5 min gefarbt. Danach wurden die
Zellen mit destilliertem Wasser gewassert. Nach der Entfernung des Plastikrahmens
um die Chamber Slides erfolgte das Eindecken des Objekttrdgers mit dem
Eindeckmedium Vectashield und einem Deckglas.

Bei der Verwendung von Geweben wurden vor der Immunfluoreszenzfarbung
Gefrierschnitte generiert. Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die Proben in
Tissue Tek eingebettet. Bis zur Fertigung des Gefrierschnittes wurden die
Gewebeblocke bei -80 °C gelagert. Von dem gefrorenen Préaparat wurden im
Kryotom Gefrierschnitte von 8-14 pym angefertigt, auf Objekttrager aufgebracht und
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Vor der Farbung wurden die
Schnitte 10 min bei Raumtemperatur getrocknet, was die Haftung am Objekttrager
verbesserte. Zur Minimierung der verwendeten Antikérperldsungen wurden die
Préaparate mit einem Wachsstift umrandet. Danach erfolgte die Farbung kongruent zu
den Zellen.

Um die Spezifitat der immunzytochemischen Fluoreszenzfarbung kontrollieren zu
konnen, wurden verschiedene Kontrollen durchgefiihrt. Um eine eventuelle Bindung
des Sekundarantikdrpers zu untersuchen, wurden die Farbungen auch ohne den
Primarantikrper  durchgefiihrt.  Zusatzliche Kontrollfarbungen wurden  mit

Immunglobulin G realisiert. Dieses wurde in der gleichen Konzentration wie der
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Primarantikrper eingesetzt und detektierte Bindungen der unspezifischen
Bestandteile des Primarantikorpers. Zum Vergleich wurden wenn méglich zusatzliche
Farbungen an Positivgeweben angefertigt.

Die  Analyse der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops. Die Kontrollen mit dem Immunglobulin G dienten dabei zur
Einstellung der Belichtungszeiten. Quantitative Aussagen wurden durch Auszahlung
von jeweils drei reprasentativen Aufnahmen in einer 10fachen Vergrol3erung
vorgenommen. Zur lllustration wurden die Aufnahmen teilweise mit dem Adobe

Photoshop bearbeitet.

2.2.4.2 Transkriptionsfaktor- Stammzellchip

Der Transkriptionsfaktor-Stammzellchip (TF-Chip) diente der Charakterisierung der
SGSCs im Microarray-Format zum Nachweis von bis zu 12 aktivierten TF (Tabelle 7).
Diese TF sind spezifisch fur die Stammzell-Proliferation und die Differenzierung. Die
dsDNA, welche die jeweils spezifischen Bindungssequenzen fir die TF enthalt, sind

im Triplette auf eine beschichtete Glasoberflache gespottet.

Tabelle 7: Transkriptionsfaktoren des Transkritionsfaktor-Stammzellchips und deren Funktion.

Transkriptionsfaktor Funktion

RunX2 (runt-related transcription factor 2) Osteogene Differenzierung

c/EBPB (CCAAT/enhancer binding protein ) Adipogene Differenzierung

GATA-4 E%g:g?%g?f:; und primitive endodermale
HNF-1a/B (hepatocyte nuclear factor-1a/B) Endodermale Differenzierung

HNF-3a (hepatocyte nuclear factor-3a) Endodermale Differenzierung

HNF-4a (hepatocyte nuclear factor-4a) Endodermale Differenzierung

MEF2 (myocyte enhancer factor-2) Myogene und mesodermale Differenzierung
MyoD Myogene Differenzierung

Oct4 (octamer binding transcription factor 4) Pluripotenz

p53 (protein 53) Tumorsuppressor

PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor y) Adipogene Differenzierung

Stat3 (signal transducer and activator of transcription 3) | Proliferation

Die Kernproteinextrakte wurden mithilfe des Nuclear Extract Kits nach den
Herstellerangaben aus den SGSCs gewonnen. Dafiir wurden etwa 2*10° Zellen aus
subkonfluenten Zellkulturflaschen pelletiert und mithilfe eines Detergenz lysiert. Nach
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anschlieRender Zentrifugation konnte aus dem Uberstand die zytoplasmatische
Proteinfraktion gewonnen werden. Die vollstandige Lyse des Pellets erfolgte mit dem
Complete Lysis Buffer. Nach einer Zentrifugation befand sich die Kernproteinfraktion
im Uberstand. Beide Proteinfraktionen wurden bei -80 °C gelagert. Die
Proteinkonzentration wurde durch eine spektrophotometrische Messung nach
Bradford bestimmt. Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250
bildet mit Proteinen Komplexe aus. Die ungebundene Form des Farbstoffes hat sein
Absorptionsmaximum bei 470 nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird das
Absorptionsmaximum auf 595 nm verschoben. Zur Bestimmung der Konzentration
wurden je 1 pl Kernproteinextrakt mit 99 pl Wasser und 1 ml Bradford-Reagenz
jeweils in Doppelbestimmung angesetzt. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit 1 pl
Complete Lysis Buffer, 99 ul Wasser und 1 ml Bradford-Reagenz. Die
spektrophotometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 595 nm. Die
Proteinkonzentration des Kernproteinextraktes wurde mithilfe einer Eichkurve
ermittelt. Die Anwendung des TF-Chips wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Fur den Nachweis aktivierter TF wurden je 30 pg des Kernproteinextraktes
verwendet. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde der TF-Chip in
einer Blockierlésung inkubiert. Anschliel3end wurde der TF-Chip Gber Nacht mit der
Probe beladen. Am Folgetag wurde der beladene TF-Chip mit den spezifischen
Primarantikérpern und nach einem Waschschritt mit den Biotin-markierten
Sekundéarantikdrpern inkubiert (Abb. 11).

Die Detektion der gebundenen TF wurde unter Verwendung des Silverquant
Detection Kits durchgefihrt. Der Biotin-markierte Sekundarantikdérper wurde von
einem goldmarkierten Anti-Biotin-Konjugat gebunden. Nach Zugabe des Substrates
welches Silbernitrat enthélt, wurde dieses, unter der Katalyse der Goldpartikel,
reduziert und ausgeféllt. Dieser Prozess ist proportional zur Menge des gebundenen
goldmarkierten Anti-Biotin-Konjugates. Nach anschlieRendem Waschen und
Trocknen des TF-Chips konnte mithilfe des Silverquant-Scanners die kolorimetrische
Detektion erfolgen. Zur Auswertung wurde die Silverquant analysis software
verwendet. Zur Veranschaulichung und zum Vergleich der Daten der SGSCs
untereinander wurde das TF-Chip Data Analysis Tool genutzt. Die Expression

aktivierter TF wurde in relativen Einheiten (arbitrary units, AU) dargestellt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Triphenylmethanfarbstoff
http://de.wikipedia.org/wiki/Coomassie-Brillant-Blau
http://de.wikipedia.org/wiki/Komplexchemie
http://de.wikipedia.org/wiki/Nanometer#Nanometer
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Abbildung 11: Transkriptionsfaktor-Stammzellchip. Nachdem das Kernproteinextrakt aus den
Zellen gewonnen wurde, erfolgte die Beladung des Arrays. Wenn aktivierte Transkritionsfaktoren (TF)
aus der Probe an die doppelstrangige DNA (dsDNA) mit spezifischen Bindungsstellen gebunden
haben, wurden diese von den spezifischen Primarantikérpern erkannt. AnschlieRend wurden die
primaren Antikbrper von einem Biotin-markierten Sekundarantikorper gebunden. Das Biotin wird bei
der Detektion der TF von einem Gold-markierten Anti-Biotin-Konjugat erkannt, welches als Katalysator
zur Substratreduktion beitragt. Veranderte Abbildung nach www.eppendorf.de

2.2.4.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie diente dem Nachweis von Oberflachenantigenen mittels
Fluorochrom-markierten Antikdrpern (Tabelle 3). Nachgewiesen wurde das cluster of
differentiation, die so genannten CD-Molekile. Die Fluoreszenz-markierten Zellen
passierten in einem Flussigkeitsstrom nacheinander einen Laserstrahl. Dabei wurden
die Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt. Zusatzlich streuten
die Zellen das auftreffende Licht. Das in einem Winkel von 3-10° gestreute Licht wird
als Vorwartsstreulicht (forward scatter; FSC) bezeichnet und korreliert mit der
ZellgroRe. Das um 90° reflektierte Licht wird als Seitwartsstreulicht (side scatter;
SSC) bezeichnet und korreliert mit der Granularitat und der Membranfaltung der

Zellen.


http://www.eppendorf.de/
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Das von den verschiedenen Fluorochromen emittierte Fluoreszenzlicht wurde durch
Teilerspiegel und farbselektive Bandpassfilter in Fluoreszenzspektren aufgetrennt
und gelangte dann auf photosensitive Detektoren, sogenannte Photomultipler. Dort
wurden die Lichtsignale in ein entsprechendes Spannungssignal umgewandelt. Im
verwendeten Analysegerat, dem FACSCalibur, wurde der blaue Laser mit der
Anregungswellenlange von 488 nm verwendet. Das optische Signal wurde zuné&chst
in elektrische Strome und schlieflich in ein digitales Signal umgewandelt. FSC und
SSC Signale wurden in linearer, die Fluoreszenz-Signale in logarithmischer
Verstarkung  aufgenommen. Tabelle 8 zeigt die  Absorptions- und

Emissionswellenlangen der verwendeten Fluorochrome.

Tabelle 8: Absorptions- und Emissionswellenldangen.  Verwendete  Fluorochrome:
PE-Phycoerythrin, PerCP-Peridinin Chlorophyll Protein, Cy-Cyanin

Detektionskanal Fluorochrom Absorbsionsmaximum | Anregungslaser | Emissionsmaximum
FL-2 PE 496/565 nm 488 nm 575 nm
FL-3 PE-Cy5 496/565 nm 488 nm 670 nm
FL-3 PerCP-Cy5.5 482 nm 488 nm 690 nm

Aufgrund der Eigenfluoreszenz der verwendeten Zellen im FL-1 Kanal wurden flr
den Nachweis nur Fluorochrome des FL-2 und FL-3 Kanals verwendet. Bei
PerCP-Cy5.5 und PE-Cy5 handelt es sich um sogenannte Tandemkonjugate. Der
erste Farbstoff wird dabei vom Laser angeregt und dient als Energiedonor fir den
zweiten Farbstoff (Cy5.5 oder Cy5). Diesen Energietransfer nennt man auch Energie
Resonanz Transfer. Der zweite Farbstoff emittiert dann die Energie, die er vom
ersten Farbstoff erhalten hat, als langerwelliges Licht.

Die anzufarbenden Zellen wurden aus der Zellkulturflasche geerntet, in Puffer A
resuspendiert und auf Eis gestellt. Danach wurden jeweils 1,5*10° Zellen pro Well auf
eine 96-Well-Platte pipettiert. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen (1000 UpM fir 5
min bei 4 °C) wurden diese zur Vermeidung von unspezifischen Antikérperbindungen
mit einer Immunglobulin-Lésung fur 2 min inkubiert. Der entsprechende Antikorper,
(Tabelle 3) mit einer Konzentration von 0,01 pg/ 20 ul, wurde hinzupipettiert und 1 h
im Dunkeln auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit Puffer A
gewaschen und das Pellet in 200 ul Puffer A resuspendiert, in Messrohrchen
Uberfihrt und weitere 300 pl Puffer A hinzupipettiert. Die Messung der
Oberflachenexpression der gefarbten Zellen wurde am FACSCalibur durchgefinhrt.
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Die Analyse erfolgte mit CellQuest Pro. Um optimale Ergebnisse zu erhalten wurden
verschiedene Kontrollen verwendet. Die ungefarbten Zellen wurden dabei zur
Einstellung der Spannung des SSC benutzt. Die Bezeichnung E-1 bei der Einstellung
des FSC steht fur die lineare Aufnahme des gestreuten Lichtes. Alle Einstellungen
wurden so vorgenommen, dass sich die SGSCs als auch die BMSCs im Messbereich
befanden. Die Empfindlichkeit der einzelnen Fluoreszenzdetektoren kann ebenfalls
Uber die Spannung, die an den Photomultipler angelegt wird, gesteuert werden. In
Tabelle 9 sind alle Werte angegeben, die fur die durchgefuhrten Experimente

verwendet wurden.

Tabelle 9: Verwendete Spannungen. Einstellung der Spannung (mV) der Messkanale fiir die SGSCs
und BMSCs.

Kanal SGSCs BMSCs
FSC E-1 E-1
SSC 311 288
FL-2 522 431
FL-3 445 431

Aufgrund der unterschiedlichen Zelleigenschaften der verwendeten Zellpopulationen
in Bezug auf ihre Granularitatt und Oberflacheneigenschaften wurden
unterschiedliche Spannungen fir die Analysen verwendet. Da nur Einzelfarbungen
durchgefiihrt  wurden, konnte auf eine Kompensation zwischen den
Fluoreszenzkanalen verzichtet werden. Die gewonnenen Daten wurden als

zweidimensionale Punkt-Diagramme ausgewertet (Abb. 12).
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Abbildung 12: Auswertung im Punkt-Diagramm. Die Isotypkontrollen wurden zur Einstellung des
Quadranten-Analysefensters verwendet. Das kongruente Analysefenster wurde zur Berechnung des
prozentualen Anteils positiver Zellen in der gefarbten Probe angewandt.
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Die Isotypkontrollen wurden zur Einstellung des Quadranten-Analysefensters, bei
dem nur 1 % der Zellen als positiv erkannt wurde, verwendet. Diese Isotypkontrolle
beinhaltet alle unspezifischen Anteile des verwendeten CD-Antikbrpers. Das
kongruente Analysefenster wurde fur die Berechnung des prozentualen Anteils
positiver Zellen in der gefarbten Probe angewandt. Zur einfacheren lllustration
wurden die Ergebnisse der zweidimensionalen  Punkt-Diagramme  als
eindimensionale Histogramme dargestellt (Abb. 13). Ein Histogramm zeigt eine
Haufigkeitsverteilung, in der die Anzahl der Ergebnisse in Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitat aufgetragen wird. Fir die Darstellung der prozentualen
Antigenexpression wurde eine Uberlagerung mit der entsprechenden Isotypkontrolle
erstellt. Das Analysefenster M1 markierte dabei die Fluoreszenzintensitat der
Isotypkontrolle, M2 markierte hingegen den Bereich der Fluoreszenzintensitat der

positiven Zellen der gefarbten Probe.
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Abbildung 13: Auswertung im Histogramm. Zur Darstellung der prozentualen Proteinexpression
wurde eine Uberlagerung mit der entsprechenden Isotypkontrolle erstellt. Das Analysefenster M1
markierte dabei den Fluoreszenzbereich der Isotypkontrolle, M2 markierte hingegen den
Fluoreszenzbereich der positiven Zellen der gefarbten Probe.

2.2.4.4 Zytokinsekretionsprofil

Zur Untersuchung der Sekretionseigenschaften der SGSCs wurde ein Zytokinarray
verwendet. Mit diesem Array konnten Zytokine nachgewiesen werden, die von den
SGSCs in das Zellkulturmedium abgegeben wurden. Die Zellen wurden mit einer
Dichte von 2,5*10° Zellen/Well in eine 6- Well Platte ausgesat. Als Kontrolle wurde
nur Medium verwendet. Am folgenden Tag wurde das Medium abgesaugt, die
SGSCs mit PBS gespult und frisches Medium dazugegeben. Nach weiteren 24 h

wurden die Medieniberstdnde abgenommen und bei -20 °C bis zur Analyse gelagert.
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Das Zytokinarray besteht aus einer Nitrozellulosemembran, auf welche spezifische
(capture) Antikorper als Duplikate gespottet sind (Abb. 14). Fur die Analyse der
sezernierten Zytokine wurde das Human Cytokine Array Kit nach Herstellerangaben
verwendet. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde die Membran in einer
Blockierlésung inkubiert. Wahrenddessen wurde der Cocktail aus Biotin-markierten

(detection) Antikdrpern mit der Probe vermischt.

a b | Koordinate Zytokin/Kontrolle | | c7. cs IL-13
A1,A2 Referenzpunkte C9, C10 IL-16
A3, Ad C5/C5a c11,C12 IL-17
A5, A6 €D40 Ligand C13,.C14 IL-17E
A7, A8 G-CSF C15, C16 IL-23
A9, A10 GM-CSF C17,C18 IL-27
A11,A12 GROa D3, D4 IL-32a
A13,A14 1-309 D5, D& IP-10
A15,A16 sICAM-1 D7,D8 I-TAC
A17,A18 IFN-y D9, D10 MCP-1
A19,A20 Referenzpunkte D11, D12 MIF
B3, B4 IL-1a D13, D14 MIP-1a
B5, B6 IL-18 D15, D16 MIP-1B
B7.B8 IL-1ra D17, D18 Serpin E1
B89,B10 IL-2 E1,E2 Referenzpunkte
B11,B12 IL-4 E3, E4 RANTES
B13,B14 IL-5 ES. E6 SDF-1
B15,B16 IL-6 E7.E8 TNE-a
B17,B818 IL-8

E9, E10 STREM-1

C3,C4 IL-10
C5.C6 IL-12p70 E19, E20 Negativ Kontrolle

Abbildung 14: Zytokinarray a) Aufbau des Zytokinarrays und Nummerierung der Spots. b) Auflistung
der gespotteten Antikdrper. Veranderte Abbildung nach www.rndsystem.com

Die entstandenen Zytokin- Antikdrper- Komplexe wurden bei der Inkubation mit der
Membran an die gespotteten (capture) Antikdrper gebunden. Diese sind spezifisch
nur gegen die Zytokin-Antikdrper-Komplexe gerichtete. Die Inkubation wurde Uber
3 h unter stdndigem Schitteln bei Raumtemperatur und nicht, wie vom Hersteller
empfohlen, Uber Nacht durchgefihrt. Die gebundenen Biotin-markierten Antikorper
konnten mittels eines Streptavidin-HRP (HRP-horseradishperoxidase) Systems
nachgewiesen werden. Dabei oxidieren die freiwerdenden Protonen, aus der
Reaktion von HRP mit dem oxidierenden Agens, das Substrat Luminol. Die
entstehende Chemilumineszenz ist proportional zur Menge der gebundenen Zytokine
und wurde mit dem Chemilumineszenzdetektor Fusion-SL Vilber Lourmat

aufgenommen. Die Analyse des Arrays erfolgte mit ImageJ. Zur Auswertung wurden
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die Bilder invertiert und der mittlere Grauwert von jedem Spot bestimmt. Dieser
wurde vom maximalen WeilRwert (255) abgezogen und in Relation zu den

Referenzspots gesetzt.

Intensitat (Mittelwert der Referenzspots)

relative Zytokinexpression =
y P Intensitat (Mittelwert der Zytokinspots)

2.2.5 Induzierte Differenzierung

2.2.5.1 Organotypische 3D Zellkultivierung

Die Methode der ,Hangenden Tropfen“ stammt urspringlich von den ESCs, welche
in den embryoid bodies (EBs), Zelltypen aller 3 embryonalen Keimblatter bilden
kénnen (Guan et al., 1999; Keller, 1995). Mithilfe dieser Methode bilden adulte
Stammzellen ebenfalls Aggregate, sogenannte organoid bodies (OBs) (Kruse et al.,
2006b). Zur Generierung der OBs wurden zunachst bakteriologische Petrischalen mit
jeweils 15 ml PBS gefillt. Die SGSCs wurden im konfluenten Stadium geerntet und
in Differenzierungsmedium resuspendiert. Mithilfe des NucleoCounters wurde die
Zellzahl bestimmt. Die Verdiinnung der SGSCs wurde so durchgefiihrt, dass 2*10°
Zellen pro 20 pl vorhanden waren. Mit einer Pipette wurden ca. 100 Tropfen a 20 ul
auf den Deckel der bakteriologischen Zellkulturschale pipettiert. Anschlie3end wurde
der Deckel vorsichtig gedreht und auf die PBS geflllte Zellkulturschale gegeben.
Nach einer 2tagigen Inkubation hatten sich bereits sichtbare OBs in den hangenden
Tropfen gebildet, welche mithilfe einer Pipette und DMEM 20 % vom Deckel der
Zellkulturschale gespult wurden und weitere 4 Tage in einer bakteriologischen
Zellkulturschale kultiviert wurden. Fir die weitere Kultivierung der OBs wurden
Gelatine-beschichtete Kulturgefalle verwendet. Dafur wurden Zellkulturschalen und
Chamber Slides mit 1 % Gelatine beschichtet. Die fliissige Gelatine wurde fir 1 h in
den KulturgefaRen inkubiert. Anschlieend wurde diese abgesaugt und die
KulturgefaRe unter sterilen Bedingungen 1 h getrocknet. Danach wurde
Differenzierungsmedium in die Kulturgefal3e vorgelegt und die OBs unter dem
Mikroskop hinzupipettiert. Dabei wurden 4 OBs pro Kammer in ein 2-Well Chamber
Slide uberfuhrt. Die weitere Kultivierung erfolgte in Differenzierungsmedium welches
alle 2-3 Tage ausgetauscht wurde. Zu einem subkonfluenten Stadium wurden die
Zellen fixiert und immunzytochemisch gefarbt. Die verbliebenen OBs wurden in einer
Gelatine-beschichteten Zellkulturschale kultiviert und nach dem Erreichen der

Konfluenz fur die Analyse der Genexpression verwendet.
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2.2.5.2 Mesodermale Differenzierung

Die adipogene, chondrogene und osteogene Differenzierung wurde entsprechend
der von Pittenger und Kollegen publizierten Methoden durchgefuhrt (Pittenger et al.,
1999). Die hier vorgestellten Untersuchungen sind Bestandteil einer anderen Arbeit,

welche in Kooperation mit Franziska Rohr realisiert wurden (Rohr, 2012).

2.2.5.2.1 Adipogene Differenzierung

Fur die adipogene Differenzierung wurden 3*10° Zellen/ cm? in 4-Well-Chamber
Slides ausgesat und im Brutschrank inkubiert. Nach 48 h erfolgte ein Mediumwechsel
zu adipogenem Induktionsmedium. Alle 2-3 Tage wurde abwechselnd Induktions-
und Erhaltungsmedium verwendet. In den Kontrollen wurde DMEM 10 % verwendet.
Nach 7 und 21 Tagen erfolge der Nachweis der adipogenen Differenzierung mittels
Oil Red O. Dieser Azofarbstoff diente dem Nachweis von Triglyceriden und Lipiden.
Vor der Farbung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und fur 30 min mit
10 % Formalin fixiert. Die Oil Red O-Stocklésung wurde im Verhaltnis von 3:2 mit
destilliertem Wasser verdiunnt und filtriert. Das Formalin wurde entfernt und die
Zellen zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und fiar 5 min in 60 %
Isopropanol inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit der Oil Red O Ldsung fur
15 min inkubiert. Vor der Farbung mit Hamatoxylin wurden die Zellen einmal mit
destilliertem Wasser gewaschen. Zum Mikroskopieren wurde der Rahmen der
Chamber Slides entfernt und die Objekttrager mit Kaisers Glyceringelatine

eingedeckt.

2.2.5.2.2 Chondrogene Differenzierung

Fir die chondrogene Differenzierung wurden 5*10° Zellen in 500 yl DMEM 10 % in
ein 15 ml Reaktionsgefald tberfiihrt und bei 1000 UpM fir 5 min abzentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Zellpellet stehend Gber Nacht im Brutschrank kultiviert. Am
Folgetag wurde auf chondrogenes Differenzierungsmedium gewechselt. Nach 7 und
21 Tagen wurden die Zellpellets, die sogenannten micromass bodies (MMBS), zur
Herstellung von 12 pm dicken Gefrierschnitten in Tissue Tek eingebettet. Diese
wurden zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung mit Alcianblau gefarbt.
Alcianblau geht mit sauren Gruppen der Mukopolysaccharide und Glykoproteine
elektrostatische Bindungen ein und farbt diese aufgrund des enthaltenen Kuffers blau

an. Die Gefrierschnitte wurden vor der Farbung auf Raumtemperatur gebracht und
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fir 10 min mit 70 % Ethanol fixiert. Anschlieend wurden die Schnitte einmal mit PBS
gespllt bevor sie in einer 1 %igen Alcianblaulésung tber Nacht inkubiert wurden. Am
Folgetag wurden die Gefrierschnitte, nach einmaligem Waschen mit 70 % Ethanol,

fur die Mikroskopie mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

2.2.5.2.3 Osteogene Differenzierung

Fir die osteogene Differenzierung wurden 3*10° Zellen/ cm? in 4-Well-Chamber
Slides ausgesat und 2 Tage im Brutschrank mit DMEM 10 % kultiviert. Danach
erfolgte ein Mediumwechsel auf osteogenes Differenzierungsmedium. Nach 7 und 21
erfolgte der Nachweis der osteogenen Differenzierung uber eine Farbung von
Alkalischer Phosphatase (AP) mit dem Alkaline Phosphatase Kit. Die vorhandene AP
spaltet dabei das Phosphat vom Substrat (Naphthol-AS-Bl-phosphate). Das
freigesetzte Naphthol bindet an farblose Diazoniumsalze und es entsteht ein roter
Azofarbstoff. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend der Herstellerangaben. Die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, 30 s in der Fixierldsung inkubiert, 45 s mit
destilliertem Wasser gewaschen und schlie8lich im Dunkeln fir 15 min mit einer
Naphthol AS-BI Lésung inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 2 min mit
destilliertem Wasser gewaschen, bevor eine Farbung mit Hamatoxylin erfolgte. Zum
Mikroskopieren wurde der Rahmen der Chamber Slides entfernt und die Objekttrager
mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

2.2.6 Statistische Auswertung

Fur die statistischen Auswertungen wurde das Statistikprogramm GraphPad Prism
5.0 verwendet. Bei der graphischen Darstellung der Versuchsdaten wurde der
Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) verwendet. Fir
die statistische Analyse des relativen Genexpressionslevels verschiedener Patienten
Uber mehrere Passagen wurde ein Two-way ANOVA (analysis of variance)
durchgefuihrt. Es wurden nur Ergebnisse mit einer Signifikanz von unter 0,05

berlcksichtigt.
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3. Ergebnisse

3.1 Lokalisation Nestin-positiver Stammzellen im Mesenchym

humaner Schweil3drisen

Zur Lokalisation der Nestin-positiven Zellen in der Achselhaut wurden umfassende
histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurden immunzytochemische
Fluoreszenzfarbungen verschiedener Haut- und Schweil3drisen-assoziierter Proteine
angewendet. Zur Identifizierung aller Hautanhangsgebilde in der Achselhaut wurde
Laminin verwendet (Abb. 15a). Dieses Protein der Basalmembran verdeutlicht den
Aufbau und die Organisation aller, urspringlich aus der Epidermis stammenden,
Hautanhangsgebilde. Laminin diente somit zur Abgrenzung der Epidermis von der
Dermis. Fur die Lokalisation der Schweil3drisen in der humanen Achsel wurde ein
Antikdrper gegen Keratin 19 (K19) verwendet. K19 wird in humaner, adulter Haut von
den luminalen SchweiRdrisenzellen exprimiert (Abb.15b). Zunachst konnten die
ekkrinen und apokrinen Schweif3drisen anhand ihrer Grof3e unterschieden werden.
Das Lumen der apokrinen Schweil3driisen (gestrichelte Linie) war im Durchmesser
etwa 10-mal groRer als das der ekkrinen Schweil3driisen (durchgehende Linie). Die
ekkrinen Schweil3drisen befanden sich vorwiegend in der Dermis, wahrend die
apokrinen SchweilRdriisen tiefer in der Dermis und der Subkutis zu finden waren.
Ekkrine und apokrine Schweil3drisen lagen in unmittelbarer N&dhe zueinander und
wanden sich auch umeinander (unterbrochene Linie). Zur Unterscheidung von
ekkrinen und apokrinen Schweil3drisen wurden Antikdrper gegen die Proteine
carcinoembryonic antigen (CEA) und Mucin eingesetzt (Abb. 15c-f). CEA wird in den
sezernierenden und ausfihrenden Kompartimenten der ekkriner Schwei3driisen
exprimiert (Abb. 15c-d). Mucin wird hingegen nur von den sezernierenden
Kompartimenten der apokrinen Schweil3drisen exprimiert (Abb. 15e-f). Diese
immunzytochemische Analyse ergab eine eindeutige in situ Diskriminierung von
ekkrinen und apokrinen Schweil3drisen. Aufgrund der Morphologie, des
Farbemusters von CEA und der fehlenden Expression von Mucin war es zusétzlich
moglich zwischen dem Gang und dem sezernierenden Anteil der ekkrinen und
apokrinen Schweil3drisen zu unterscheiden. Eine Unterscheidung zwischen
ekkrinem und apokrinem Gang war, aufgrund der kongruenten Morphologie und

Proteinexpression, hingegen nicht méglich.
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Laminin DAPI K19 DAPI

Nestin CEA DAPI

Mucin Nestin DAPI

Abbildung 15: Immunzytochemische Fluoreszenzanalyse humaner Achselhaut. a) Zur
Identifizierung der Anhangsgebilde der Achselhaut wurde Laminin verwendet. Als Bestandteil der
Basalmembran grenzt es die Epidermis von der Dermis ab und umschlie3t alle Anhangsgebilde. b)
Zur Lokalisation der Schweil3drisen in der humanen Achsel wurde K19 verwendet. Es wird in
humaner, adulter Haut von den luminalen Schwei3driisenzellen exprimiert. Der Schweil3drisentyp
konnte anhand der Grol3e des Lumens bestimmt werden. Das Lumen von apokrinen (A, gestrichelte
Linie) Schweil3drisen ist groBer als das der ekkrinen (E, durchgezogene Linie) Schweil3drisen.
Ekkrine und apokrine Schweil3driisen lagen in unmittelbarer Nahe zueinander und wanden sich auch
umeinander (unterbrochene Linie). c-d) Immunzytochemische Fluoreszenzfarbung von CEA (grin)
und Nestin (rot). CEA wird in den sezernierenden (E) und ausfihrenden Kompartimenten (Gang, G)
von ekkrinen Schweil3drisen exprimiert. e-f) Immunzytochemische Fluoreszenzfarbung von Mucin
(rot) und Nestin (grin). Mucin wird in den sezernierenden Kompartimenten apokriner Schwei3driisen
(A) exprimiert. Die Lokalisation der Nestin-positiven Zellen konnte im Mesenchym der apokrinen und
ekkrinen SchweiRdriisen sowohl in den sezernierenden als auch den ausfiihrenden Kompartimenten
nachgewiesen werden. Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt (blau). MaRstab entspricht 100 um
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Eine Doppelfarbung mit einem Antikorper gegen Nestin erlaubte die Zuordnung der
Nestin-exprimierenden Zellen zu den Schweil3driisentypen und Kompartimenten.
Diese Untersuchung demonstrierte, dass die Nestin-positiven Stammzellen im
Mesenchym von ekkrinen und apokrinen Schweil3drisen, sowohl in den
sezernierenden als auch den ausfihrenden Kompartimenten lokalisiert waren (Abb.
15c-f). Als Stammzellnische der Nestin-positiven Zellen in den Schwei3drisen

konnte somit das Schweil3drisenmesenchym identifiziert werden.

3.2 Isolation der Schweil3drisen und Gewinnung einer Nestin-

positiven Stammzellpopulation

Das bisherige Isolationsprotokoll der Schwei3driisen aus humanen Hautbiopsien
(siehe Kapitel 2.2.1.1) konnte nach Austestung verschiedener Verdaumedien,
Inkubationszeiten und Temperaturen weiter etabliert und optimiert werden (siehe
Kapitel 2.2.1.2). Aufgrund von seltenen humanen Hautproben erfolgte die
Optimierung zunachst an Schweil3drisen der Pfotenhaut von Ratten. Dabei zeigte
sich, dass ein Herauslosen der Schweil3driisen aus der Dermis beim Entfernen der
Epidermis nicht moglich war (siehe auch Kapitel 2.2.1.2). Nach einer Anfarbung der
Schweil3drisen mit Neutralrot konnten diese nach der Entfernung der Epidermis

immer noch in der Dermis, aber nicht in der Epidermis lokalisiert werden (Abb. 16a,
b, siehe Pfeil).

Dermis

Epidermis

Abbildung 16: Isolationsoptimierung von Schweil3drisen aus Rattenpfotenhaut. a) Nach einem
Dispaseverdau und der Trennung von Epidermis und Dermis konnten die Neutralrot-gefarbten
SchweiRdriisen nicht in der Epidermis detektiert werden. b) Die Neutralrot-gefarbten Schwei3driisen
befanden sich immer noch in der Dermis (siehe Pfeil). c¢) Nach der Optimierung der
SchweiRdrusenisolation aus der Dermis konnten bindegewebsfreie, aber véllig intakte SchweiRdriisen
aus der Rattenpfotenhaut isoliert werden.
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Deshalb wurden die weiterfihrenden Optimierungen des Isolationsprotokolls der
Schweil3drisen mit der Dermis fortgesetzt. Abbildung 16c zeigt die Erfolge der
Optimierung der Isolationsmethode. Nach einem Verdau von 2-3 h in Kollagenase-
haltigem Digestionsmedium konnten bindegewebsfreie, aber noch vollstandig intakte
Schweil3drisen aus der Dermis der Rattenpfote isoliert werden. Der Transfer des
optimierten Isolationsprotokolls auf humane Haut zeigte, dass die ermittelten
Parameter gut Ubertragbar waren. Die optimale Inkubationszeit der Kollagenase von
humaner Haut betrug 3 h.

Wie schon bei der Schweil3drisenisolation aus der Rattenpfotenhaut, fihrte die
optimierte Isolation auch bei den humanen Schwei3driisen zu einer verbesserten
Reinheit (intakte Schweil3driisen, frei von umliegendem Bindegewebe) (Abb. 17a-c).
In Abbildung 17a ist eine Neutralrot gefarbte apokrine (A) und ekkrine (E)
Schweil3drise nach der lIsolation dargestellt. Auch nach der Isolation war eine
Diskriminierung der apokrinen und ekkrinen Schwei3drisen anhand ihrer Grol3e
moglich. Zur Uberprifung des isolierten Gewebes auf Kontamination mit
Schweil3drisen-fremden Gewebeanteilen wurde dieses mit einem Antikérper gegen
K19 gefarbt. In Abbildung 17b ist zu erkennen, dass nur K19 positive Schwei3driisen
isoliert wurden. Zur Lokalisation der Nestin-positiven Zellen wurden die isolierten
Schweil3driisen mit einem Antikorper gegen Nestin gefarbt. Nestin-positive Zellen
befanden sich nach der Isolation immer noch im Mesenchym der Schweil3drisen
(Abb. 17c). Nestin-positive Zellen lagen in der Peripherie der isolierten
Schweil3driisen und kdnnten infolgedessen unmittelbar nach der Immobilisierung am
Kollagen Typ IV-beschichteten Kulturschalenboden adhéarieren. Nur wenige Tage
nach der Isolation begannen adharente Zellen aus der Schweil3driise zu migrieren
und zu proliferieren. Dabei exprimierten sie weiterhin Nestin (Abb. 17d).

Um das Verhalten der auswachsenden Nestin-positiven Zellen aus den isolierten
Schweil3driisen verfolgen zu kénnen, wurde eine Zeitraffermikroskopie durchgefiihrt
(Abb. 17e-h). Dazu wurden Schweil3drisen aus der Achselhaut isoliert und mithilfe
von Kantlen am Kollagen Typ IV-beschichteten Kulturschalenboden immobilisiert.
Nach einer Inkubation von 2 Tagen im Brutschrank konnten die ersten
auswachsenden Zellen beobachtet werden (Abb. 17e). Ab diesem Zeitpunkt wurden
alle 30 min Aufnahmen, bis zum Erreichen der Konfluenz an Tag 10 nach der
Isolation, erstellt. Die Zellen migrierten aus der Schweil3driise und begannen sich zu

teilen.
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Neutralrot K19 DAPI Nestin DAPI Nestin DAPI

A

Abbildung 17: Schwei3driisenisolation aus humaner Achselhaut und Gewinnung einer Nestin-
positiven Zellpopulation. a) Isolierte und Neutralrot-gefarbte apokrine (A) und ekkrine (E)
Schweil3driise. b) Das isolierte Gewebe war ausnahmslos K19 positiv, was eine Kontamination mit
Schweil3drisen-fremdem Gewebe ausschlief3t. c) Nestin-positive Zellen befanden sich weiterhin im
Mesenchym der isolierten Schwei3drisen. d) Nach wenigen Tagen wuchsen Zellen aus den isolierten
Schweil3drisen aus. Diese exprimierten weiterhin Nestin. e-h) Analyse der auswachsenden Zellen aus
der isolierten Schweil3drise mittels Zeitraffermikroskopie. e) Mikroskopische Aufnahmen im
Phasenkontrast zeigten die ersten auswachsenden Zellen an Tag 2. f-g) Danach zeigte sich eine
kontinuierliche Vermehrung der adharenten Zellen Uber Tag 5 bis zur Konfluenz an Tag 10 (weil3e
Pfeilspitzen=mitotische Zellen). h) Fast jede ausgewachsene Zelle konnte an Tag 10 als Nestin-positiv
detektiert werden. Die gestrichelte Linie umrandet das solide Gewebe der Schwei3driise, welche mit
der Kultivierungszeit immer kleiner wurde. Die Linien um die Schwei3driise sind Kratzer der Kanile in
der Kollagen Typ IV-Beschichtung der Kulturschale, welche aus der Immobilisierung der
Schweil3driisen resultieren. Die Kerne wurden mit DAPI angeférbt (blau). MaRstab entspricht 100 pm.

Dies ist an den abgerundeten, mitotischen Zellen zu erkennen (siehe weil3e
Pfeilspitzen). Die resultierende Zellpopulation entstand gleichermal3en durch
Migration der Zellen aus der Schweil3drise als auch durch Zellteilungen. Ab Tag 5
migrieren sehr viele Zellen aus der Schweil3drise, wobei sie die Kratzer in der
Beschichtung haufig als Leitlinie nutzten (Abb. 17f). Fir eine Migration der Zellen
spricht zudem die Beobachtung, dass die Schweil3driise Uber die Zeit immer kleiner
wurde (Abb. 17e-g, gestrichelte Linie). An Tag 10 hatte sich ein konfluenter Zellrasen
gebildet (Abb. 17g). Zu diesem Zeitpunkt wurde eine immunzytochemische Farbung
der Zellen durchgefuhrt. Wie in Abbildung 17h zu erkennen, konnte fast jede Zelle als
Nestin-positiv detektiert werden. Das solide Gewebe der Schweil3driise wurde
schwarz markiert, da dieses eine starke Eigenfluoreszenz aufwies. Mit dieser
Zeitraffermikroskopie war die Verfolgung der auswachsenden Zellen von in situ zu in
vitro méglich. Anhand dieser Aufnahmen konnte belegt werden, dass Nestin-positive
Zellen am Zellkulturboden adharieren und sich kontinuierlich teilen. Der Anteil an

Nestin-exprimierenden Zellen in der resultierenden Zellpopulation lag bei etwa 90 %.
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Die entscheidende Optimierung der Isolationsmethode lag im Zeitpunkt des
Auswachsens der Nestin-positiven Zellen aus der Schweil3drise. Diese migrierten
schon nach 2 Tagen aus der Schweil3driise im Gegensatz zum bisherigen Protokoll,
bei dem die ersten Zellen erst nach einigen Wochen detektierbar waren. So gelang
es in den frlhen Passagen eine groRere Zellmenge zu generieren.

Die Isolation der Schweil3drisen war aus verschiedenen humanen Hautarealen
maglich (Kopf, Bauch, Achselhaut, Oberschenkel). Dabei zeigten die Schweil3drisen
und die auswachsenden Nestin-positiven Zellen aus der Achselhaut die
vielversprechendsten Eigenschaften. Neben der grofen Schweil3drisenausbeute
aus der Achselhaut, konnte aus diesen Schweil3drisen auch eine hohe Anzahl
Nestin-positiver Zellen gewonnen werden, welche eine homogene Zellmorphologie
und gute Proliferationseigenschaften zeigten. Deshalb wurden fir die Analysen in

dieser Arbeit ausschlieRlich Schweilldriisen aus der Achselhaut verwendet.

3.3 In vitro Charakterisierung der SGSCs

Da bisher keine spezifische Gen- oder Proteinexpression fur adulte Stammzellen
bekannt ist, muss bei jeder Isolierung einer neuen adulten Stammzellpopulation aus
anderen Geweben eine ausfuhrliche Charakterisierung durchgeftihrt werden.

Eine umfassende in vitro Charakterisierung der Schweil3drisen-abgeleiteten
Stammzellen (sweat gland derived stem cells- SGSCs) wurde erstellt, um die
Proliferations- und  Wachstumseigenschaften als auch das spontane
Differenzierungspotential zu analysieren. Hierfir wurden Untersuchungen des
Expressionsprofils auf Gen- und Proteinebene der SGSCs durchgefuhrt. Die
molekularbiologische Analyse zur Erfassung der Expression verschiedener mRNAs
wurde mittels gPCR durchgefihrt. Die Proteindetektion erfolgte mittels
immunzytochemischer Fluoreszenzfarbungen und dem  Transkriptionsfaktor-
Stammzellchip (TF-Chip). Zusatzlich wurden zur Einschatzung der Plastizitat der

SGSCs Zellklone generiert.



Ergebnisse 61

3.3.1 Wachstumseigenschaften

Zur Analyse der Wachstumseigenschaften wurde die Proliferation und die Aktivitat
der Zellen Uber die Zeit gemessen. Die Dokumentation erfolgte innerhalb einer
Passage und Uber die komplette Kultivierung hinweg in einer Langzeitanalyse.

Die Proliferationseigenschaften der SGSCs in vitro wurden Uber 14 Tage durch die
Messung der Zellzahl und der Aktivitat (MTT- Test) zu sechs Zeitpunkten analysiert
(Abb. 18a). Die SGSC#1 zeigten eine Zunahme der Zellzahl und einen Anstieg der
Aktivitat Gber die Zeit. Auffallig im Wachstumsverhalten war die Stagnation der
Zellzahl zwischen Tag 9 und 11 und die erneut einsetzende Proliferation bis zum Tag
14. Wenn die SGSCs in Zellkontakt kamen sank ihre Proliferation. Die Zellen
veranderten sich morphologisch, sie wurden kleiner und langlicher und begannen
erneut sich zu teilen. Dabei wuchsen sie aber nicht Gbereinander. Die berechnete
Populationsverdopplung wahrend der exponentiellen Phase zwischen Tag 2 und Tag
9 betrug 2,9 Tage. Dieses spezielle Wachstumsverhalten konnte bei den SGSC#1 in
besonderem Maflie beobachtet werden. Die SGSC#3 und #5, welche nach der
optimierten Isolationsmethode gewonnen wurden, zeigten im Vergleich zu den
SGSC#1 eine geringere Stagnation der Proliferation nach dem Erreichen der
Konfluenz (Abb. 18b). Nach dem erneuten Anstieg der Proliferation erreichten sie die
Plateauphase. Die Populationsverdopplung wéahrend der exponentiellen
Wachstumsphase zwischen Tag 2 und Tag 9 lag ebenfalls bei 2,9 Tagen. Die
Zellzahl der SGSC#3 und #5 lag deutlich unter der der SGSC#1, ihre Aktivitat lag
hingegen hoher.

In einer Langzeitanalyse wurde die Proliferation der SGSCs uber viele Passagen
verfolgt (Abb. 18c). So zeigte sich ein hohes Proliferationsvermdgen der SGSCs
durch eine kontinuierliche Zellvermehrung bis Passage 13. Auch Uber diese Passage
hinaus zeigte sich keine Proliferationsverlangsamung oder replikative Seneszenz. In
Abbildung 18c sind die SGSC#1, welche nach dem bisherigen Isolationsprokoll
isoliert wurden, gegen die SGSC#5, welche nach dem optimierten Isolationsprotokoll
isoliert wurden, aufgetragen. Wie bereits beschrieben, konnte durch die Optimierung
des Isolationsprotokolls die initiale Zellmenge vergrol3ert werden. Nach der Isolation
zeigten beide Zellpopulationen &hnliche Proliferationseigenschaften wéhrend der

Langzeitkultivierung.
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Abbildung 18: Wachstumseigenschaften der SGSCs. a) Wachstum der SGSC#1 uber 14 Tage,
gemessen an der Zellzahl und der Aktivitdt zu sechs Zeitpunkten. Die SGSC#1 zeigten eine
Stagnation der Proliferation nach dem Erreichen der Konfluenz an Tag 9 und einen erneuten Anstieg
der Proliferation ab Tag 11. Die Aktivitdt stieg Uber die Zeit kontinuierlich an. b) Wachstum der
SGSC#3 und #5 Uber 14 Tage, gemessen an der Zellzahl und der Aktivitat zu sechs Zeitpunkten. Im
Vergleich zu den SGSC#1 (bisheriges Isolationsprotokoll) zeigten die SGSC#3 und #5 (optimiertes
Isolationsprotokoll) nur eine geringe Stagnation der Proliferation nach dem Erreichen der Konfluenz an
Tag 7. Nach dem erneuten Anstieg der Proliferation erreichten sie die Plateauphase. Die Zellzahl der
SGSC#3 und #5 lag deutlich unter der der SGSC#1, die Aktivitat lag hingegen hoéher. c)
Langzeitproliferation der SGSCs von der Isolation bis zur Passage 13. Vergleich der SGSC#1 mit den
SGSC#5. Bei den SGSC#5 konnte nach der optimierten Isolation eine groéRere initiale Zellmenge
gewonnen werden. Nach der Isolation zeigten beide Zellpopulationen  &hnliche
Langzeitproliferationseigenschaften. n=3, standard error of the mean (SEM)
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3.3.2 Spontanes Differenzierungspotential

Adulte Stammzellen haben abhangig von ihrem Ursprungsgewebe und ihren
Kultivierungsbedingungen, ein unterschiedliches Differenzierungspotential. Dieses
reicht von unipotent bis zu pluripotent. Zur Untersuchung des spontanen
Differenzierungspotentials der SGSCs wurden diese molekularbiologisch und
proteinbiochemisch auf die Expression bestimmter Stammzellmarker und Marker fur
Zelltypen der 3 embryonalen Keimblatter Uber mehrere Passagen analysiert. Ein
umfassendes Gen- und Proteinexpressionsprofil der spontanen Differenzierung der
SGSCs wurde mittels gPCR, immunzytochemischer Fluoreszenzfarbungen und
einem TF-Chip erstellt.

3.3.2.1 Genexpressionsanalysen

Zur Analyse der Genexpression wurde die qPCR verwendet. Zur Untersuchung der
ausgewachsenen Zellen aus den Schweil3drisen und der entscheidenden
Transkripte bei diesem Prozess, wurde die Genexpressionsanderung zwischen der in
situ und in vitro Situation untersucht. Dazu wurde das relative Genexpressionslevel
von frisch isolierten Schweil3drisen mit dem der SGSCs in Passage 0 verglichen
(Abb. 19a). Dabei zeigte sich, dass Nestin, abhangig von der untersuchten
Zellpopulation, in seiner Expression zwischen einer geringen Zunahme und einer
Abnahme schwankte. Eine Expressionsverringerung war bei den Keratinen sowie
den Schweil3drisen-assoziierten Transkripten (K7, K14, K19, K77, Mucin, CEA) zu
verzeichnen. Des Weiteren wurde Ki67 vermehrt von den SGSCs der Passage 0
gegenuber den in situ Schweil3driisen exprimiert.

Zur Untersuchung der qualitativen Genexpression zwischen den in situ
Schweil3drisen, den SGSCs in der Passage 0 und der Passage 14 wurden die
Produkte der qPCR in einer Kapillargelelektrophorese nach der Grol3e aufgetrennt
(Abb. 19b). Dabei konnten bei den in situ Schweil3drisen und den SGSCs sowohl
Stammzell-assoziierte Transkripte als auch Transkripte von Zelltypen der 3
embryonalen Keimblatter nachgewiesen werden. Auf welche in der quantitativen
Genexpressionsanalyse naher eingegangen wird. Zwischen den in situ
SchweilRdriisen und den SGSCs in Passage 0 zeigte sich eine Ubereinstimmende
qualitative Genexpression. Im Vergleich der SGSCs in Passage 0 und der Passage
14 konnte eine qualitative Genexpressionsanderung detektiert werden. Das

Schweil3drisen-assoziierte Transkript K77 wurde von den SGSCs in der Passage 0
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noch exprimiert, aber nicht mehr in spateren Passagen. Eine qualitative Anderung
der Genexpression der SGSC#1, #2 und #3 zwischen den Passagen 8, 14 und 21
konnte nicht detektiert werden. Die kongruenten Gelbilder der Passage 8, 14 und 21

wurden hier exemplarischen durch die Passage 14 dargestellt.
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Abbildung 19: Genexpressionsdnderung bei der Gewinnung der SGSCs. a) Genexpressionsprofil
von frisch isolierten SchweiRdriisen im Vergleich zu SGSCs in Passage 0. Die Expression von
Stammzell- und Schweil3drisen-assoziierten Transkripten war in der Passage 0 im Vergleich zu den
in situ Schweil3driisen verringert. b) Kapillargelelektrophorese der in situ SchweiRdrisen und der
SGSCs in den Passagen 0 und 14 im Vergleich. Qualitativ konnte keine Genexpressionsanderung
zwischen den in situ SchweiRdriisen und der Passage 0 nachgewiesen werden. Eine Anderung in der
gualitativen Genexpression zeigte sich aber im Vergleich der Passagen 0 und der Passage 14. K77
wurde in situ und der Passage 0 noch exprimiert, aber nicht mehr in spateren Passagen.

Zur Einschatzung der multipotenten Differenzierungskapazitdt der SGSCs wurde
eine quantitative Genexpressionsanalyse in den Passagen 8, 14 und 21 der
SGSC#1, #2 und #3 durchgefuhrt (Abb. 20). Die multipotenten
Stammzelleigenschaften der SGSCs konnten durch die Expression verschiedener
Stammzell-assoziierter Transkripte (Nestin, Nanog, Oct4, SOX2, KLF4) verifiziert
werden (Abb. 20a).
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Abbildung 20: Genexpressionsanderung der SGSCs uber die Kultivierungszeit. a) Die SGSCs in
den Passagen 8, 14 und 21 exprimierten Stammzell-assoziierte Transkripte b) spezifische Transkripte
von Zelltypen des Mesoderms und des Endoderms und c) spezifische Transkripte von Zelltypen des
Ektoderms. Die quantitative Genexpression blieb Uber die Passagen, ausgenommen der naturlich
auftretenden Fluktuationen des relativen Genexpressionslevels, konstant und zeigte keine
signifikanten Genexpressionsénderungen. n=3, SEM
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Weiterhin wurden Transkripte spezifisch fur Zelltypen des Ektoderms (B3T, PGP 9,5,
NF L, NF M, NF H), des Mesoderms (aSMA, PPARy, AP, RunX2, VWF) und des
Endoderms (Albumin, Amylase) nachgewiesen (Abb. 20b,c).

Aufgrund der moglichen Anwendung der SGSCs in der Wundheilung lag auRerdem
ein besonderer Fokus auf der Expression epithelialer Transkripte. Es konnten eine
Reihe von Haut- und Schweil3drisen-assoziierten Transkripten wie Keratinen (K7,
K14, K15, K19) und Transkripten spezifisch fir bestimmte Zelltypen der Haut (Col7q,
Involucrin, p63, Laminin, Nidogen) nachgewiesen werden (Abb. 20c).

Die quantitative Genexpression blieb Uber die Passagen 8, 14 und 21,
ausgenommen der natdrlich auftretenden  Fluktuationen des relativen
Genexpressionslevels, konstant und zeigte keine signifikanten
Genexpressionsanderungen (siehe Kapitel 2.2.6). Die Genexpressionsanalyse wies
somit ein spontanes, multipotentes Differenzierungspotential der SGSCs in vitro

nach, welches keiner passagenabhéngigen Genexpressionsanderung unterlag.

3.3.2.2 Proteinexpressionsanalysen

Zur Untersuchung des multipotenten Differenzierungspotentials und zur Verifizierung
der analysierten Genexpression wurde die Expression Stammzell-assoziierter
Proteine und Proteine, die von speziellen Zelltypen der 3 embryonalen Keimblatter
exprimiert werden, analysiert. Ein umfassendes Proteinexpressionsprofil der
spontanen Differenzierung der SGSCs wurde mittels immunzytochemischer

Fluoreszenzfarbungen und eines TF-Chips erstellt.

3.3.2.2.1 Immunzytochemischer Nachweis des spontanen Differenzierungspotentials
Eine immunzytochemische Proteinexpressionsanalyse der SGSCs wurde, identisch
zur Genexpressionsanalyse, in den Passagen 8, 14 und 21 der Zellpopulationen
SGSC#1, #2 und #3 durchgefihrt. Alle drei Zellpopulationen zeigten die Expression
der charakteristischen Stammzellproteine Oct4, SOX2, Nanog, Nucleostemin und
Nestin (Abb. 2la). Zusatzlich exprimierten die SGSCs spontan Proteine von
Zelltypen aller 3 embryonalen Keimblatter (Mesoderm: AP, Ektoderm: NF,
Endoderm: Amylase) (Abb. 21b). Die Expression dieser Proteine verifizierte die
Genexpressionsanalyse. Damit konnte auf Gen- und Proteinebene gezeigt werden,

dass SGSCs ein spontanes, multipotentes Differenzierungspotential besitzen.
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Abbildung 21: Immunzytochemischer Nachweis des spontanen Differenzierungspotentials. a)
Die SGSCs exprimierten die Stammzell-assoziierten Proteine Oct4, SOX2, Nanog, Nucleostemin und
Nestin. b) Zusatzlich exprimierten die SGSCs Proteine von Zelltypen aller 3 embryonalen Keimblatter
(Mesoderm AP, Ektoderm NF, Endoderm Amylase). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. MaRRstab
entspricht 100 pm

Amylase DAPI

3.3.2.2.2 Expression aktivierter Transkriptionsfaktoren

Die Gen- als auch die Proteinexpression sind stark regulierte Prozesse, welche nicht
in jedem Fall zu einem aktivierten Protein fihren. Deshalb wurden die SGSCs
zuséatzlich zur Analyse der Gen- und Proteinexpression mithilfe des TF-Chips auf
aktivierte TF untersucht. Fur die SGSC#1 und #2 konnten aktivierte TF fur die
Proliferation (signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3)) und die
mesodermale Differenzierungsrichtung (Adipogen; peroxisome proliferator-activated
receptor y (PPARy), CCAAT-enhancer-binding protein S8 (C/EBP) Myogen; MyoD,
myocyte enhancer factor-2 (MEF2)) nachgewiesen werden (Abb. 22). Zudem konnte
der Tumorsuppressor p53 detektiert werden. Zwischen den Zellpopulationen
SGSC#1 und SGSC#2 variierten die aktivierten TF qualitativ und quantitativ.
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Abbildung 22: Expression aktivierter Transkriptionsfaktoren. Fir die SGSCs wurden aktivierte
Transkriptionsfaktoren (TF) fur die Proliferation (Stat3) und die mesodermale Differenzierungsrichtung
(Adipogen; PPARy, C/EBPb Myogen; MyoD, MEF2) nachgewiesen. Zudem konnte der
Tumorsuppressor p53 detektiert werden. Zwischen den Zellpopulationen SGSC#1 und #2 variierten
die aktivierten TF qualitativ und quantitativ. arbitrary units-AU, n=3, SEM

Im Gegensatz zu den SGSC#2 konnten bei den SGSC#1 keine aktivierten TF flr
PPARy und MyoD detektiert werden. Desweiteren war die Quantitat der aktivierten
TF bei den SGSC#1 geringer als bei den SGSC#2. Bei beiden Zellpopulationen
konnten mit dieser Methode keine aktivierten TF fur die osteogene Differenzierung
(RunX2), die endodermale Differenzierung (Gata-4, HNF 1a/B, 3a, 4a (hepatocyte
nuclear factor 1a/B, 3a, 4a)) und die Pluripotenz (Oct4) nachgewiesen werden. Fur
die SGSCs konnte somit gezeigt werden, dass sie spontan aktivierte TF fur die
Proliferation, die mesodermale Differenzierungsrichtung und die Tumorsuppression

exprimierten.

3.3.3 Generierung von Stammzellklonen

Ein klassisches Kriterium zur Einschatzung der Stammzellartigkeit von Zellen ist ihr
Vermogen Zellklone zu bilden. Durch die Herstellung proliferierender Zellklone aus
Einzelzellen, konnte das Stammzellpotential der SGSCs nachgewiesen werden (Abb.

23). Durch die Verdunnung der Zellsuspension auf Einzelzellkonzentration und einer
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mikroskopischen Verfolgung der Einzelzellen konnten 3 Zellklone identifiziert werden.
Alle 3 Zellklone proliferierten Gber mehrere Passagen, zeigten die typische
Morphologie der SGSCs (Abb. 23a) und exprimierten das charakteristische Protein
Nestin (Abb. 23b). Zusatzlich konnten mithilfe der gPCR Stammzell-assoziierte
Transkripte und Transkripte von Zelltypen aller 3 embryonalen Keimblatter bei den
Zellklonen nachgewiesen werden (Abb. 23c). Das Potential der SGSCs Zellklone zu
bilden konnte somit nachgewiesen werden. Diese Zellen proliferierten, exprimierten

Nestin und zeigten zudem eine Genexpression wie die initiale Zellpopulation.
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Abbildung 23: Generierung von Zellklonen. a) Mikroskopische Durchlichtaufnahmen der 3 Zellklone
der SGSCs. Alle 3 Zellklone proliferierten und zeigten die typische spindelférmige Morphologie der
SGSCs. b) Eine immunzytochemische Fluoreszenzfarbung detektierte in allen 3 Zellklonen das
charakteristische Protein Nestin. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. MaR3stab entspricht 100 pum
¢) In einer qualitativen Genexpressionsanalyse der Zellklone konnten sowohl Stammzell-assoziierte
Transkripte als auch Transkripte von Zelltypen aller 3 embryonaler Keimblatter nachgewiesen werden.
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3.4 Vergleich der SGSCs mit Haut-abgeleiteten Zellpopulationen

und bereits etablierten Stammzelllinien

Zur Untersuchung des Ursprungs, einer moglichen in situ Funktion und des
Differenzierungspotentials wurden die SGSCs mit Haut-abgeleiteten Zellpopulationen
und bereits etablierten, adulten Stammzelllinien verglichen. Zur Gegeniberstellung
mit Stammzellen aus dem Ektoderm wurden epidermale Stammzellen (epidermal
stem cells, EpiSCs) verwendet. Als Zellen des Mesoderms wurden
Knochenmarkstammzellen (bone marrow stem cells, BMSCs) und dermale

Fibroblasten eingesetzt.

3.4.1 Vergleich der spontanen Proteinexpression

In einer immunzytochemischen Fluoreszenzfarbung wurde die spontane Nestin
Expression der EpiSCs, der BMSCs und der dermalen Fibroblasten untersucht und
mit den SGSCs verglichen. Zuséatzlich wurde eine umfassende immunzytochemische
Proteinexpressionsanalyse der EpiSCs im Vergleich zu den SGSCs durchgefihrt und
mit der in situ Proteinexpression verschiedener Stammzellnischen der Haut
verglichen. Aul3erdem wurden die BMSCs und die SGSCs mithilfe einer
Durchflusszytometrie auf die Oberflachenproteinexpression typischer

mesenchymaler Stammzellen untersucht.

3.4.1.1 Vergleich der Nestin Expression

Das Intermediarfilament Nestin ist das entscheidende Charakteristikum der SGSCs.
Zum Vergleich und zur Abgrenzung der SGSCs gegenliber Haut-abgeleiteten
Zellpopulationen und bereits etablierten Stammzelllinien wurde eine vergleichende
Nestin Expressionsuntersuchung durchgefuhrt (Abb. 24). Wahrend die SGSCs
Nestin in ca. 90 % der Zellen exprimierten, zeigten die EpiSCs, die BMSCs und die
dermalen Fibroblasten nahezu keine spontane Nestin Expression in vitro. Somit ist

Nestin ein stabiles und kennzeichnendes Protein der SGSCs.
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Abbildung 24: Nestin Expression unterschiedlicher Zellpopulationen. Bis zu 90 % der SGSCs
exprimierten spontan Nestin. Sowohl die EpiSCs als auch die BMSCs und die dermalen Fibroblasten
zeigten keine oder nur eine sehr geringe, spontane Nestin Expression in vitro. Die Kerne wurden mit
DAPI angefarbt (blau). Maf3stab entspricht 100 pm

3.4.1.2 Vergleich der in vitro und in situ Proteinexpression

In einer umfassenden immunzytochemischen Untersuchung wurde die
Proteinexpression der SGSCs mit den EpiSCs verglichen. Zusatzlich zur in vitro
Analyse wurde die Proteinexpression verschiedener Hautkompartimente untersucht
und mit der Expression der Zellpopulationen verglichen. Besonderes Interesse galt
dabei den Stammzellnischen der Schweil3driisen, der Epidermis und der Haarfollikel.
Aufgrund des moglichen Einsatzes der SGSCs fur die Wundheilung, lag ein
besonderer Fokus auf der Expressionsanalyse von Haut- und Schweil3driisen-
assoziierten Proteinen (Abb. 25).

Die Keratine 7 und 19 wurden von den SGSCs und den EpiSCs in vitro exprimiert. In
gesunder adulter Haut werden diese Proteine nur in Schwei3driisen, sowohl in den
sezernierenden Kompartimenten der ekkrinen als auch der apokrinen
Schweil3drisen exprimiert. K14, ein Protein mehrschichtigen Epithels, wurde von den
EpiSCs sehr stark exprimiert. Im Gegensatz dazu exprimierten die SGSCs kein K14.
In den SchweilR3driisen konnte K14 in den ausfiihrenden Kompartimenten als auch in
den myoepithelialen Zellen, welche den sezernierenden Anteil umgeben,
nachgewiesen werden. In der Epidermis wurde K14 von den basalen und
suprabasalen Zellen exprimiert. Im Haarfollikel konnte K14 in Zellen der &ufl3eren
Haarwurzelscheide gezeigt werden.

Als Adhé&sionsprotein konnte Integrin alpha 6 (la6) in allen untersuchten
Hautkompartimenten und Zellpopulationen nachgewiesen werden. Bei den SGSCs
konnte la6 auf der gesamten Zelloberflache detektiert werden. Dabei zeigten sich
starke Expressionsunterschiede zwischen den Zellen der SGSCs. Bei den EpiSCs

konnte la6 Uberwiegend an den Zell-Matrix-Kontakten nachgewiesen werden.
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Abbildung 25: Proteinexpressionsanalyse der SGSCs im Vergleich zu den EpiSCs und den
Stammzellnischen der Achselhaut. Immunzytochemische Untersuchung der Proteinexpression der
SGSCs (1. Reihe) im Vergleich zu den EpiSCs (2. Reihe) und den Stammzellnischen der Achselhaut
wie der Schweil3drisen (3. Reihe), der Epidermis (4. Reihe) und der Haarfollikel (5. Reihe). Die
SGSCs exprimierten, wie die EpiSCs, K7, K19 und la6. Bei den SGSCs waren keine Proteine
mehrschichtigen Epithels (K14) nachweisbar. Die Kerne wurden mit DAPI angeférbt (blau). Maf3stab
entspricht 100 um A-apokrine Schweil3driisen, E-ekkrine Schweil3driisen, G-Gang, S-sezernierendes
Endstuck
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In den Schweil3driisen konnte la6 in den basalen und myoepithelialen Zellen, in den
luminalen Zellen der ekkrinen Schweil3driisen, aber auch in Zellen des
Schweil3drisenmesenchyms gezeigt werden. In der Epidermis und im Haarfollikel
wurde la6 von basalen Zellen exprimiert.

Ein weiteres Protein der basalen Zellen ist p63. Es konnte sowohl in den SGSCs als
auch den EpiSCs detektiert werden. Bei den SGSCs konnte die Expression jedoch
nur im endoplasmatischen Retikulum detektiert werden. p63 liegt funktionell aber nur
im Zellkern vor. In situ konnte p63 in den basalen und myoepithelialen Zellen der
Schweil3driisen nachgewiesen werden. In der Epidermis und im Haarfollikel wird p63
von den basalen Zellen exprimiert. Die Schwei3driisen-assoziierten Proteine CEA
und Mucin wurden weder von den SGSCs noch den EpiSCs exprimiert. CEA konnte
in der Haut in den sezernierenden und ausfilhrenden Kompartimenten der ekkrinen
Schweil3drisen detektiert werden. Mucin konnte hingegen nur in den sezernierenden
Zellen der apokrinen Schweil3drisen nachgewiesen werden. CEA und Mucin wurden
weder von Zellen der Epidermis noch von Zellen des Haarfollikels exprimiert.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die SGSCs im Vergleich zu den
EpiSCs ahnliche Proteine fur einfaches Epithel (K7, K19) und Proteine von Zelltypen
der Basalmembran (la6, p63) exprimierten. Hingegen konnten bei den SGSCs keine
Proteine fur Zellen des mehrschichtigen Epithels (K14) detektiert werden.

3.4.1.3 Vergleich der Oberflachenproteinexpression

Zur Untersuchung der Oberflachenproteine der in vitro kultivierten Zellen wurden die
SGSCs und die BMSCs mithilfe einer direkten immunzytochemischen
Fluoreszenzfarbung markiert und im Durchflusszytometer analysiert. Untersucht
wurden die charakteristischen mesenchymalen Oberflachenproteine CD9, CD29,
CD44 und CD105. In Abbildung 26a ist die Oberflachenexpression der SGSC#1 der
Passage 21 exemplarisch dargestellt. Zur Darstellung der prozentualen
Proteinexpression wurde ein Histogramm mit einer Uberlagerung der gefarbten
Zellen (hell grauer Peak) mit der entsprechenden Isotypkontrolle (dunkel grauer,
ausgefullter Peak) erstellt (siehe Kapitel 2.2.4.3). Die SGSCs zeigten die Expression
der mesenchymalen Oberflachenproteine CD9, CD29, CD44 und CD105.
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Abbildung 26: Expressionsanalyse der Oberflachenproteine der SGSCs im Vergleich zu den
BMSCs. a) Exemplarisches Expressionsprofil der SGSC#1 der Passage 21. Zur Darstellung der
prozentualen Proteinexpression wurde ein Histogramm mit einer Uberlagerung der gefarbten Zellen
(hell grauer Peak) mit der entsprechenden Isotypkontrolle (dunkel grauer, ausgefillter Peak) erstellt.
Die SGSCs exprimierten CD9, CD29, CD44 und CD105. b) Analyse der prozentualen
Oberflachenproteinexpression der SGSC#1 und #3 in den Passagen 8, 14 und 21. Das
Expressionsprofil der SGSCs anderte sich nicht Uber die Passagen, aber der prozentuale Anteil
positiver Zellen variierte sowohl zwischen den Passagen als auch zwischen den Zellpopulationen der
SGSC#1 und #3. c) Vergleich der Oberflachenproteinexpression zwischen den SGSCs (#1 und #3)
und den BMSCs. Die SGSCs exprimierten wie die BMSCs CD9, CD29, CD44 und CD105. n=3, SEM

Das Expressionsprofil der SGSCs anderte sich nicht Uber die Passagen 8, 14 und
21, aber der prozentuale Anteil positiver Zellen variierte sowohl zwischen den
Passagen als auch den SGSC#1 und SGSC#3 (Abb. 26b). Die
Expressionsunterschiede zeigten sich besonders bei den Oberflachenproteinen CD9,
CD29 und CD105. Das hoch exprimierte Protein CD44 schwankte in seiner
Expression dagegen nur sehr gering. Verglichen wurde das Expressionsprofil der
SGSCs mit dem der BMSCs (Abb. 26c¢). Die BMSCs exprimierten wie die SGSCs
CD9, CD29, CD44 und CD105. Die Analyse wurde in den Passagen 12 bis 16
durchgefuhrt, in denen auch die anderen Experimente erfolgten. Im Vergleich
zwischen den SGSCs und den BMSCs konnte ein  ahnliches
Oberflachenproteinexpressionsprofil dokumentiert werden. Dabei zeigte sich, dass
die Expression von CD29 als auch CD44 bei den BMSCs schwécher war als bei den
SGSCs. CD9 und CD105 wurden dagegen ahnlich stark exprimiert.
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3.4.2 Induzierbarkeit der SGSCs

Mithilfe der in vitro Charakterisierung konnte das spontane Differenzierungspotential
der SGSCs in Zelltypen aller 3 embryonalen Keimblatter gezeigt werden.

Zur Untersuchung der Induzierbarkeit der SGSCs in spezialisierte Zelltypen wurden
zwei unterschiedliche Methoden verwendet. Zum einen erfolgte die induzierte
Differenzierung der SGSCs durch veranderte Kultivierungsbedingungen mittels
organotypischer 3D Zellkultivierung in sogenannten organoid bodies (OBs). Zum
anderen wurde eine Induktion der Mesodermdifferenzierung durch eine Modifikation
der Zellkulturmedien mittels l6slicher Faktoren erreicht. Zum Vergleich wurde die
Mesodermdifferenzierung simultan mit den BMSCs durchgefunhrt.

3.4.2.1 Ektodermale Differenzierung mittels organotypischer 3D Zellkultivierung
Die organotypische 3D Zellkultivierung ist eine Methode bei der die SGSCs zur
Aggregation und Differenzierung in Zellaggregaten, sogenannten OBs, induziert
werden. Die Differenzierung erfolgte ohne Zugabe von speziellen
Differenzierungsfaktoren und wurde maf3geblich durch die veranderte Kultivierung
induziert. Die Methode der 3D Kultivierung wurde zur Nachbildung der in vivo
Situation verwendet. Dadurch sollte versucht werden, die Stammzellnische der
Schweil3drisenzellen in der Haut in vitro zu imitieren und deren Differenzierung zu
beeinflussen.

Mithilfe der 3D Kultivierung konnte eine Differenzierung der SGSCs induziert werden
(Abb. 27). Dazu wurden die vorher generierten OBs (Kapitel 2.2.5.1) mithilfe von
Gelatine am Zellkulturboden immobilisiert und kultiviert (Abb. 27a oben). Die OBs
und die auswachsenden Zellen (Abb. 27a unten) wurden auf ihre Gen- und
Proteinexpression untersucht. Die Genexpressionsanalyse detektierte Stammzell-
assoziierte Transkripte sowie Transkripte von Zelltypen der 3 embryonalen
Keimblatter (Abb. 27b). Der Vergleich der Genexpression zwischen der
organotypischen 3D Kultivierung und der 2D Kultivierung der SGSCs zeigte eine
erhohte Expression neuronaler (NF L, NF M, NF H) und epithelialer Transkripte

(Col7a und Involucrin).
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Abbildung 27: Ektodermale Differenzierung mittels organotypischer 3D Zellkultivierung. a)
Oben: Zellen begannen aus den organoid bodies (OBs) zu migrieren. Unten: Die Kultivierung der OBs
erfolgte bis zum Erreichen der Konfluenz. b) Die Analyse der Genexpression detektierte Stammzell-
assoziierte Transkripte sowie Transkripte von Zelltypen der 3 embryonalen Keimbléatter. Der Vergleich
der Genexpression zwischen der 3D Kultivierung und der 2D Kultivierung der SGSCs zeigte eine
erhdhte Expression neuronaler (NF L, NF M, NF H) und epithelialer Transkripte (Col7a und Involucrin).
c) Die Detektion verschiedener Proteine mittels immunzytochemischer Fluoreszenzfarbungen war
gualitativ identisch zu den 2D kultivierten SGSCs. Es konnte die Expression von Stammzell-
assoziierten Proteinen (Nestin, SOX2) sowie Proteinen von Zelltypen der 3 embryonalen Keimblatter
(Mesoderm: aSMA, Endoderm: Amylase, Ektoderm: B3T, NF) nachgewiesen werden. Die Kerne
wurden mit DAPI angeféarbt (blau). Maf3stab entspricht 100 pm d) Mithilfe einer quantitativen
Erfassung des prozentualen Anteils positiver Zellen der 2D im Vergleich zur 3D Kultivierung, konnte
eine induzierte neuronale Differenzierung der SGSCs in OBs dokumentiert werden. Dabei zeigte sich
ein Anstieg der B3T und NF exprimierenden Zellen um mehr als 50 % bzw. 20 %. n=2, SEM
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Die Genexpression von Nestin sank leicht ab. Die Stammzell-assoziierten
Transkripte von Nanog, Oct4 und SOX2 variierten zwischen einem Anstieg und
einem Abfall der Expression bei den untersuchten Zellpopulationen. Die
Genexpression von K7, K14 und K19 sank bei beiden Zellpopulationen, wahrend die
Genexpression von Mucin und CEA zwischen den Zellpopulationen variierte. Die
Expression der Transkripte von aSMA sank, dagegen stieg die Expression der
Transkripte von Ki67 an. Die Proteindetektion mittels immunzytochemischer
Fluoreszenzfarbungen war qualitativ identisch zu den 2D kultivierten SGSCs (Abb.
27c). Es konnte die Expression Stammzell-assoziierter Proteine (Nestin, SOX2)
sowie Proteine von Zelltypen der 3 embryonalen Keimblatter (Mesoderm: aSMA,
Endoderm: Amylase, Ektoderm: B3T, NF) nachgewiesen werden.

Durch eine quantitative Erfassung des prozentualen Anteils positiver Zellen der 2D
im Vergleich zur 3D Kultivierung, konnte eine induzierte neuronale Differenzierung
der SGSCs in OBs dokumentiert werden (Abb. 27d). Dabei zeigte sich nicht nur ein
Anstieg der B3T exprimierenden Zellen um fast 50 %, sondern auch der prozentuale
Anteil der NF exprimierenden Zellen stieg um ca. 20 % wahrend der 3D Kultivierung.
Die Anzahl der Nestin-positiven Zellen in den OBs stieg ebenfalls etwas an, dagegen
sank die Anzahl von K7 positiven Zellen um ca. 20 %. Die Anzahl der K19 und aSMA
exprimierenden Zellen schwankte sehr stark bei den SGSCs in 2D und den SGSCs
in OBs. Eine induzierte ektodermale Differenzierung der SGSCs mittels einer 3D
organotypischen Zellkultivierung konnte sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene

verifiziert werden.

3.4.2.2 Induzierte Mesodermdifferenzierung der SGSCs im Vergleich zu den
BMSCs

Um das mesodermale Differenzierungspotential der SGSCs in adipogene,
chondrogene und osteogene Zelltypen untersuchen zu kénnen wurde eine induzierte
Differenzierung tUber spezielle Medienzusatze durchgefuhrt. Fir BMSCs konnte eine
mesodermale Differenzierung mithilfe von Differenzierungsmedien schon gezeigt
werden (Pittenger et al., 1999). Deshalb wurden die BMSCs in diesem Versuch als
Positivkontrolle verwendet.

Die gezielte Differenzierung in Fettzellen wurde bei den SGSCs und den BMSCs
durch Medienzusatze Uber 7 und 21 Tage induziert. Zum Nachweis der
Differenzierung wurden die Zellen mit dem Farbstoff Oil Red O behandelt (Abb. 28
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Adipogen), dadurch farbten sich die Fetttropfen rot. Die Zellen in den Kontrollen
wurden mit Kultivierungsmedium ohne die Zugabe von |6slichen Faktoren kultiviert.
Nach 7 Tagen waren bei den SGSCs nur sehr wenige Fetttropfen nachweisbar. Nur
geringfuigig mehr Fetttropfen konnten bei den BMSCs nach 7 Tagen nachgewiesen
werden. Nach 21 Tagen zeigte sich bei den SGSCs keine Zunahme der Anzahl von
Fetttropfen im Zytoplasma, somit konnte keine Differenzierung in Fettzellen induziert
werden. Bei den BMSCs zeigte sich nach 21 Tagen eine deutliche Induktion von
Fettzellen, durch die vermehrte Bildung von Fetttropfen im Zytoplasma. In den
Kontrollen konnten keine Fetttropfen nachgewiesen werden.

Die gezielte Differenzierung in Knorpelzellen wurde bei den SGSCs und den BMSCs
durch Medienzusatze und eine zusatzliche 3D Kultivierung, in sogenannten
micromass bodies (MMBs), uber 7 und 21 Tage induziert. Zum Nachweis der
Differenzierung wurde eine Alcianblaufarbung verwendet (Abb. 28 Chondrogen).
Nach einer Kultivierung von 7 Tagen unterschied sich die Struktur der MMBs sehr
stark. Die MMBs der Kontrolle der SGSCs sowie der BMSCs mit und ohne
Medienzusatze waren pords und weniger kompakt als die SGSCs mit
Medienzusatzen kultivierten MMBSs. Die Alcianblaufarbung zeigte nach 7 Tagen eine
Farbung an den Randern der MMBs der SGSCs und der BMSCs. Diese war bei den
MMBs mit Medienzusétzen verstarkt, aber auch in den Kontrollen nachweisbar. Nach
21tagiger Kultivierung mit Medienzusatzen zeigte sich bei den MMBs der SGSCs und
der BMSCs eine kompakte Struktur. Die Struktur der MMBs der Kontrollen blieb
hingegen pords. Die Alcianblaufarbung zeigte sowohl bei den MMBs der SGSCs als
auch der BMSCs mit Medienzusatzen eine deutliche Zunahme. Es konnte nicht nur
eine Alcianblaufarbung in den Randbereichen sondern auch im Inneren der MMBs
nachgewiesen werden. Bei den Kontrollen konnte keine Zunahme der
Alcianblaufarbung nach 21tagiger Kultivierung detektiert werden. Somit konnte
gezeigt werden, dass eine chondrogene Differenzierung bei den SGSCs als auch bei
den BMSCs induziert wurde.

Die gezielte Differenzierung in Knochenzellen wurde bei den SGSCs und den
BMSCs durch Medienzuséatze Uber 7 und 21 Tage induziert. Zum Nachweis der
Differenzierung wurde eine Farbung der alkalischen Phosphatase (AP) durchgefiihrt
(Abb. 28 Osteogen). Nach 7 und 21 Tagen konnten bei den SGSCs sowohl in den
Kontrollen als auch in den Kulturen mit Medienzusétzen vereinzelt positive Zellen

nachgewiesen werden. Bei den BMCSs waren nach 7 und 21tagiger Kultivierung mit
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Medienzuséatzen nahezu alle Zellen positiv fir AP. Die Zellen in den Kontrollen waren
dagegen negativ. Es konnte gezeigt werden, dass eine osteogene Differenzierung
bei den BMSCs aber nicht bei den SGSCs induziert werden konnte.

Tag
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Abbildung 28: Induzierte Mesodermdifferenzierung der SGSCs im Vergleich zu den BMSCs.
Adipogen: Eine gezielte Differenzierung in Fettzellen konnte Uber den Nachweis der Fetttropfen
mithilfe einer Oil Red O Féarbung fur die BMSCs nach 21 Tagen, aber nicht fur die SGSCs
nachgewiesen werden. Die Kerne wurden mit Hamatoxilin gefarbt. MaRstab entspricht 100 pm.
Chondrogen: Eine gezielte Differenzierung in Knorpelzellen Uber den Nachweis einer
Alcianblaufarbung konnte fiir die SGSCs und die BMSCs nach 21 Tagen verifiziert werden. Mal3stab
entspricht 200 um. Osteogen: Eine gezielte Differenzierung in Knochenzellen konnte dber den
Nachweis von alkalischer Phosphatase (AP) fur die BMSCs nach schon 7 Tagen, aber nicht fir die
SGSCs nachgewiesen werden. Die Kerne wurden mit Hamatoxilin gefarbt. MaR3stab entspricht 200 pm
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3.5 SGSCs in der Hautwundheilung

Aufgrund der Lage der Schweil3driisen in der leicht zuganglichen Achselhaut und der
bevorzugten Differenzierung der SGSCs in Zellen des Ektoderms eignen sie sich
besonders fir mdogliche Anwendungen der Hautregeneration. Neben dem
entscheidenden, multipotenten Differenzierungspotential der SGSCs, ist auch die
Sekretion von wundheilungsférdernden Zytokinen fur eine verbesserte Wundheilung
von enormer Bedeutung. Deshalb wurde im Folgenden das Zytokinsekretionsprofil
der SGSCs mithilfe eines Membran-basierten Arraysystems untersucht.

Ein weiteres Problem einer gestdrten Wundheilung oder einer sehr tiefen Verletzung
der Haut, ist ein fibréser Verschluss der Wunde ohne eine funktionelle
Wiederherstellung der Hautanhangsgebilde. Um die Funktionalitat der Haut
wiederherzustellen zu kénnen ware ein Einsatz der multipotenten SGSCs zur
Regeneration der Schwei3drisen denkbar. Einen anderen Ansatz stellt die
Kultivierung der isolierten Schweil3driisen in einem vorhandenen Hautersatzmaterial
dar. Zur Untersuchung ob Schwei3drisen in vitro kultivierbar sind, wurden diese

nach der Isolation in eine Kollagenmatrix transplantiert und Gber 15 Tage kultiviert.

3.5.1 Zytokinsekretionsprofil

Bei dem Einsatz von adulten Stammzellen fir die Wundregeneration ist die Sekretion
wundheilungsfordernder  Zytokine von entscheidender Bedeutung fir die
Kommunikation mit Zellen des umliegenden Gewebes. Das Zytokinsekretionsprofil
der SGSCs wurde mithilfe eines Membran-basierten Arraysystems ermittelt, welches
sezernierte Proteine aus dem Zellkulturiberstand bindet und detektierbar macht.
Verwendet wurden fiir diesen Versuch Uberstande einer 2D Kultur auf
Zellkulturplastik nach einer 24 h Inkubation. Das Zytokinarray wies die folgenden
Faktoren nach; monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), serine proteinase inhibitor
El (Serpin E1), growth-related oncogene a (GROaq), Interleukin 6 und 8 (Abb. 29a).
Die relative Zytokinexpression wurde an der Intensitat der Kontrollspots berechnet
(Kapitel 2.2.4.4). Serpin E1 wurde mit 64 % am starksten von den SGSCs exprimiert
(Abb. 29b). IL 8 GROq, IL 6 und MCP-1 konnten mit einer relativen
Zytokinexpression zwischen 5-14 % nachgewiesen werden. Die SGSCs waren somit
in der Lage Faktoren zu sezernieren, welche wahrend der Wundheilung
immunmodulatorische als auch angiogenetische Eigenschaften haben und bei dem

Gewebeumbau eine Rolle spielen.
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Abbildung 29: Zytokinsekretionsprofil der SGSCs. a) Das Zytokinarray wies die folgenden
Faktoren nach; MCP-1, Serpin E1, GROaq, IL 6 und 8 (grau umrandet). Schwarz umrandet sind die
Kontrollspots. b) Die relative Zytokinexpression wurde anhand der Intensitdt der Kontrollspots
berechnet. Serpin E1 wurde mit 64 % am starksten exprimiert. IL 8, GROq, IL 6 und MCP-1 konnten
mit einer relativen Zytokinexpression zwischen 5-14 % nachgewiesen werden.

3.5.2 SchweilRdrisenkultivierung in 3D Kollagenmatrix

Neben der Kultivierung und Charakterisierung der SGSCs fur einen moglichen
Einsatz in der Wundheilung, wurde versucht die frisch isolierten Schweil3driisen in
eine Kollagenmatrix (Optimaix) zu transplantieren und tber einen langeren Zeitraum
in vitro zu kultivieren. Die Analyse der transplantierten Schweil3drisen in der
Kollagenmatrix erfolgte nach 9 und 15 Tagen. Zum einen wurden die Zellen der
SchweilRdriisen mithilfe eines MTT-Tests auf ihre Aktivitat untersucht (Abb. 30a,b).
Dabei zeigte sich nicht nur eine anhaltende Aktivitat der Zellen nach der
Transplantation, sondern zudem eine Aktivitatssteigerung tber die Zeit (Abb. 30b).
Besonders aktiv zeigte sich die apokrine Schweil3driise, welche aber schon durch
ihre GrolRe mehr Zellen gegentber der ekkrinen Schweil3drise besitzt. Zudem
konnte bei den Schweil3driisen eine zackenformige Vergrof3erung des aktiven
(MTT-positiven) Bereiches verzeichnet werden. Diese Ausweitung ist wahrscheinlich
in Zellmigrationen und/oder Zellteilungen begrindet. Zum anderen wurden die
transplantieren Schweil3drisen nach 15 Tagen immunzytochemisch auf ihre
Proteinexpression untersucht.
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Abbildung 30: SchweilR3drisenkultivierung in 3D Kollagenmatrix. a) Aktivitatsuntersuchung
mithilfe des MTT-Tests. Nach 9 Tagen konnten noch immer aktive Zellen der SchweiR3driisen in der
Kollagenmatrix (Optimaix) nachgewiesen werden. Nach 15 Tagen konnte sowohl bei den ekkrinen als
auch den apokrinen Schweil3drisen eine zackenfoérmige VergroRerung des aktiven (MTT-positiven)
Bereiches nachgewiesen werden. b) Quantitative Auswertung des MTT-Tests. Sowohl die ekkrinen als
auch die apokrinen Schweil3driisenzellen waren nach 9 Tagen noch immer aktiv. Nach Tag 15 stieg
die Aktivitat noch weiter an. n=2, SEM ¢) Immunzytochemische Untersuchung der transplantierten
SchweilRdrisen in der Kollagenmatrix. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Morphologie als
auch eine mogliche Sekretion der Schwei3driisen nach 15 Tagen noch erhalten war. Des Weiteren
konnten immer noch Nestin-positive Zellen im Mesenchym nachgewiesen werden (siehe griine Pfeile).
Die Kerne wurden mit DAPI angeférbt (blau). Maf3stab entspricht 100 pm
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Wie in Abbildung 30c zu erkennen ist, war sowohl bei den ekkrinen und den
apokrinen Schweil3drisen die urspringliche in situ Morphologie nach 15 Tagen in
vitro Kultivierung noch immer erhalten. Nicht nur die Morphologie sondern auch die
Proteinexpression ahnelte noch immer der einer aktiven Schwei3driise. So konnten
weiterhin Nestin-positive Zellen im Mesenchym der Schweil3drisen nachgewiesen
werden (grune Pfeile). Das Fluoreszenzsignal in den sezernierenden Bereichen der
Schweil3drisen konnte darauf hindeuten, dass diese Schweil3drisen immer noch zur
Sekretion fahig waren, da die Sekrete eine Eigenfluoreszenz zeigen.

Diese Untersuchung prasentierte das enorme Potential humaner Schweil3drisen.
Selbst nach einer Isolationsprozedur und einer in vitro Kultivierung demonstrierten
die Schweil3driisenzellen eine hohe Proliferationskapazitat. Zusatzlich waren sie in

der Lage ihre in situ Morphologie und eine mdgliche Sekretion aufrechtzuerhalten.
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4 Diskussion

4.1 Lokalisation Nestin-positiver Stammzellen im Mesenchym

humaner Schweil3drisen

Nestin als Marker flr adulte Stammzellen ermdglichte die Detektion einer neuen,
adulten Stammzellpopulation in humanen SchweiR3driisen. Das Ziel dieser Arbeit war,
die Nestin-positiven Stammzellen aus der Haut ex vivo anzureichern. Bis dato konnte
bei der Praparation von Vollhaut nur eine geringe Ausbeute von Nestin-positiven
Zellen erreicht werden (Ernst et al., 2010; Gingras et al., 2007; Kruse et al., 2006a).
In humaner Haut sind Nestin-positive Zellen zuséatzlich zu den Schweil3drisen auch
im Mesenchym der Haarfollikel und den Talgdrisen zu finden (Tiede et al., 2009).
Die Isolation einer proliferierenden Nestin-positiven Stammzellpopulation aus
humanen Schweill3driisen konnte bisher nur von unserer Arbeitsgruppe gezeigt
werden (Petschnik et al, 2010). Die Gewinnung einer Nestin-positiven
Stammzellpopulation, aus verschiedenen Anteilen des Haarfollikels mit multipotenten
Differenzierungseigenschaften, konnte dagegen schon von anderen Arbeitsgruppen
gezeigt werden (Amoh and Hoffman, 2010; Amoh et al., 2009b; Amoh et al., 2005;
Biernaskie et al., 2009; Hoffman, 2006; Li et al., 2003; Sieber-Blum et al., 2004; Yu et
al., 2006). Der Anteil der Nestin-positiven Zellen an der Gesamtpopulation war
jedoch eher gering oder die Angaben fehlten ganzlich. Zudem ist die Expression von
Nestin in der Wulstregion humaner Haarfollikel nicht ganz eindeutig. So konnten
Amoh und Kollegen Nestin in der humanen Wulstregion nachweisen, Kloepper und
Kollegen dagegen nicht (Amoh et al., 2012; Kloepper et al., 2008). Des Weiteren
existiert noch keine einheitliche und zuverlassige Methode =zur Isolation und
Expansion von Nestin-positiven Zellen aus dem humanen Haarfollikel.

Inwieweit sich die Nestin-positiven Stammzellpopulationen unterschiedlicher
Hautkompartimente gleichen, kann nur vermutet werden. Es ist moglich, dass
funktionelle Parallelen zwischen den Nestin-positiven Zellpopulationen der
Hautanhangsgebilde existieren. Eine mdogliche Erklarung fir diese Theorie ist der
Ursprung aller Hauthangsgebilde aus der Hautleiste wahrend der
Embryonalentwicklung (Cowin and Wysolmerski, 2010; Ersch and Stallmach, 1999;
Holbrook and Minami, 1991; Moll and Moll, 1992). Es kann vermutet werden, dass

der entscheidende epitheliale-mesenchymale Signalaustausch von Nestin-positiven
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Zellen im Mesenchym reguliert wird. Diese epitheliale-mesenchymale Interaktion ist
nicht nur wahrend der Embryonalentwicklung sondern auch wahrend des
Haarzykluses, der Aktivierung in der Pubertat (apokrine Schweil3drisen) oder in der
Schwangerschaft (Milchdriisen) von entscheidender Bedeutung. Fakt ist, dass die
Hautanhangsgebilde morphologische und physiologische Veréanderungen wahrend
ihrer Lebenszeit durchlaufen, welche einer exakten Regulation unterliegen. Bei den
exokrinen Drisen der Haut kommt hinzu, dass sie wahrend ihrer Sekretion Zellen
verlieren, welche stetig von Vorlauferzellen ersetzt werden missen (Bargmann,
1977; Bennighoff, 1985; Blanpain and Fuchs, 2009; Fuchs and Horsley, 2008; Lu et
al., 2012; Watt et al., 2006; Woodward et al., 2005). In allen drei exokrinen Driisen
der Haut konnten Nestin-positive Zellen nachgewiesen werden (Kolar et al., 2007; Li
et al., 2007; Tiede et al., 2009). Somit kdnnten Nestin-positive Zellen einerseits als
Regulatoren fur den epithelialen-mesenchymalen Signalaustausch fungieren,
andererseits konnten sie Vorlauferzellen fir die Homoostase als auch fur die

Regeneration darstellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine genaue Lokalisation der Schweil3driisen und
deren Unterscheidung in ekkrine und apokrine Typen in histologischen
Gewebeschnitten realisiert werden. Ermdglicht wurde dies durch die Auswabhl
geeigneter Antikdrper in immunzytochemischen Analysen von Achselhaut. Die
Schweil3drisen liel3en sich in situ anhand ihrer unterschiedlichen Expression von
CEA (Li et al., 2009; Metze et al., 1996) und Mucin (Ando et al., 1998) unterscheiden.
CEA und Mucin sind Glykoproteine und werden in gesunder Haut nur in den
Schweil3drisen exprimiert. Die Nestin-positiven Stammzellen konnten sowohl im
direkt angrenzenden Mesenchym der ekkrinen als auch der apokrinen
SchweilRdriisen lokalisiert werden. Aufgrund dessen wurden zur Gewinnung der
Nestin-positiven  Stammzellpopulation sowohl ekkrine als auch apokrine

Schweil3driisen verwendet.
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4.2 Etablierung des Isolationsverfahrens humaner Schweil3driisen

und in vitro Expansion der SGSCs

Eine Optimierung der Isolationsmethode der Schweif3driisen wurde durchgefiihrt um
die Methode zu vereinfachen, die manuellen Arbeiten zu minimieren und die
Schweil3driisenausbeute und damit die initiale Zellmenge zu erhéhen.

Durch eine vergleichende Isolation der SGSCs aus verschiedenen humanen
Hautarealen konnte ermittelt werden, dass eine Achselhautbiopsie das optimale
Isolationsgewebe darstellt. Achselhaut ist leicht zuganglich, hat eine sehr grol3e
Schweil3drusendichte und zeigt hervorragende Heilungseigenschaften nach der
Biopsieentnahme.

Zu Beginn der Isolation wurde die Epidermis durch Verwendung von Dispase von der
Dermis abgel6st. Durch die Entfernung der Epidermis konnte die mechanische
Zerkleinerung der Dermis entscheidend vereinfacht werden. Des Weiteren konnten
durch die Entfernung falsch positive Neutralrot Reaktionen der Epidermis vermieden
werden. Die Isolation wurde dann mit der Dermis fortgesetzt. Die Dermis wurde
mechanisch zerkleinert und mithilfe einer verlangerten Inkubation in Kollagenase-
haltigem Digestionsmedium konnte die Ausbeute bindegewebsfreier Schweil3driisen
entscheidend vergroRert werden. Die isolierten Schweil3drisen lieRen sich zudem
leichter am Kollagen Typ IV-beschichteten Zellkulturboden immobilisieren und es
zeigte sich ein schnelleres Auswachsen der Zellen aus den Schweil3drisen.

Die Optimierung des Isolationsprotokolls der Schweil3drisen aus der Achselhaut
resultierte somit in einer Zellpopulation, welche in kurzer Zeit mit der groZtmoglichen
Zellausbeute und den besten Proliferationseigenschaften gewonnen werden
konnten. Im Hinblick auf eine Automatisierung des Isolationsprozesses wurden die
manuellen Arbeiten auf ein Minimum reduziert. Weiterfllhrende Optimierungen zur
Anpassung des Isolationsverfahrens an good manufactoring practice- GMP
Richtlinien wurden von Moritz Géldner in seiner Diplomarbeit durchgefihrt (Géldner,
2012). Hierbei sollten moglichst alle mechanischen Aufarbeitungsschritte durch eine
Automatisierung  ersetzt werden. Des Weiteren wurde versucht das
Isolationsprotokoll auf GMP konforme Reagenzien umzustellen. Nach der Isolation
sollten die SGSCs in einem geschlossenen System, sogenannten Zellkulturbeuteln,
vermehrt werden. Die ersten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind

vielversprechend und werden zurzeit in weiteren Versuchen verifiziert.
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Zur Anreicherung der Nestin-positiven Zellen nach der Isolation konnte aufgrund des
intrazellular vorliegenden Nestins keine vitale Vorsortierung der Zellen mittels
fluorescence activated cell sorting (FACS) durchgefuhrt werden. Daher wurde
versucht die Nestin-positiven Stammzellen durch Auswachsen auf beschichteten
Zellkulturschalen anzureichern. Durch eine lickenlose Verfolgung der Zellen
wahrend des Auswachsens aus den Schweil3driisen, mittels Zeitraffermikroskopie,
konnte die Entstehung einer adharent migrierenden und proliferativen Zellpopulation
verfolgt werden. Eine Untersuchung der Nestin Expression zeigte, dass 90 % der
ausgewachsenen Zellen Nestin exprimierten. Da die Nestin-positiven Zellen in situ
nicht markiert wurden, konnte der Ursprung der Zellen mithilfe der
Zeitraffermikroskopie nicht genauer bestimmt werden. Da Nestin-positive Zellen aber
in der Peripherie der isolierten Schweil3drisen detektiert werden konnten, ist davon
auszugehen, dass diese zur entstandenen Zellpopulation beigetragen haben. Die
Verfolgung des Auswachsens Nestin-positiver Zellen aus dem Haarfollikel konnte
von Amoh und Hoffman mithilfe von transgenen Mausen, in denen das green
fluorescence protein (GFP) an Nestin gekoppelte wurde, beobachtet werden (Amoh
and Hoffman, 2010). Trotzdem bleibt unklar, ob ausschliel3lich Nestin-positive Zellen
zur resultierenden Stammzellpopulation beigetragen haben oder andere Zelltypen in
vitro ebenfalls begonnen haben Nestin zu exprimieren.

Um die Verdnderungen der Zellen von in situ zu in vitro untersuchen zu kodnnen,
wurden frisch isolierte Schweil3drisen und die SGSCs in der Passage 0 auf ihre
Genexpression untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Expression der
Schweil3drisen-assoziierten Transkripte wie K77, CEA und Mucin wahrend der in
vitro Kultivierung abnahmen. K77, welches in situ ausschlielich in luminalen Zellen
der ekkrinen Schweil3drisen exprimiert wird (Langbein et al., 2005), konnte in der
Passage 0 noch nachgewiesen werden. In spateren Passagen konnte es aber nicht
mehr detektiert werden. Das konnte einerseits bedeuten, dass die differenzierten
Zellen wéhrend der in vitro Kultivierung, vielleicht durch eine fehlende adharente
Proliferationsfahigkeit, verloren gegangen sind. Andererseits kbnnte die Veranderung
des Expressionsprofils einen Wandel der Zellidentitdt oder eine teilweise
Reprogrammierung bedeuten. So kdnnten die differenzierten Zellen wahrend der in
vitro Kultivierung die Expression Schweil3driisen-assoziierter Transkripte eingestellt
haben und gleichzeitig mit der Synthese Stammzell-assoziierter Transkripte
begonnen haben. Ein ahnlicher Prozess konnte von Rapoport und Kollegen bei
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pankreatischen Zellen beobachtet werden. Diese stellten wéhrend der in vitro
Kultivierung ihre Amylaseexpression ein und begannen Nestin zu exprimieren
(Rapoport et al., 2009).

Die relative Genexpression von Nestin variierte, von den Schweil3driisen zu den
SGSCs in Passage 0, zwischen einer Abnahme und einem geringen Anstieg, obwohl
fast jede ausgewachsene Zelle Nestin auf Proteinebene exprimierte. Eine mdgliche
Erklarung konnte sein, dass die Zellen zum Zeitpunkt des Erntens im konfluenten
Stadium waren. Zu diesem Zeitpunkt ist die Transkriptionsrate sehr gering, wahrend

das Protein sehr hoch exprimiert wird.

Nach dem Auswachsen der Nestin-positiven Zellen aus den Schweil3driisen, zeigten
diese eine kontinuierliche Proliferation. Bei der Wachstumsanalyse der SGSC#1 Uber
14 Tage zeigte sich ein besonderes Wachstumsverhalten. Dieses war
gekennzeichnet von einer Stagnation der Proliferation nach dem Erreichen der
Konfluenz und einem Wiedereinsetzen der Proliferation nach einer morphologischen
Veranderung. Dieses Verhalten konnte bei den SGSC#3 und #5, welche nach dem
optimierten Protokoll isoliert wurden, nur in einer sehr schwachen Auspragung
beobachtet werden. Vermutlich sind die Stammzellpopulationen, welche nach dem
bisherigen Protokoll isoliert wurden, etwas heterogener in ihrer Zusammensetzung.
Die vorhandenen Subpopulationen aus Stammzellen und differenzierten Zellen
haben dabei unterschiedliche Phéanotypen und Proliferationseigenschaften. Wéahrend
die Stammzellen klein und spindelférmig sind und sich schnell teilen, sind die
differenzierten Zellen grofl3er, ausgebreitet und teilen sich selten oder gar nicht. Die
Korrelation zwischen Zellgréf3e und Proliferationsvermdgen konnte sowohl bei
Fibroblasten als auch Keratinozyten beobachtet werden (Angello et al., 1987;
Barrandon and Green, 1985). Die Stagnation im Wachstumsverhalten und die
anschlieBende morphologische Veranderung der SGSC#1 konnte damit erklart
werden, dass wahrend der Stagnation der Proliferation die differenzierten Zellen
abstarben oder von den kleineren, potenteren Stammzellen verdrangt wurden. Da
die Plateauphase von den SGSC#1 nach 14 Tagen nicht erreicht wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Zellen weiter proliferieren und Ubereinander
wachsen wuirden. Eine fehlende Kontaktinhibition kdonnte auf eine Entartung der
Zellen hindeuten. Was dieses spezielle Wachstumsverhalten bei den SGSC#1
ausgeldst hat, konnte an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Da dieses Verhalten
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aber nur bei den SGSC#1 beobachtet wurde, kann man nicht von einer generell
fehlenden Kontaktinhibition der SGSCs ausgehen. Die schwache Auspréagung der
Stagnation der Proliferation und das Erreichen der Plateauphase der SGSC#3 und
#5 konnte darauf hindeuten, dass es sich um homogenere Zellpopulationen handelt.
Obwohl beide eine geringere Zellzahl nach 14 Tagen aufwiesen, zeigten sie eine
identische Populationsverdopplung von 2,9 Tagen in der exponentiellen
Wachstumsphase und prasentierten eine hohere Aktivitat im Vergleich zu den
SGSC#1. Somit stellten die nach dem optimierten Protokoll isolierten SGSCs eine
homogenere Zellpopulation dar, welche zudem eine héhere Aktivitat aufwies.

In einer Langzeitkultur war die Expansion der SGSCs in vitro bis Passage 13 und
daruber hinaus ohne Einschrankung der Proliferationsfahigkeit moglich. Obwohl die
SGSC#5 eine grollere initiale Zellmenge aufwiesen, zeigten sich bei der
Langzeitkultivierung &ahnliche Proliferationseigenschaften im Vergleich zu den
SGSC#1. Schlussfolgernd ist festzustellen, dass die optimierte Isolationsmethode zur
Gewinnung einer homogenen Zellpopulation mit einer hohen Proliferationskapazitat
und Aktivitat beigetragen hat.

4.3 Spontanes, multipotentes Differenzierungspotential der SGSCs
in vitro

Die Stammzelleigenschaften der SGSCs wurden durch den Nachweis von
Transkripten und Proteinen, welche mit Multipotenz und Plastizitat assoziiert sind
gezeigt. Dazu gehorten die TF Nanog, Oct4, SOX2, KLF4 und Nucleostemin, welche
in einer kombinierten Expression bisher nur bei embryonalen Stammzellen (ESCs)
und induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) beobachtet wurden (Chan et
al., 2009; Fong et al., 2008; Hyslop et al., 2005; Reubinoff et al., 2000; Scholer et al.,
1990; Zaehres et al., 2010). Erst kirzlich konnte aber gezeigt werden, dass Oct4 und
SOX2 auch einen Einfluss auf die Differenzierung von ESCs haben (Thomson et al.,
2011; Wang et al.,, 2012). Ratajczak postulierte hingegen die Hypothese, dass
pluripotente Stammzellen nach der Embryonalentwicklung im Organismus
verbleiben, aber durch verschiedene Mechanismen, wie durch eine nicht-
physiologische Nische, Inhibitoren, fehlende Stimuli oder Methylierungen, in einem
Ruhezustand verbleiben. Die Pluripotenz kann sich aber durch die Aufhebung der
inhibierenden Faktoren wieder einstellen (Ratajczak et al.,, 2007). Mit dieser

Hypothese konnte auch erklart werden warum in vitro verschiedenste adulte
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Stammzellpopulationen beginnen wieder Pluripotenzmarker zu exprimieren (Ji et al.,
2008; Pochampally et al., 2004; Tai et al., 2005; Tsai et al., 2012; Yu et al., 2006).
Trotzdem scheint sich die Expression der Stammzellmarker zwischen den ESCs und
den adulten Stammzellen zu unterscheiden. Jiang und Kollegen konnten
nachweisen, dass die Genexpression von Oct4 in ESCs 1000-mal starker ist als die
in den adulten Stammzellen (Ji et al., 2008). Eine ahnliche Tendenz konnte auch in
der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. Die Stammzellmarker Oct4, SOX2 und
Nanog gehdrten zu den Transkripten mit der geringsten Genexpression der SGSCs.
Eine Genexpression von Oct4 und Nanog in Stammzellpopulationen exokriner
Drisengewebe konnte auch schon von Gorjup und Kollegen nachgewiesen werden
(Gorjup et al., 2009). Der Proteinnachweis von Oct4, SOX2 und Nanog zeigte eine
geringe Intensitat und ein anderes Farbemuster im Vergleich zu den ESCs. Wahrend
die Expression der Stammzellmarker in den ESCs im gesamten Kern detektiert
werden kann (Rodin et al., 2010), war diese in den SGSCs punktférmig im Kern
lokalisiert. Dieses Farbemuster wurde auch schon in anderen Publikationen
beschrieben (Tai et al., 2005; Yu et al., 2006). Bei dem Nachweis der aktivierten TF
der SGSCs mithilfe des TF-Chips, konnte das aktivierte Oct4 nicht nachgewiesen
werden. Dies bestatigte zudem die Unterschiede in der Expression zu den ESCs, in
denen das aktivierte Oct4 vorliegt. Somit konnte eine Oct4 Expression auf Gen- und
Proteinebene in den SGSCs detektiert werden. Dieses lag aber wahrscheinlich nicht
in seiner aktivierten Form vor.

Die Stammzelleigenschaften der SGSCs konnten, neben der Expression von
Stammzellmarkern, durch ein keimblattiibergreifendes spontanes
Differenzierungspotential verifiziert werden. Zelltyp-spezifische Proteine fur Zellen
endodermalen, mesodermalen und ektodermalen Ursprungs konnten in einzelnen
Zellen der SGSCs nachgewiesen und durch dessen Genexpression bestatigt
werden. Dabei zeigte sich, dass die Genexpression der SGSCs Uber die Passagen
8-21 keine signifikanten Unterschiede aufwies. Dies belegt, dass es sich bei den
SGSCs um eine stabile Stammzellpopulation handelt. Das spontane
Differenzierungspotential der SGSCs konnte zudem durch den Nachweis von
aktivierten TF der mesodermalen Differenzierung verifiziert werden. Die hier
untersuchten aktivierten TF fur eine endodermale Differenzierung konnten nicht
nachgewiesen werden. Neben dem spontanen multipotenten

Differenzierungspotential konnte die Stammzellartigkeit der SGSCs durch die
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Generierung von Zellklonen belegt werden. Uber eine Verdinnung der
Zellsuspension wurden Einzelzellen in Kultur genommen und in ihrer Proliferation
verfolgt. So konnten drei Zellklone aus jeweils Einzelzellen generiert werden. Diese
proliferierten, exprimierten Nestin und zeigten zudem ein Genexpressionsprofil wie

die initiale Stammzellpopulation.

4.4 Abgrenzung der SGSCs zu Haut-abgeleiteten Zellpopulationen

und bereits etablierten Stammzelllinien

Die Charakterisierung der SGSCs verifizierte die besonderen Eigenschaften dieser
Stammzellpopulation und dokumentierte dabei wesentliche Unterschiede zu anderen
Zellpopulationen. Fur eine Abgrenzung der SGSCs zu Haut-abgeleiteten
Zellpopulationen und bereits etablierten Stammzelllinien wurde deren spontane und
induzierte Differenzierung gegenuberstellt.

Im Vergleich der spontanen Nestin Expression der SGSCs mit den EpiSCs, den
BMSCs und den dermalen Fibroblasten in vitro zeigte sich, dass auf3er den SGSCs
keine der anderen Zellpopulationen Nestin in hohem Mal3e exprimierte. Somit ist eine
starke Nestin Expression ein entscheidendes Charakteristikum der SGSCs. Ein
maoglicher Einfluss der verwendeten Medien der unterschiedlichen Zellpopulationen
auf die Nestin Expression kann aber nicht ausgeschlossen werden und sollte in

weiteren Versuchen naher untersucht werden.

Die mdglichen Auswirkungen einer hohen Nestin Expression auf eine
Stammzellpopulation werden im Folgenden erlautert. Nestin wurde zunachst als
neuraler Stammzellmarker identifiziert (Dahlstrand et al., 1992; Fu et al., 2008; Park
et al., 2010; Yaworsky and Kappen, 1999). Da Nestin allerdings auch in anderen
adulten Progenitor- und Stammzellpopulationen detektiert werden konnte (Amoh et
al., 2009c; Hoffman, 2007; Mokry et al., 2004; Suzuki et al., 2010; Toma et al., 2005;
Wiese et al., 2004), wurde seine Expression als genereller Marker fir adulte
Stammzellen anerkannt.

Bei der Untersuchung des Nestingens wurden verschiedene regulatorische Bereiche
identifiziert, welche nicht ausschlief3lich bei der Entwicklung neuraler Zellen eine
Rolle spielen. Die neuralspezifische Expression von Nestin wird vom 2. Intron
reguliert, dagegen wird die myogene und endotheliale Expression vom 1. Intron

kontrolliert (Aihara et al., 2004; Yaworsky and Kappen, 1999; Zimmerman et al.,
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1994). Nestin wird wéahrend der Entwicklung von Vorlauferzellen exprimiert und bei
der Ausdifferenzierung der Zellen durch andere gewebespezifische
Intermediarfilamente wie glial firbrillary acidic protein in Astrozyten, NF in Neuronen,
Desmin in Muskelgewebe und Vimentin in Endothel ersetzt. Interessanterweise wird
die Nestin Expression auch wahrend regenerativer Prozesse in adulten Organismen
wieder induziert (Calderone, 2012; Frisen et al., 1995; Mokry et al., 2004,
Uchugonova et al., 2011; Vaittinen et al., 1999). Zudem konnte gezeigt, dass eine
Nestin Expression mit einer dynamischen Zellpopulation assoziiert ist, welche sich
schnell teilt und migriert (Sahlgren et al., 2001). Als Intermediarfilament besteht
Nestin aus einem zentralen Abschnitt mit a-helikaler Struktur. An diese Abschnitte
schlieBen sich nicht-helikale Endstiicke an. Wahrend der zentrale Abschnitt grol3e
Homologien aufweist, sind die nicht-helikalen Endstlicke variabel. Der N-Terminus ist
dabei fur die Filamentbildung verantwortlich, wahrend der C-Terminus
hochstwahrscheinlich gewebespezifisch ist (Chang and Goldman, 2004). Der
C-Terminus ist bei Nestin, im Vergleich zu den anderen Intermediarfilamenten, sehr
lang (Chang and Goldman, 2004). Er ragt aus dem Filament heraus und steht somit
fur eine Vielzahl von Interaktionsmdglichkeiten mit anderen Bindungspartnern zur
Verfiigung (Chou et al., 2003; Herrmann and Aebi, 1998). Nestin kann Homodimere
und Homotetramere bilden, ist aber nicht in der Lage eigenstandig Filamente zu
formen, da der dafur erforderliche N-Terminus von Nestin zu kurz ist (Chang and
Goldman, 2004). Nestin bindet daher zur Filamentbildung an Typ |l
Intermediarfilamente wie Vimentin (Eliasson et al., 1999; Steinert et al., 1999).
Wahrend der Mitose wird Nestin im Filamentkomplex mit Vimentin phosphoryliert.
Dies fuhrt zu einer Konformationsanderung und destabilisiert den Filamentkomplex
was einen beschleunigten Abbau bedingt (Chou et al., 2003; Sahlgren et al., 2001).
Dieser dynamische Auf- und Abbau, mit einem FlieRgleichgewicht zwischen
geldsten, oligomeren Untereinheiten im Zytoplasma und polymerisierten, unléslichen
Filamenten ist nicht nur fur die Mitose entscheidend, sondern auch fur die Prozesse
der Motilitat und Adhasion (Chou et al., 2003).

Somit gewahrleistet Nestin als Intermediarfilament nicht nur die mechanische
Integritdt der Zelle, sondern spielt zudem eine Rolle bei der Motilitat als auch der
Zellzykluskontrolle und der Signaltransduktion (Chang and Goldman, 2004). Eine
hohe Nestin Expression kennzeichnet besonders potente Zellen, welche eine

Vielzahl von zellbiologischen Prozessen regulieren kdnnen.
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4.4.1 Verstarkte ektodermale Differenzierung der SGSCs

Neben der prominenten Nestin Expression konnte bei den SGSCs eine spontane
Expression epithelialer Gene nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine
besonders stabile Expression von K7, K15, Col7a und Nidogen.

Aufgrund des  mdoglichen  Einsatzes der SGSCs zur zellbasierten
Wundheilungstherapie und des nicht exakt zu bestimmenden Ursprungs der SGSCs
aus den humanen Schweil3driisen, wurde zur eindeutigen Unterscheidung zu den
EpiSCs eine vergleichende Proteinanalyse durchgefiihrt. EpiSCs stellen eine
besonders potente Subpopulation der Keratinozyten dar und konnen durch ihre
spezielle Proteinexpression von z.B. Integrin 1, la6, p63 und ihre geringe Zellgrofie
identifiziert werden (Barthel and Aberdam, 2005; Kaur and Li, 2000; Li et al., 2008;
Ruetze et al.,, 2010). Des Weiteren ist eine Abgrenzung der SGSCs gegenuber
speziellen Keratinozytensubpopulationen von entscheidender Bedeutung, seit
Biedermann und Kollegen die Isolation von Keratinozyten-Vorlaufern aus ekkrinen
SchweilRdriisen zeigen konnten (Biedermann et al., 2010). Zudem wurde die
Existenz potentieller epidermaler Vorlauferzellen in Schweil3drisen auch schon von
anderen Arbeitsgruppen postuliert (Barrandon, 2007; Brouard and Barrandon, 2003).
Besonderes Interesse galt zudem der Proteinexpression in den Stammzellnischen
der Schweil3drisen, der Epidermis und der Haarfollikel. Dabei lag der Fokus auf der
Expression von Keratinen. Diese werden ausschlie3lich von Zellen des Epithels
exprimiert und gehdren wie Nestin zu den Intermediarfilamenten (Moll et al., 2008).
Die spezifische Zusammensetzung der exprimierten Keratine ist kennzeichnend fir
das Differenzierungsstadium in dem sich die Epithelzellen befinden. Als Teil des
epithelialen Zytoskeletts sind sie entscheidend fur die mechanische Stabilitat und
Integritat der Epithelzellen und des ganzen Gewebes. Sie durchziehen das gesamte
Zytoplasma der Zelle und binden an die typischen epithelialen Zell-Zell-Kontakte, die
Desmosomen. Einige Keratine haben zudem regulatorische Funktionen und sind an
intrazellularen Signalwegen, wie der Wundheilung und der Apoptose, beteiligt (Moll
et al., 2008).

Rein morphologisch unterschieden sich die SGSCs von den EpiSCs in der Zellgrol3e
und der Zellform. Die EpiSCs waren im subkonfluenten Stadium tberwiegend klein,
rund, zytoplasmaarm und zeigten die typische kopfsteinpflasterartige Zellform im
konfluenten Stadium. Dagegen waren die SGSCs spindelférmig und langgestreckt.

Eine @hnliche Proteinexpression der SGSCs und der EpiSCs zeigten die Keratine 7
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und 19. Welche haufig zusammen exprimiert werden. Beide Keratine kénnen in situ
in einschichtigem Epithel (Moll and Moll, 1992) und daher auch in luminalen Zellen
der Schweil3drisen nachgewiesen werden (Li et al., 2009) (Abb. 31, Tabelle 10).
Wahrend der Wundheilung kommt es zu einer Induktion dieser beiden Keratine (Moll
et al, 1991) und scheint mit einer Reduktion des Differenzierungsstadiums
einherzugehen (Moll et al., 2008). K19 wird zudem als Stammzellmarker in vivo und
in vitro beschrieben (Larouche et al., 2005). In der Epidermis ist die K19 Expression
altersabhangig und wird im adulten Organismus nicht mehr exprimiert. Bei der
Kultivierung von Keratinozyten ist der Anteil K19-positiver Zellen ein Marker fur die
Potenz zur Selbsterneuerung und ihrer regenerativen Kapazitat (Pontiggia et al.,
2009). Im Haarfollikel wird K19 sowohl in der Wulstregion als auch von einigen Zellen
der aulReren Haarwurzelscheide exprimiert (Gho et al., 2004; Kloepper et al., 2008).

Ekkrine SchweiRdriise Haarfollikel und apokrine SchweiRdriise

K14/p63/106

K14/p63/1a6/K15/K19

fﬁ %;K%
e —————————————

CEA/K14

A
) B &

K14/p63/la6/aSMA
Mucin/K7/K19 *

K14/p63/106/aSMA —
* Nestin/lo6

CEA/la6/K7/K15/K19 M

o SchweiRdriisengang ™ Luminale Zellen — Mesenchym

° Ekkrines Endstlick W= BasaleZellen —— Basalmembran

® Myoepitheliale Zellen
OApokrinesEndstUck X Nestin/la6 positive Zellen <= Kapillaren

Abbildung 31: Expressionsschema der untersuchten Proteine in der Haut und ihren
Anhangsgebilden. Dargestellt sind die ekkrine Schweil3drise und der Haarfollikel mit einer apokrinen
SchweilRdrise. Die ausfiihrenden und sezernierenden Kompartimente der Schwei3drisen sind
zusatzlich in einem Querschnitt abgebildet. Die exprimierten Proteine sind in Kasten der gleichen
Farbe wie die exprimierenden Zellen an der jeweiligen Hautstruktur dargestellt. Siehe auch Tabelle 10.
Veranderte Abbildung nach (Wilke et al., 2006)
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Tabelle 10: Expressionsubersicht der untersuchten Proteine in der Haut und ihren Anhangsgebilden. + positiv, — negativ, +/- positiv in einigen Zellen

Protein Epidermis Schweil3driisengang Ekkrines Endstick Apokrines Endstiick Haarfollikel Mesenchym
Basale Luminale Basale Luminale | Myoepitheliale | Luminale | Myoepitheliale | Basale [ Wulst- | Schweil3- Haar-
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen region driise follikel
aSMA - - - - + - + - - - -
CEA - + - + = - - - - o o
Mucin - - - - - + - - - - -
K7 - - - + - + - - - - -
K14 + + + - + - + + - - -
K15 + - - W - - - +/- + - -
K19 - - - + - + - +/- + - -
la6 + - + W + - + + + + +
p63 + - + - + - + + - - -
Nestin - - - - - - - - - + +
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Die K19-positiven Zellen reprasentieren dabei eine Subpopulation der K15-positiven
Zellen (Pontiggia et al., 2009). K15 ist ebenfalls ein Stammzellmarker und wird basal
in der Epidermis, im Haarfollikel als auch in ekkrinen Schweil3driisen exprimiert
(Kloepper et al., 2008; Pontiggia et al., 2009; Porter et al., 2000). Zusatzlich zu den
Stammzellmarkern K19 und K15 konnte la6 sowohl in den SGSCs als auch den
EpiSCs detektiert werden. Die EpiSCs exprimierten a6 konform an den Zell-Matrix-
Kontakten, wahrend a6 von den SGSCs auf der gesamten Zelloberflache exprimiert
wurde. Dabei zeigten sich groRe Expressionsunterschiede zwischen den Zellen.
Integrine spielen eine Rolle bei der Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktion, der Adhasion,
der Migration, der Proliferation und der Differenzierung (Hall et al., 2006; Meng et al.,
2010). la6 gilt als Stammzellmarker und wird in ESCs (Meng et al., 2010; Rodin et
al., 2010), in Basalzellen der Epidermis, in den Schweil3drisen und im Haarfollikel
exprimiert (Blanpain et al., 2004; Kloepper et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit
konnte zudem gezeigt werden, dass in den Schweil3drisen nicht nur Nestin-positive
und la6-positive Zellen detektiert werden konnen, sondern dass diese Zellen
Uberwiegend, aber nicht ausschlie3lich, Nestin und a6 koexprimierten (Abb. 32a). In
vitro konnten ebenfalls doppelt positive Zellen fur a6 und Nestin detektiert werden
(Abb. 32b). Dabei zeigte sich, dass die la6 Expression sich aber nicht auf Nestin-
positive Zellen beschrankte. Es konnte schon gezeigt werden, dass la6 einen
Einfluss auf die Zellmotilitat hat und damit die Wundheilung férdert (Bouvard et al.,
2010; Kligys et al., 2012; Nguyen et al., 2000). Zudem reguliert es Signale, welche
das Zelluberleben steuern (Chung et al., 2002). Dies zeigt welche fundmentale
Bedeutung Integrine in der Signaltransduktion der Zellen haben und welche Rolle sie
in der Regulation von Stammzellnischen spielen (Spradling et al., 2001). Ein
wichtiges Integrin ist a6B4. Dieses ist Bestandteil der Hemidesmosomen und
Rezeptor fur Laminin. Es bindet aber auch andere extrazellulare Matrixproteine
(Watt, 2002). Hemidesmosomen binden wiederum an Intermediarfilamente. Somit
stellt la6 nicht nur die Verbindung zu den Intermediéarfilamenten her, sondern auch zu
den Stammzellmarkern Oct4 und SOX2, welche direkt von la6 reguliert werden (Yu
et al., 2012). la6 konnte zudem im Endothel als auch in peripheren Nerven detektiert
werden (Bouvard et al., 2010; Hall et al., 2006).
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laé Nest laé DAPI

Abbildung 32: Immunfluoreszenzfarbung von la6 und Nestin in situ und in vitro. a) la6 (rot) und
Nestin (griin) doppelt positive Zellen im Mesenchym einer apokrinen Schweil3driise. b) la6 und Nestin
doppelt positive Zellen konnten ebenfalls in vitro detektiert werden. Die Kerne wurden mit DAPI
angefarbt (blau). Maf3stab entspricht 100 um

Die Expression der oben erwdhnten Marker kdnnte bedeuten, dass Nestin-positive
Zellen im Mesenchym der Schweil3drisen eine Vielzahl von Aufgaben der
Homdostase und der Regeneration tibernehmen kénnten. Aufgrund der nachhaltigen
in vitro Expression dieser Marker konnte dieses Potential ebenso in den SGSCs
konserviert sein. Die konstante Genexpression Uber die Passagen legt nahe, dass
die SGSCs ihr Stammzellpotential auch wahrend der in vitro Kultivierung
aufrechterhalten konnten. Zur Unterscheidung, ob die SGSCs eher epidermalen oder
mesenchymalen Ursprungs sind, eignet sich die la6 Expression nicht, da es in vitro
sowohl von Keratinozyten als auch von MSCs exprimiert wird (Jones and Watt, 1993;
Lee et al., 2009). Die unterschiedliche a6 Expression der SGSCs konnte aber
genutzt werden, um la6 stark positive Zellen im FACS zu selektieren und damit
potentere Zellen anzureichern. Dieses Verfahren wurde auch schon fir andere 1a6
positive Stammzellpopulationen durchgefihrt (Blanpain et al., 2004, Li et al., 1998).
Des Weiteren konnte die la6 Expression auch bei der Isolation, zur Anreicherung
Nestin-positiver Zellen aus der humanen Achselhaut, verwendet werden.

Die ahnliche Expression der SGSCs und der EpiSCs von K7 und K19 in Kombination
mit a6 lasst die Vermutung zu, dass die SGSCs eine Stammzellpopulation, ahnlich

zu der der Epidermis darstellt. Gegen diese Vermutung spricht die fehlende
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Expression von K14 der SGSCs. K14 wird in mehrschichtigem Epithel von basalen
Zellen (Sinha and Fuchs, 2001) und im Haarfollikel in der &ul3eren
Haarwurzelscheide (Gho et al, 2004) exprimiert. Zudem kann K14 im
mehrschichtigen Epithel der Schweil3drisengange, sowie in den myoepithelialen
Zellen (Purkis et al., 1990) nachgewiesen werden. Im sezernierenden Anteil der
Schweil3drisen besteht nur ein einschichtiges bzw. gemischtes, aber kein
mehrschichtiges Epithel (Purkis et al., 1990). Das bedeutet, dass die SGSCs
aufgrund der fehlenden K14 Expression hdchstwahrscheinlich keine Subpopulation
der basalen Zellen des SchweiRdriisengangs bzw. der myoepithelialen Zellen der
SchweilRdriisenendsticke darstellen. Dies unterscheidet die SGSCs moglicherweise
von den ekkrinen SchweiR3driisenzellen der Arbeitsgruppe von Biedermann und
Kollegen (Biedermann et al., 2010).

Ein weiterer Unterschied zwischen den SGSCs und den EpiSCs zeigte sich in der
Expression von p63. p63 ist ein Transkriptionsfaktor und Wé&chter Uber den
programmierten Zelltod und Instandhalter des proliferativen Potentials von
embryonalen und adulten, epithelialen Stammzellen (Li et al., 2008; Senoo et al.,
2007). Es ist somit ein Schlusselprotein zur Aktivierung der Stratifizierung (Koster
and Roop, 2004) und reguliert zudem die Expression von extrazellularen
Matrixadhasionsmolekilen wie Integrin a6pB4 (Carroll et al., 2006). In situ kann p63 in
den Basalzellen der Epidermis (Blanpain and Fuchs, 2007), der Haarfollikel und der
Schweil3drisen detektiert werden. Die Funktion von p63 wurde fast ausschlie3lich im
Zusammenhang mit der Epidermis untersucht, Gber dessen Funktionen in anderen
Geweben ist nur sehr wenig bekannt. Die Arbeitsgruppe von Carroll und Kollegen
untersuchte p63 im Zusammenhang mit der Milchdriise und erkannte auch dort die
entscheidende Funktion im Zusammenspiel mit den Integrinen bei der Entwicklung
und Integritat der Milchdrisenstammzellen (Carroll et al., 2006). p63 wurde von den
EpiSCs nuklear, von den SGSCs aber nur im endoplasmatischen Retikulum
exprimiert. p63 lag somit als Protein vor war aber nicht funktionell im Kern lokalisiert.
Dies konnte bedeuten, dass das Potential zur terminalen, epithelialen Differenzierung
vorhanden war, aber die entscheidenden Signale zur Stratifizierungsaktivierung
durch p63 fehlten.

Dies fuhrt zur Annahme, dass die SGSCs aus Schwei3driisen-assoziierten
Stammzellen hervorgehen, welche in vitro in der Lage sind spontan in Zelltypen des

einfachen Epithels zu differenzieren. Diese sind aber spontan nicht fahig in Zelltypen
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mehrschichtigen Epithels zu differenzieren. Eine Aussage, ob die SGSCs
Stammzellen aus mesenchymalem Gewebe darstellen und spontan in Zellen des
einfachen Epithels differenzieren, oder ob die SGSCs ektodermalen Ursprungs sind
und unter den durchgefihrten Kulturbedingungen nicht in Zellen des mehrschichtigen
Epithels differenzieren kdnnen, konnte hier nicht eindeutig getroffen werden.

Ob die SGSCs unter in situ Bedingungen in Zellen des mehrschichtigen Epithels
differenzieren konnten wird spéater in dieser Arbeit noch erlautert. Schlussfolgernd ist
festzustellen, dass die SGSCs und die EpiSCs sehr potente, aber unterschiedliche

Stammzellpopulationen darstellen.

Zur Abschéatzung des kompletten Differenzierungspotentials der SGSCs, wurde eine
induzierte Differenzierung Uber sogenannte organoid bodies (OBs) verwendet. Diese
Methode stammt von den ESCs, welche sich unter diesen Kulturbedingungen zu
Aggregaten, sogenannten embryonic bodies (EBs), zusammenlagern und in
Zelltypen der 3 embryonalen Keimblatter ausdifferenzieren kénnen (Guan et al.,
1999; Itskovitz-Eldor et al., 2000). Diese Methode wurde aufl3erdem gezielt zur
Differenzierung von ESCs, unter Zugabe von Wachstumsfaktoren, in neurale
Progenitoren verwendet (Schuldiner et al., 2001; Zhang et al., 2001). Eine induzierte
Differenzierung in Zelltypen der 3 embryonalen Keimbléatter konnte schon fir adulte
Stammzellen aus exokrinem Gewebe gezeigt werden (Kruse et al., 2004b). Fur die
SGSCs konnte ebenfalls eine Differenzierung in Zelltypen der 3 embryonalen
Keimblatter gezeigt werden. Eine verstarkte Expression gegenuber der spontanen
Differenzierung konnte fur ektodermale Gene (NF L, NF M, NF H, Col7a und
Involucrin) und Proteine (B3T und NF) nachgewiesen werden. Die verstarkte
Differenzierung in ektodermale Zelltypen lasst vermuten, dass der Ursprung der

SGSCs ektodermale Progenitoren sind.

4.4.2 Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen SGSCs und BMSCs

Der Vergleich der SGSCs mit mesenchymalen Stammzellen begriindet sich in der
Lokalisation Nestin-positiver Zellen im Mesenchym der Schweil3drisen und der
morphologischen Ahnlichkeiten zu den MSCs in vitro. Zur Untersuchung der SGSCs
und BMSCs wurde eine vergleichende Oberflachenproteinexpressionsanalyse der
mesenchymalen Marker CD9, CD29, CD44 und CD105 mittels Durchflusszytometrie
durchgefuihrt. CD Molekile sind transmembrane Glykoproteine und erfillen
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Funktionen der Adhasion, Migration, Differenzierung und Signaltransduktion. CD9
bindet unter anderem an CD29 (Integrin 1) (Maecker et al., 1997; Okochi et al.,
1997). CD29 interagiert wiederum mit la6 und ist fur die Aufrechterhaltung des
Stammezellpotentials verantwortlich (Jones and Watt, 1993; Levy et al., 2000; Rodin
et al.,, 2010). CD44 wird ubiquitar exprimiert und bindet an extrazellulare
Matrixproteine wie Hyaluronsaure (Ponta et al., 2003). CD105 ist Bestandteil des
TGF-B Rezeptor-Komplexes und damit ein entscheidender Faktor wéahrend der
Wundheilung (Valluru et al., 2011).

SGSCs und BMSCs zeigten ein identisches Expressionsprofil. Beide
Stammzellpopulationen exprimierten die Oberflachenproteine CD9, CD29 und
CD105 mit 20-50 %. CD44 wurde von 60-90 % der Zellen exprimiert. Im Vergleich zu
den Literaturangaben waren die Expressionen der BMSCs von CD29, CD44 und
CD105 eher gering. Diese Proteine werden in der Regel von 60-100 % der BMSCs
exprimiert (Li et al., 2006; Vishnubalaji et al., 2012). CD9 wird von MSCs aus
Fettgewebe mit 20-30 % exprimiert (Kim et al., 2007). In der Literatur werden BMSCs
fast ausschlie3lich in den Passagen 2-4 benutzt, dagegen wurden die BMSCs in der
vorliegenden Arbeit zwischen den Passagen 12-16 verwendet. Dieser Umstand
konnte die geringere Expression der Oberflachenproteine erklaren. Von Jiang und
Kollegen konnte schon gezeigt werden, dass BMSCs uber 80 Passagen kultivierbar
sind (Jiang et al., 2002). Aufgrund der fehlenden Standardisierung im Umgang mit
MSCs ist eine Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen anhand ihrer
Oberflachenproteine nicht immer eindeutig. Zudem scheint die
Oberflachenproteinexpression kein starrer Zustand zu sein, sondern spiegelt auch
den momentanen Zustand der Zellen wieder, welcher von vielen Faktoren beeinflusst
werden kann. Unkalkulierbare Schwankungen der Proteinexpression durch
extrinsische Faktoren wahrend der in vitro Kultivierung bei adulten Stammzellen
wurden schon von Ciba und Kollegen beschrieben (Ciba et al., 2009).
Schwankungen der Oberflachenproteinexpression, innerhalb aber auch zwischen
den Zellpopulationen der SGSCs, zeigten sich auch in dieser Arbeit. Zur Validierung
der Ergebnisse sollten die Oberflachenproteinanalysen mit denen frisch isolierter
Zellen aus den Schweil3drisen verglichen werden. Dadurch kdnnten die durch die
Zellkultivierung auftretenden Artefakte identifiziert werden.

Nach den bisherigen Ergebnissen glich das Oberflachenexpressionsprofil der SGSCs
den BMSCs, da sie neben CD9, CD29 und CD44 auch CD105 exprimierten.
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Ein eindeutigeres Unterscheidungskriterium zwischen den SGSCs und den BMSCs,
als die Oberflachenproteinexpression, st ihr mesodermales
Differenzierungspotential. Zur Abschatzung des kompletten mesodermalen
Differenzierungspotentials der SGSCs wurde eine gerichtete Differenzierung mittels
I6slicher Faktoren verwendet, um bestimmte Zelltypen gezielt zu induzieren und
anzureichern. Fir mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, konnte die
mesodermale Differenzierung in chondrogene, adipogene und osteogene Zelltypen
schon vielfach gezeigt werden (Pittenger et al., 1999; Vishnubalaji et al., 2012). Fur
die SGSCs konnte in dieser Arbeit eine chondrogene Differenzierung nachgewiesen
werden. Dagegen konnte, mit den hier verwendeten Verfahren, keine adipogene und
osteogene Differenzierung bei den SGSCs induziert werden. Die BMSCs
differenzierten, trotz ihrer hohen Passage, in alle 3 mesodermalen
Differenzierungsrichtungen. Dies konnte bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe
gezeigt werden. AulRRerdem demonstrierte es, dass die geringere
Oberflachenproteinexpression von CD29, CD44 und CD105 keinen Einfluss auf die
Differenzierungskapazitat der BMSCs hatte.

4.4.3 Mdgliche Identitat der SGSCs

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die SGSCs eine Stammzellpopulation
darstellt, welche spontan ektodermale Gene und Proteine exprimierte. Diese konnten
durch eine Induktion in ihrer Expression noch verstarkt werden. Dennoch zeigten die
SGSCs keine spontane Proteinexpression mehrschichtigen Epithels. In ihrem
Phanotyp und der Oberflachenproteinexpression dhnelten die SGSCs den BMSCs.
Jedoch zeigten die SGSCs eine eingeschrankte Induzierbarkeit der
Mesodermdifferenzierung. Eine mogliche Erklarung kdnnte in der Isolationsmethode
liegen. Um das Auswachsen der Stammzellen aus den isolierten Schweil3driisen zu
ermdglichen, etablierte Frau Matthiel3en (geborene Petschnik) in ihrer Arbeit eine
Beschichtung der ZellkulturgefaRe mit Kollagen Typ IV (Petschnik, 2011). Kollagen
Typ IV ist Bestandteil der extrazellularen Matrix der Basalmembran. Es konnte schon
gezeigt werden, dass extrazellulare Matrixproteine der Basalmembran die
Proliferation mesenchymaler Stammzellen, unter Erhaltung der
Differenzierungsfahigkeit, verbessern (Lindner et al., 2010; Matsubara et al., 2004).
Aufgrund der Gewinnung der Zellen durch das Auswachsen auf einer beschichteten

Zellkulturschale konnte eine Interaktion mit den extrazellularen Matrixproteinen zu
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einer Differenzierung der Nestin-positiven Zellen in Epithelzellen gefiihrt haben.
Dieser Umstand kénnte den mesenchymalen Charakter und die spontane epitheliale
Differenzierung der SGSCs erklaren. Die BMCSs zeigten ebenfalls eine spontane
Expression epithelialer Proteine. Die Expression von K7 und K19 war aber sehr viel
geringer als bei den SGSCs (Daten nicht gezeigt). Dass die Verwendung einer
anderen Kultivierungsoberflache zur Isolation eines anderen Zelltyps aus humanen
Schweil3drusen fuhren kann, haben Biedermann und Kollegen gezeigt (Biedermann
et al.,, 2010). Sie verwendeten einen Feeder-Layer aus murinen Fibroblasten, auf
dem die isolierten Schweil3drisen aus humaner Haut platziert wurden. Auf diese
Weise erhielten sie eine epitheliale Zellpopulation mit charakteristischen
Eigenschaften von Keratinozyten.

Die Vermutung, dass es sich bei den SGSCs und den ekkrinen Schweil3driisenzellen
von Biedermann und Kollegen um den gleichen Zelltypen handeln kénnte, wurde von
Schon und Kollegen beschrieben. Hier wurde gezeigt, dass myoepitheliale Zellen
nach Art ihrer Kultivierung eine reversible Transition durchlaufen (Schon et al., 1999).
Eine Kultivierung myoepithelialer Zellen auf einem Feeder-Layer flhrte dabei zu
einer epithelialen Zellmorphologie. Im Unterschied zu den Keratinozyten exprimierten
sie aber kein E-Cadherin. Wurden die myoepithelialen Zellen dagegen ohne Feeder-
Layer kultiviert, nahmen sie eine Fibroblasten-ahnliche Zellmorhologie an und
exprimierten kein K14 mehr. Dies konnte bedeuten, dass die SGSCs eine
myoepitheliale Stammzellpopulation darstellen kénnte, welche in vitro eine
Fibroblasten-ahnliche Struktur zeigte und kein K14 mehr exprimierte.

Trotz der ahnlichen in vitro Eigenschaften der myoepithelialen Zellen, beschrieben
von Schon und Kollegen, zu den SGSCs, zeigten sich Unterschiede in der epidermal
growth factor (EGF) und Hydrocortison abhéngigen Proliferation der myoepithelialen
Zellen und ihrer fehlenden K19 Expression (Schon et al., 1999). Zudem konnte die
Arbeitsgruppe von Biedermann und Kollegen die Expression von E-Cadherin in den
ekkrinen Schweil3drisenzellen nachweisen (Daten nicht veroffentlicht). Diese
identifiziert die ekkrinen Schweil3driisenzellen als Keratinozyten und widerlegt die
Vermutung, dass es sich bei den ekkrinen Schweil3driisenzellen von Biedermann
und Kollegen und den SGSCs um gleiche Zelltypen handeln kdnnte.

Um eine mogliche reversible epitheliale-mesenchymale Transition (EMT), wie sie von
Schon und Kollegen fiir myoepitheliale Zellen beschrieben wurde, ndher untersuchen
zu konnen, sollten die SGSCs in weiteren Versuchen auf einem Feeder-Layer aus
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murinen Fibroblasten kultiviert werden. Anschlie3end sollte die Morphologie und die
Proteinexpression mit epithelialen Zellen verglichen werden.

Eine EMT ist ein zellulares Transdifferenzierungsprogramm von epithelialen in
mesenchymale Zelltypen und spielt eine entscheidende Rolle bei der embryonalen
Entwicklung, bei regenerativen Mechanismen und der Metastasierung von
Krebszellen (Kalluri and Weinberg, 2009). Eine besondere Stammzellpopulation, die
Neuralleistenzellen (NLZ) entstehen an der Grenzschicht zwischen Neuralplatte und
dem Ektoderm. Diese NLZ durchlaufen die EMT und migrieren durch den Korper
(Tucker, 2004). In einigen Publikationen wird die ungewdhnliche neurale
Differenzierungskapazitat von  Haut-abgeleiteten  Stammzellen mit dem
Vorhandensein von NLZ in der Haut beschrieben (Fernandes et al., 2004; Sieber-
Blum and Grim, 2004; Wong et al., 2006). Obwohl die von NLZ exprimierten
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel slug oder snail (Fernandes et al., 2004) in
dieser Arbeit nicht untersucht wurden, kann aufgrund der auf3ergewdhnlichen
ektodermalen Differenzierungskapazitat der SGSCs nicht ausgeschlossen werden,
dass der Ursprung der SGSCs auch NLZ sein kdnnten.

Schlussfolgernd ist festzustellen, dass die SGSCs sowohl Eigenschaften der EpiSCs,
der BMSCs, der myoepithelialen Zellen als auch der NLZ zeigten und eine eindeutige
Bestimmung des Ursprungs der SGSCs daher nicht mdglich war. Die Neigung der
SGSCs in Zelltypen des Ektoderms zu differenzieren macht sie aber unabhangig von
ihrem Ursprung im Gewebe fir verschiedene zellbasierte Therapien, zum Beispiel fur
die Hautwundheilung oder neurodegenerative Erkrankungen sehr interessant. Fur
Nestin-positive Zellen aus der Haut von Saugetieren und deren Anhangsgebilden
konnte eine in vitro Differenzierung in Neuronen, Gliazellen, Keratinozyten,
Muskelzellen und Melanozyten gezeigt werden (Amoh et al., 2005; Gingras et al.,
2007; Hoffman, 2007). In vivo trugen die Nestin-positiven Zellen zur Regeneration
von peripheren Nerven und Rickenmarksverletzungen bei (Amoh et al., 2012; Amoh
and Hoffman, 2010; Amoh et al., 2009a).

4.5 Verbesserte Hautwundheilung durch SGSCs

Fur die klinische Anwendung von multipotenten humanen Stammzellen ist eine leicht
verfugbare Quelle von grofem Interesse. Humane Schweil3drisen, die dem
Patienten autolog entnommen werden kbnnen, stellen eine neue, vielversprechende

Quelle fur multipotente Stammzellpopulationen dar. Bei sehr groR3flachigen
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Verletzungen der Haut stol3en konventionelle Therapien wie
Eigenhauttransplantationen an ihre Grenzen. Trotzdem konnen die heute
verfigbaren Hautersatzprodukte die Eigenhauttransplantationen noch nicht
vollstdndig ersetzen, da noch immer Einschrankungen, wie unzureichende
Einheilung und/oder mechanische Instabilitdt des Hautersatzes oder ein Fehlen von
differenzierten Strukturen, auftreten. An dem Ziel einen Hautersatz herzustellen, der
alle funktionellen und strukturellen Fahigkeiten der gesunden menschlichen Haut
bietet und diese vollstdndig ersetzen kann, arbeitet auch die Fraunhofer Einrichtung
fur Marine Biotechnologie.

Es konnte schon gezeigt werden, dass ein mit pankreatischen Stammzellen
besiedelter Hautersatz (Matriderm, Integra) im Mausmodell zu einer beschleunigten
Wundheilung und einer verbesserten Vaskularisierung bei Vollhautdefekten beitragt
(Egana et al., 2009a; Salem et al., 2009). Daher galt der Einsatz von Stammzellen
aus humanen Schwei3drisen ebenfalls als sehr erfolgsversprechend. Fir eine
Analyse der zelltherapeutischen Nutzbarkeit der SGSCs wurden mit
Kooperationspartnern verschiedene in vitro, in situ und in vivo Experimente
durchgefuhrt.

Das im Klinikum rechts der Isar in Minchen etablierte Vollhautwundheilungsmodell in
der Nacktmaus wurde verwendet, um eine Matrix-gestitzte dermale Regeneration
der transplantierten SGSCs zu untersuchen. Damit konnte gezeigt werden, dass die
SGSCs die Vaskularisierung verbesserten (Danner et al., 2012). Das Potential der
SGSCs fir einen Einsatz zur Wundheilungsverbesserung konnte zuvor durch in vitro
Analysen ermittelt werden. So konnte gezeigt werden, dass die SGSCs in einer
angiogenetisch induzierenden Umgebung wie endotheliale Zellen agierten. Die
Migrations- und Proliferationskapazitat der SGSCs stieg in endothelialem
Wachstumsmedium und die Zellen lagerten sich auf Matrigel zu gefaf3ahnlichen
Strukturen aneinander. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die SGSCs
zahlreiche wundheilungsfordernde Wachstumsfaktoren und Zytokine sezernierten.
Diese wirken immunmodulatorisch, angiogenesefordernd oder sind entscheidend flr
den Matrixumbau.

Da sich Ergebnisse aus Tierversuchen haufig nicht auf den Menschen Ubertragen
lassen, fanden weitere Analysen in einem humanen organotypischen
Wundheilungsmodell statt. Diese Untersuchungen zur Regenerationsfahigkeit der
SGSCs wurden in einem Kooperationsprojekt mit der experimentellen Dermatologie
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der Universitat Libeck durchgefiihrt. Das urspringliche Verfahren der Kultivierung
humaner Hautbiopsien (Lu et al., 2007) und die Methode der Biopsie-Verletzung
(Moll et al., 1998) wurde von den Mitarbeitern der experimentellen Dermatologie zu
einem neuartigen punch in a punch Modell weiterentwickelt. Dazu wurde eine
humane Hautstanzenbiopsie (@ 4 mm) mit einer zweiten kleineren Stanze (& 2 mm)
zentral verletzt, so dass eine definierte innere Wunde entstand. In diesem Modell
konnten Zelltransplantationsexperimente der SGSCs in situ simuliert werden. In die
verwundete Hautstanze wurden Nanopartikel-markierte SGSCs transplantiert und
Uber 6 Tage in vitro an der Medium-Luft-Grenze kultiviert. Die SGSCs zeigten dabei
einen positiven Effekt auf die Reepithelialisierung und eine erhohte Proliferation der
migrierenden Keratinozyten in der epithelialen Zunge (Liao et al., 2012). Zusatzlich
konnte demonstriert werden, dass die Anzahl der Blutgefale erhdht war. Dies flihrte
zu einem vollstandigen Wundverschluss nach 6 Tagen. Bei den unbehandelten
Kontrollen war dieser Wundheilungseffekt nicht nachweisbar. Die transplantierten
SGSCs konnten im Wundbett anhand ihrer Nanopartikel-Markierung detektiert
werden. Insgesamt bewirkten die SGSCs eine verbesserte Reepithelialisierung und
eine verstarkte Angiogenese. Somit konnte das Potential der SGSCs zur
Wundheilungsférderung in vitro, in situ und in vivo nachgewiesen werden.

Auch andere Arbeitsgruppen konnten das Potential von Stammzellen aus
Schweil3driusen fir die Wundheilung nachweisen. So gelang es Biedermann und
Kollegen, Stammzellen aus humanen ekkrinen Schweil3drisen zu isolieren, welche
einen positiven Einfluss auf die Wundheilung haben (Biedermann et al., 2010). Die
Arbeitsgruppe von Lu und Kollegen untersuchten kirzlich das in situ
Wundheilungspotential der ekkrinen Schwei3drisen von Mausen (Lu et al., 2012).
Dabei identifizierten sie Zellen des Schweil3driisengangs als Progenitoren bei der
epidermalen Regeneration. Zu dem gleichen Ergebnis kam die Arbeitsgruppe von
Rittie und Kollegen, welche das Wundheilungspotential von humanen ekkrinen
Schweil3driisen untersuchten (Rittie et al.,, 2012). Die Progenitoren in den
sezernierenden Kompartimenten der Schweil3drisen fiihrten bei der Maus zu einer
Regeneration der myoepithelialen und luminalen Zellen, beteiligten sich aber nicht an
der epidermalen Wundregeneration (Lu et al, 2012). In beiden in situ
Untersuchungen wurde eine mdgliche Beteiligung der Stammzellen aus dem

Schweil3drisenmesenchym an der Wundregeneration vernachlassigt. Obwohl von Lu
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und Kollegen proliferierende Zellen im Schweil3drisenmesenchym wahrend der

Wundheilung nachgewiesen werden konnten.

Die positiven Effekte der transplantierten SGSCs auf die Reepithelialisierung und
Angiogenese bei der Hautwundheilung kénnte mit einer echten Differenzierung in
den vor Ort Dbendtigten Zelltyp oder/und die  Ausschittung von
wundheilungsférdernden Zytokinen und Wachstumsfaktoren begrindet werden.

In einem Membran-basierten Zytokin-Array wurde die Ausschittung von Zytokinen
der SGSCs analysiert. Es wurden die folgenden Faktoren nachgewiesen: MCP-1,
Serpin E1, GROa, IL 6 und IL 8, welche alle einen positiven Effekt auf die
Wundheilung haben konnen. Serpin E1 wurde am starksten exprimiert und ist ein
Proteaseinhibitor und somit entscheidlend am Matrixumbau und an
Migrationsprozessen beteiligt (Providence and Higgins, 2004). Die Chemokine
MCP-1, IL 8 und GROa spielen eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von
Leukozyten und Endothelzellen (Werner and Grose, 2003). GROa und IL 8 gehoéren
zudem den ELR-Chemokinen an, welche als Promotoren der Angiogenese gelten
(Engelhardt et al., 1998; Strieter et al., 1995). IL 6 ist ein proinflammatorisches
Zytokin und wirkt ebenfalls chemotaktisch auf Leukozyten (Barrientos et al., 2008).
IL 8, GROa und IL 6 spielen, durch ihre mitogene Wirkung auf Keratinozyten, eine
Rolle wahrend der Reepithelialisierung (Engelhardt et al., 1998; Gallucci et al., 2004,
Michel et al., 1992; Sato et al., 1999). Die SGSCs waren somit in der Lage Faktoren
zu sezernieren, welche sowohl immunmodulatorische als auch angiogenetische
Eigenschaften haben und bei dem Gewebeumbau eine Rolle spielen. Somit konnte
auch in dieser Arbeit das parakrine Potential der SGSCs nachgewiesen werden.

Eine ausfuhrliche Untersuchung zur Zytokin-Sekretion der SGSCs wurde von Martina
Elser in ihrer Masterarbeit durchgefiihrt (Elsner, 2012). Darin untersuchte sie die
induzierenden Faktoren der Sekretion durch hypoxische, immunologische und
gewebespezifische Mediatoren, durch die Kultivierung der SGSCs bei einem
geringen Sauerstoffgehalt, durch die Stimulation mit Lipopolysaccharid und durch die
Kokultur mit Hirngewebe. Dabei zeigte sich, dass die SGSCs die Faktoren IL 6, IL 8
und vascular endothelial growth factor (VEGF) vermehrt bei der parakrinen
Interaktion mit der Hirnbiopsie sezernierten. IL 6 und VEGF unterlagen zusatzlich
einem hypoxischen Einfluss. Diese Zytokine konnen zu einer verbesserten
Reepithelialisierung und Angiogenese beitragen und Dbesitzen ebenfalls
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zytoprotektive Eigenschaften. Diese Ergebnisse fuhrten zu dem Schluss, dass die
SGSCs ihre wundheilungsférdernden Eigenschaften mithilfe der parakrinen
Signalvermittlung durch Interaktion mit den verschiedenen Zellen und dem
Immunsystem gewabhrleisten. Diese gegenseitige Stimulation kann die Wundheilung
beférdern und ist ein enormer Vorteil gegeniber dem Einsatz von
Wachstumsfaktoren allein. Dies macht die SGSCs zu idealen Kandidaten fur

stammzellbasierende Therapien.

Eine echte Differenzierung der SGSCs in die benétigten Zelltypen konnte bisher
noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Von Danner und Kollegen konnte die
Anwesenheit der transplantierten Zellen in der Wunde nach 2 Wochen nicht mehr
gezeigt werden (Danner et al., 2012). Da die Zellen unmarkiert transplantiert wurden,
war die Detektion der humanen Zellen aber eher ein technisches Problem. Da die
SGSCs in vitro Transkripte von aSMA und vWF exprimierten, welche entscheidend
sind in der Differenzierung von Endothelzellen, konnte aber eine direkte
Differenzierung der SGSCs in Blutgefal3e nicht ausgeschlossen werden.

Bei Liao und Kollegen waren die SGSCs Nanopartikel-markiert und konnten nach
einer 6tagigen in vitro Kultivierung im Wundbett detektiert werden (Liao et al., 2012).
Sie konnten weder in der Neoepidermis noch in den neu gebildeten GeféalRRen
nachgewiesen werden. Da sich Nanopartikel bei der Proliferation aber sehr schnell
ausdunnen, ist es dennoch nicht auszuschliel3en, dass SGSCs in Keratinozyten
und/oder Endothelzellen differenziert sind. Zudem ist ein Zeitraum von 6 Tagen
hochstwahrscheinlich zu kurz um die Funktion der SGSCs wahrend der Wundheilung

ausreichend beurteilen zu kénnen.

Die angiogeneseférdernden Eigenschaften Nestin-positiver Zellen konnten schon
von anderen Gruppen gezeigt werden (Amoh et al., 2004; Mokry et al., 2008). Aihara
und Kollegen identifizierten Nestin als spezifischen Marker flr proliferatives Endothel
(Aihara et al., 2004). Nestin wird wahrend der humanen Embryonalentwicklung und
der Angiogenese (Mokry et al.,, 2004), sowohl von Endothelzellen, den glatten
Muskelzellen als auch den Perizyten exprimiert (Mokry et al.,, 2008). Bei der
Ausdifferenzierung der Zellen wird Nestin von anderen Intermediarfilamenten, wie
Vimentin ersetzt. Alliot und Kollegen konnten im Gehirn der Maus ebenfalls eine
Nestin Expression in Perizyten, periendothelialen Zellen und Endothelzellen in sich
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bildenden Gefalle detektieren. In vitro behielten die isolierten Zellen ihre Nestin
Expression bei (Alliot et al., 1999). Nestin konnte somit als Angiogenesemarker
sowohl in humanen als auch murinen Geweben identifiziert werden.

Perizyten sind Zellen, die von der Basalmembran der Kapillaren, Arteriolen oder
Venolen umgeben sind und diese mit ihren Fortsdtzen umschlieBen (Allt and
Lawrenson, 2001). Funktionsdhnliche Zellen in Arterien und Venen werden
periendotheliale Zellen genannt (Alliot et al., 1999). Diese Zellen befinden sich in
allen vaskularisierten Geweben. Endothelzellen stammen von Hamangioblasten ab,
welche die gemeinsamen Vorlaufer von endothelialen und hamatopoetischen
Stammzellen darstellen (Mokry et al., 2008; Rafii et al.,, 2002). Somit kdnnen
Endothelzellen von MSCs, Perizyten und residenten Endothelzellen gebildet werden.
Morky und Kollegen konnten residente Nestin-positive Zellen im Epithel von gré3eren
Blutgefalen nachweisen. Eine Funktion vermuten sie in der Adaption an dynamische
Prozesse der Gefalle wahrend des Wachstums oder der Wundheilung (Mokry et al.,
2008). Residente Nestin-positive Zellen konnten auch in dieser Arbeit im Mesenchym
von Schweil3drisen detektiert werden. Diese konnten grof3tenteils, aber nicht
ausschlieBlich an der Basalmembran von Gefal3en im Schweil3drisenmesenchym

nachgewiesen werden (Abb. 33).

Laminin Nestin DAPI Laminin DAPI Nestin DAPI

Abbildung 33: Immunfluoreszenzfarbung einer apokrinen Schweif3driise mit Laminin und
Nestin. Die Nestin-positiven Zellen im Mesenchym der Schwei3drisen kolokalisierten mit Laminin.
Laminin wird von der Basalmembran der Schwei3driisen als auch der Basalmembran der Blutgeféalle
exprimiert. Die Kerne wurden mit DAPI angeférbt (blau). Maf3stab entspricht 100 pm
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Schweil3drisen sind von einem Uppigen Kapillarnetz umspannt (Kennedy et al.,
1994; Wang et al., 2011). Dies lasst vermuten, dass die Nestin-positiven Zellen im
Schweil3drisenmesenchym Perizyten darstellen kénnten.

Zusatzlich zu den angiogeneseférdernden Eigenschaften der Perizyten konnten
Paquet-Fifield und Kollegen eine verbesserte epitheliale Zellproliferation nach der
Transplantation von Perizyten nachweisen (Paquet-Fifield et al., 2009). Diese Studie
unterstitzt somit die Ergebnisse aus dem in situ Wundheilungsmodell, bei dem die
transplantierten SGSCs nicht nur die Angiogenese sondern auch die
Reepithelialisierung  verbesserten. Wenn die SGSCs eine abgeleitete
Stammzellpopulation der Perizyten darstellen, dann koénnte dies die
wundheilungsférdernden Eigenschaften der SGSCs in vivo, in situ und in vitro
erklaren.

Caplan und Kollegen stellten die Theorie auf, dass alle gewebsstandigen MSCs von
GefalRen stammen und somit differenzierte Pericyten reprasentieren (Caplan and
Correa, 2011). Ohne zu viele verschiedene Begriffe von Stammzellpopulationen mit
ahnlichen Funktion zu verwenden, fasst Caplan zwei entscheidende Funktionen
dieser Zellen wahrend der Wundheilung zusammen: zum einen sind sie
entscheidende Immunmodulatoren und zum anderen haben sie trophische
Eigenschaften. Durch die Sekretion verschiedener Faktoren inhibieren sie die
Apoptose und die Narbenbildung, stimulieren die Angiogenese und wirken mitogen.
Da gerade die fehlende Vaskularisierung der limitierende Faktor fir die Herstellung
von in vitro Hautersatz ist (Bouchie, 2002), ist die Gewinnung einer
angiogenesefordernden Stammzellpopulation wie den SGSCs von enormer
Bedeutung.

Aktuelle Studien untersuchen eingehend, ob die angiogeneseférdernden Effekte der
SGSCs auf die parakrin sezernierten Zytokine und/oder auf die direkte
Differenzierung in Endothelzellen zurlickzufihren sind. Des Weiteren werden
Untersuchungen durchgefihrt, welche die Vermutung untermauern, dass es sich bei
den Nestin-positiven Zellen im Mesenchym humaner Schweil3driisen um Perizyten
handelt.

Neben der Vaskularisierung sind auch die fehlenden Hautanhangsgebilde in einem
Hautersatz problematisch. Daher ist man an einer in vitro Entwicklung oder einer in

vivo Induktion von Hautanhangsgebilden im Wundbereich sehr interessiert. Zur
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Regeneration der Hautanhangsgebilde ware ein Einsatz der multipotenten SGSCs
denkbar. Wahrend die SGSCs bei der Wundheilung, die Reepithelialisierung und
Angiogenese erheblich fordern konnten, konnte eine spontane Differenzierung in situ
oder in vivo in Schweil3drisen nicht beobachtet werden. Ebenso fuhrte eine 3D
Kultivierung in OBs nicht zu einer Induktion Schweil3driisen-assoziierter Gene oder
Proteine. Biedermann und Kollegen konnten ebenfalls keine Schweil3driisenbildung
in vivo beobachten. Sie begriindeten dies mit einer irreversiblen Transition von
Schweil3drisenzellen in epidermale Keratinozyten (Biedermann et al., 2010).

Die Schwierigkeit einer gezielten Differenzierung besteht in der Entschlisselung der
individuellen Bedingungen und Faktoren, die eine Stammzelle zu den gewlinschten
Zelltypen differenzieren lassen. Arbeiten zur Hautwundheilung mit MSCs zeigten in
vivo Zellanh&ufungen (Huang et al., 2012; Sheng et al., 2009), welche aber nicht als
funktionelle SchweiR3drisen identifiziert werden konnten und sich teilweise wieder
auflosten. Die Maoglichkeit der gezielten Differenzierung von Stammzellen unter
spezifischen Kultivierungsbedingungen in Hautanhangsgebilde konnte schon fir den
Haarfollikel gezeigt werden (Horland et al., 2011).

Aufgrund der Komplexitat der Differenzierungsvorgange zur Generierung von
Schweil3drisen aus SGSCs wurde in dieser Arbeit ein anderer Ansatz zur
Herstellung eines Hautersatzes mit funktionellen Schweil3drisen verfolgt. Nach dem
Vorbild von Navsaria und Kollegen, welche Haarfollikel in einen Hautersatz
transplantierten und damit eine verbesserte Wundheilung und funktionelle
Haarfollikel generieren konnten (Navsaria et al., 2004), wurden die frisch isolierten
Schweil3driisen in eine Kollagenmatrix transplantiert und kultiviert. Dabei zeigte sich
nicht nur ein Anstieg der metabolischen Aktivitdt der SchweiRdriisen Uber die
Kultivierungszeit, sondern es konnte zudem gezeigt werden, dass sowohl die
Morphologie als auch eine mégliche Funktionalitdt der Schweil3driisen erhalten blieb.
Des Weiteren konnten immer noch Nestin-positive Zellen im Mesenchym
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen die Mdglichkeit eines funktionellen,
sofort verfigbaren Hautersatzes mit autolog transplantierten Schweil3drisen und

Haarfollikeln.
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5 Fazit

Humane Schweil3driisen bieten sich als potente, leicht verfligbare Stammzellquelle
an und konnten vor allem fir autologe Therapien ein breites Anwendungspotential
eroffnen. Zum einen kdnnten sie zur Herstellung einer multipotenten Nestin-positiven
Stammzellpopulation dienen. Diese ist in der Lage, durch die Sekretion
verschiedener Faktoren und eine mdgliche Differenzierung in die bendtigten
Zelltypen, die Wundheilung erheblich zu verbessern. Zum anderen kdnnten die
nativen Schweil3driisen direkt zur Transplantation verwendet werden um einen

funktionellen Hautersatz zu generieren.

6 Ausblick

Die Erfahrungen und Entwicklungen, die in dieser Arbeit hinsichtlich einer
Optimierung der Wundheilung gewonnen wurden, sollen klinisch nutzbar gemacht
werden, um sie langfristig am Patienten anwenden zu kénnen. Dabei wird der
nachste Schritt die Anpassung des Isolationsverfahrens an good manufactoring
practice (GMP) —Richtlinien sein. Ziel ist es, fur die Gewinnung der Zellen eine
Herstellererlaubnis zu erlangen und eine Genehmigung fur die zelltherapeutische
Nutzung zu erhalten, so dass diese Zellen als advanced therapeutical medicinal
product (ATMP) genutzt werden kénnten. Ein routinemaRiger therapeutischer Einsatz
der SGSCs ist kaum ohne die gleichzeitige Entwicklung von Methoden zur
Langzeitlagerung vorstellbar. Hierfir soll eine Zellbank etabliert werden, vergleichbar
mit den existierenden fir hamatopoetische Stammzellen oder Nabelschnurblut. Zur
Kryokonservierung von zellbasierten Hautersatzprodukten, welche sofort verfligbar
waren, werden an der Fraunhofer Einrichtung fir Marine Biotechnologie zurzeit neue

Technologien entwickelt.
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