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Abstract

Functioning salivary glands are essential for overall mouth health and a high quality of life. Saliva
enables food intake by lubricating the bolus before swallowing. Furthermore, saliva contains
components that are antibacterial and promoting wound healing. Diseases like Sjégren’s syndrome,
radiation of head and neck tumours and even common age-related processes will interfere with
proper salivary functions. To this day, there is no cellular model that reflects the salivary glands to an
extent to replace animal studies. Especially, acinar cell features are hard to maintain in cell culture.
The extracellular matrix (ECM) plays an important role in salivary organogenesis as well as directed
saliva flow. A disrupted basement membrane is one symptom of Sjégren’s syndrome. Therefore, it is

inevitable to consider ECM features in the development of a salivary model.

The main goal of this study was to establish a three-dimensional human salivary gland model that is
independent from undefined ECM-hydrogels. The influence of a differentiation medium and the
impact of culturing cells in spheroids were to be compared and evaluated. The secondary goal was to

develop strategies for future culture techniques by analysing changes in the gene expression profile.

The model was based on primary human parotid gland-derived stem cells (hPDSCs). These hPDSCs
were cultured adherently and three-dimensionally in agarose-microwell plates with culture media for
epithelial differentiation. Two differentiation media, KSFM and DMEM/F12-EGF, were tested on
adherently cultured hPDSCs and compared to standard conditions. The secretory marker expression
did not differ significantly in hPDSCs cultured in the three different media. Therefore, hPDSCs
were cultured three-dimensionally in all three media, two differentiation media as well as standard
medium DMEM10. The spheroids were analysed for morphology, size and vitality as well as

SCCI‘C'COI'Y marker expression.

An explorative RNAseq experiment was supposed to reveal differences in the gene expression
profiles of the hPDSC conditions, but only mRNA of spheroids that were cultured in DMEM/F12-
EGF was suitable to be sequenced in RNAseq. However, two comparisons were made based on this

RNAseq data:



The influence of the culture medium was evaluated comparing mRNA of hPDSCs cultured
adherently in either DMEM10 or DMEM/F12-EGF; and the comparison ‘2D vs. 3D’ was based on
mRNA of hPDSCs cultured adherently or three-dimensionally, both in DMEM/F12-EGF. The
enrichment of the RNAseq analysis consisted of an over-representation analysis performed using
reactome data base and algorithms. This analysis revealed major changes in the ECM organization of

hPDSCs in different culture conditions.

Further analyses were focused on genes that are known to be found in adult salivary gland-ECM or
known to impact salivary gland organogenesis, especially, in branching morphogenesis.
DMEM/F12-EGF had a positive effect on the expression of the genes of interest, but the spheroid
culture enhanced this gene expression even further. Also, hPDSCs in spheroids expressed two more
secretory markers than adherently cultured hPDSCs, namely cholinergic receptor M3 and
aquaporin 5. Another important finding was the identification of genes that need to be activated in
order to improve functionality in future hPDSC-spheroid culture. Especially, the supplementation

of fibroblast growth factors is required to support a proper branching morphogenesis.

Amongst strategies to improve spheroid culture of hPDSCs, this study shows a three-dimensional
human salivary cell culture that is able to express ECM molecules involved in salivary organogenesis.
An optimization of this model could lead to new insights into ECM-associated processes in salivary

glands such as morphogenesis and Sjégren’s syndrome.



Zusammenfassung

Ein physiologisch funktionaler Speichelfluss ist essenziell fiir die Mundgesundheit und damit fir
eine hohe Lebensqualitit. Speichel trigt wesentlich zur Nahrungsaufnahme bei, indem er
reibungsloses Schlucken gewihrleistet, und enthilt zudem antibakterielle und wundheilungs-
térdernde Komponenten. Erkrankungen der Speicheldriise, Bestrahlung zur Behandlung von Kopt-
Hals-Tumoren  und  sogar  ubliche  Alterungsprozesse  schrinken  eine  normale
Speicheldriisenfunktion ein. Eine der hiufigsten sekretorischen Stérungen, das Sjogren-Syndrom, ist
assoziiert mit Defekten in der Basalmembran, einer spezialisierten Form der Extrazellulirmatrix
(EZM). Auch wihrend der Organogenese der Speicheldriise sowie fiir einen gerichteten Speichelfluss
spielt die EZM, insbesondere die Basalmembran, eine grofle Rolle. Deshalb ist die Berticksichtigung
der EZM auch in der Entwicklung eines Speicheldriisenmodells unabdingbar. Bisher ist kein
zellulires Modell in der Lage insbesondere azinire Prozesse in einer Art abzubilden, die Tierversuche
obsolet machen konnte. Zum besseren Verstindnis der Zusammenhinge der Speicheldriise, der
umgebenden EZM und Sekretionsstorungen ist die Weiterentwicklung zellulirer Modelle

erforderlich.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein dreidimensionales Speicheldriisenmodell aus humanen Zellen zu
entwickeln, das funktionale azinire Zellen hervorbringt, ohne ein undefiniertes EZM-Hydrogel wie
Matrigel zu verwenden. Die chemische Beeinflussung durch Kulturmedien in adhirenter Kultur
sollte mit dem multifaktoriellen Einfluss von dreidimensionaler Sphiroidkultur verglichen werden.
Die differenziell exprimierten Gene sollten zudem Anhaltspunkte fiir die Optimierung der hPDSC-

Kultur zu einem Speicheldriisentestsystem geben.

Die Grundlage fiir das zellulire Speicheldriisenmodell bildeten primire humane Parotis-abgeleitete
Stammzellen (hPDSCs). Die hPDSCs sollten mithilfe von Kulturmedien fiir epitheliale
Differenzierung, DMEM/F12-EGF und KSFM, und dreidimensionaler Kultur in Agarose-
Mikromulden-Platten differenziert werden. Der Effekt der Kulturmedien auf die Expression
sekretorischer Marker in adhirenter Kultur unterschied sich nur geringfiigig von der Standardkultur
in DMEM10. Deswegen wurden alle drei Kulturmedien, auch das Standardmedium DMEM10, in
der Sphiroidkultur eingesetzt. Die in serumhaltigen Kulturen entstandenen Sphiroide zeigten eine

hohe Vitalitit nach 7 Tagen in Kultur und unterschieden sich morphologisch wenig. Die in KSFM
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kultivierten hPDSC-Sphiroide hingegen wiesen nach 7 Tagen in Kultur eine geringere Vitalitit auf,
die sich in einer Auflésung der Sphiroide widerspiegelte. Die vitalen hPDSC-Sphiroide hatten meist
eine kompakte, runde Form mit wenigen blasenihnlichen Strukturen an der Oberfliche. Fiir die
Transkriptionsanalysen konnte neben der mRNA aus adhirent kultivierten hPDSCs ausschliefilich
die mRNA von Sphiroiden aus der Kultur in DMEM/F12-EGF eingesetzt werden (im Folgenden

vereinfacht ,hPDSC-Sphiroide® genannt).

qRT-PCR-Experimente mit Primern fiir Marker wie cholinerger Rezeptor M3 und Aquaporin 5
zeigten, dass hPDSCs die mRNA-Expression dieser Gene teilweise nur in dreidimensionaler Kultur
aufrechterhielten. Die Expression dieser Markergene ist essentiell fir eine funktionierende
Speichelsekretion und stellt einen wichtigen Vorzug der hPDSC-Sphiroide gegentiber den adhirent
kultivierten hPDSCs dar.

Eine explorative Gesamttranskriptionsanalyse mittels RNA-Seq sollte weitere Unterschiede der
hPDSCs in den verschiedenen Zellkulturbedingungen aufdecken, die iiber die Expression einzelner
Markergene hinaus geht. Es wurden zwei Vergleiche auf Grundlage der RNA-Seq-Daten angestellt:
Im Medienvergleich wurde untersucht, welche Gene in hPDSCs aus Standardkultur in hPDSCs aus
adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur differenziell exprimiert sind; im 2D-3D-Vergleich wurde
ermittelt, wie sich das Transkriptom der hPDSC-Sphiroide von dem Transkriptom der hPDSCs aus
adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur unterscheidet. Anhand der differenziell exprimierten Gene
wurde eine Uberreprisentationsanalyse mithilfe der reactome-Datenbank durchgefiihrt. Diese
deckte starke Verinderungen in der Organisation der extrazelluliren Matrix der hPDSCs in den drei

untersuchten Konditionen auf.

Die fortfithrende Analyse der RNA-Seq-Ergebnisse fokussierte sich deshalb auf Gene, die aus der
EZM der adulten Speicheldriise oder der verzweigenden Morphogenese bekannt sind. Dabei stellte
sich heraus, dass DMEM/F12-EGF bereits in adhidrenter Kultur einen positiven Effekt auf die
Expression der EZM-assoziierten Gene hatte; die Kultur im dreidimensionalen Zellverbund tibertraf
diesen Effekt aber noch. Von grofier Bedeutung ist ebenso, dass Gene identifiziert werden konnten,
deren Expression fur die Morphogenese und Funktionsfihigkeit eines Speicheldriisenmodell
aktiviert werden muss. Neben dem bereits eingesetzten epithelialen Wachstumstaktor (EGF) ist

besonders die Supplementierung von Fibroblasten-Wachstums-faktoren empfehlenswert, um eine
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verzweigende Morphogenese und damit eine Differenzierung der hPDSC-Sphiroide zu

unterstitzen.

Somit hat diese Arbeit vielfiltige Strategien zur Optimierung der Sphiroidkultur von hPDSCs
geliefert. Von noch groflerer Bedeutung ist, dass hPDSC-Sphiroide eigens EZM-Komponenten
exprimieren und teilweise sezernieren. Ein Speicheldriisenmodell, das dazu in der Lage ist, die EZM
humaner Speicheldriisen abzubilden, kénnte einen wichtigen Beitrag zur Entdeckung neuer

Zusammenhinge von EZM-assoziierten Prozessen oder Erkrankungen der Speicheldriise leisten.



Einleitung

1 Einleitung

Funktionierender Speichelfluss ist fiir eine hohe Lebensqualitit unabdingbar. Doch Speichel wird
von der Offentlichkeit oft als selbstverstindlich oder sogar eklig angesehen. Auch in der Forschung
spielen Speicheldriisen im Vergleich zu anderen Organen wie z. B. der Bauchspeicheldriise eine
untergeordnete Rolle*. Im Jahr 2020 wurde sogar noch eine neue Speicheldriise entdeckt! Dabei ist

Speichel unerlisslich fiir die Mundgesundheit.

*Suche bei PubMed Advanced am 18.1.2024 nach ,salivary” von 2000 bis zum Zeitpunkt der Suche: 53 214 Verdffentlichungen;

wpancreatic von 2000 bis zum Zeitpunke der Suche: 161 507 Veréffentlichungen

1.1 Aufbau der humanen Speicheldrusen und ihrer

extrazellularen Matrix (EZM)

Der Mensch besitzt drei grofle Speicheldriisen und einige Hundert kleine Speicheldriisen, die in der
Schleimhaut der Mundhéhle liegen (Chibly et al., 2022). Die altbekannten groflen paarigen
Speicheldriisen heiflen Ohrspeicheldriise (Parotis, Glandula parotidea), Unterkiefer-speicheldriise
(Glandula submandibularis) und Unterzungenspeicheldriise ( Glandula sublin-gualis). Die Parotis
besteht ausschliefilich aus serdsen Azini. Ein Azinus ist ein Driisenendstiick, das sezernierende Zellen
enthilt (siche Abbildung 1, linke Seite). Unterkiefer- und Unterzungenspeicheldriise beinhalten
sowohl serése als auch mukdse Azini (Junqueira & Carneiro, 1996). Serose Azini produzieren
wissrigen Speichel, der reich an Enzymen wie a-Amylase 1 und Lipase ist (A. M. L. Pedersen et al.,
2018). Mukése Azini hingegen sezernieren viskosen Speichel, der Proteine wie Muzine enthilt.
Muzine sind stark glykosylierte Proteine, die durch ihre hydrophilen Gruppen in Verbindung mit
Wasser ein Gel bilden (A. M. L. Pedersen et al., 2018). Im Jahr 2020 wurde eine weitere paarige
Speicheldriise von Valstar et al. beschrieben: die tubariale Speicheldriise (Glandula tubaria) im
Nasopharynx. Es besteht die Hypothese, dass diese Speicheldriise seromukdse Azini enthilt und eine

Rolle in der Lubrikation des Naso- und Oropharynx spielt (Valstar et al., 2021).

Bei den groflen Speicheldriisen handelt es sich um vielfach verzweigte, tubuloazinése, exokrine
Driisen. Diese bestehen aus Driisenendstiicken, den Azini, und einem Ausfithrungsgangsystem aus

Gingen. Die Azini sind umgeben von einer Basalmembran, myoepithelialen Zellen und



Bindegewebe, in dem Nerven und Blutgefifle eingebettet sind (Martinez-Madrigal & Micheau,
1989). Das Ausfithrungsgangsystem beginnt mit Schaltstiicken, die an die Azini anschlieflen (siche
Abbildung 1). Darauf folgen Streifenstiicke, welche im Ausscheidungsgang enden. Durch das
Bindegewebe sind Azinigruppierungen und das Ausfithrungsgangsystem eingeteilt in Lappen und

Lippchen (Junqueira & Carneiro, 1996).

Ein wichtiger Bestandteil des Bindegewebes neben mesenchymalen Zellen ist die Extra-zellulirmatrix
(EZM; Martinez-Madrigal & Micheau, 1989). Die EZM bildet das Gertist fir Zellen, gibt diesen
Stabilitit und mechanische Orientierung, erfiillt aber auch andere Funktionen wie z. B. die eines
Reservoirs fiir chemische Botenstoffe (Ruoslahti & Yamaguchi, 1991). Die EZM setzt sich vorrangig
aus [1] Faserproteinen wie Kollagenen, [2] Glykoproteinen wie Lamininen und [3] Proteoglykanen
zusammen (Hallmann et al., 2022). In den meisten EZM des menschlichen Korpers ist der
Hauptbestandteil Kollagen I (Naomi et al., 2021). [1] Kollagen I bildet mit anderen Kollagenen (II,
III, V und XI) Fibrillen, die wiederum die Grundlage des Netzwerks der EZM formen und fiir seine
Zugfestigkeit sorgen (Hallmann et al., 2022). Die Glykoproteine der EZM [2] stellen eine heterogene
Gruppe von Proteinen wie z.B. Lamininen, Fibronektin und Integrinen dar, die viele
unterschiedliche lebenswichtige Aufgaben erfiillen. Laminine und Fibronektin beispielsweise sind
Zelladhisionsproteine, Integrine die wichtigste EZM-Rezeptorfamilie. Diese Glykoproteine
verbinden das Netzwerk der EZM mit den umliegenden Zellen und ermdglichen so u.a.
Zellmigration und beeinflussen diverse Zellfunktionen sowie die Differenzierung (Hallmann et al.,
2022; Lafrenie & Yamada, 1998). [3] Proteoglykane oder auch Glykosaminoglykane (GAG), die
nicht-Protein-gebundene Form dieses EZM-Bestandteils, sind stark polyanionische, hygroskopische
Molekiile. Dadurch kénnen GAG sowohl grofle Wassermengen als auch Botenstoffe wie
Wachstumsfaktoren und Chemokine binden (Hallmann et al, 2022). Als Speicher dieser
Botenstoffe konnen GAG und Proteoglykane die Entwicklung umliegender Zellen mafgeblich

beeinflussen (Patel et al., 2007).

In der Speicheldriise kommen diese Funktionen der EZM sowohl in der Organogenese als auch im
adulten Organ zum Einsatz. Die Speicheldriisen sind von zwei Formen der EZM umgeben: die EZM,
die durch mesenchymale Stromazellen in der Umgebung der Driisen sezerniert wird, und die

Basalmembran, die sowohl durch mesenchymale Stromazellen als auch epitheliale Driisenzellen



Einleitung

gebildet wird (Brownell et al., 1981; Hallmann et al., 2022). Die Basalmembran befindet sich direkt
an den aziniren oder daran anliegenden myoepithelialen Zellen. Anders als andere EZM besteht die
Basalmembran hauptsichlich aus Kollagen IV (Pozzi et al., 2017), was sich in einem grofien Anteil
Kollagen IV-Untereinheiten in der EZM der Speicheldriise widerspiegelt (O. N. Tran et al., 2022).
Kollagen IV bildet keine Fibrillen, sondern ein flichiges Netzwerk (Hallmann et al., 2022). Die
zweite Hauptkomponente von Basalmembranen sind Laminine; Heterotrimere, die ebenfalls ein
Netzwerk bilden (Heinrich et al., 2022). Weitere, besonders in Basalmembranen prisente, EZM-
Bestandteile sind das Linkermolekiil Nidogen und das Heparansulfatproteoglykan Perlecan
(Erickson & Couchman, 2000; Heinrich et al., 2022). Nidogen ist sowohl in Laminin- als auch
Kollagen IV-Basalmembrannetzwerken integriert. Perlecan agiert u.a. in Aggregaten, die die
Basalmembrannetzwerke punktuell verbinden (Heinrich et al., 2022). Alle hier beschriebenen

Basalmembranbestandteile erfiillen zudem wichtige Funktionen in der Organogenese (siche ,,Die

Rolle der EZM in der Organogenese®).

1.2 Speichel, seine Bestandteile und Funktionen

Speichel schiitzt die Schleimhiute der Mundhdéhle vor Reibung und 4ufleren Einflissen. Die
Erhéhung der Gleitfihigkeit durch Befeuchtung des Gewebes wird Lubrikation genannt.
Lubrikation ermdéglicht Kauen und Schlucken sowie Sprechen. Neben Wasser, das 99,4 % des
Speichels ausmacht, sind auch Proteine wie Muzine fiir diese Gleitfihigkeit verantwortlich (Reifs,
2021). Gel-bildende Muzine erméglichen die Bildung eines Speisebolus, in dem zerkleinerte
Nahrung reibungslos die Speiserdhre passieren kann (A. Pedersen et al.,, 2002). Zudem tragen
Muzine sowie auch prolinreiche Phosphoproteine zur Mineralisation der Zihne bei (Reifi, 2021).
Neben der Lubrikation schiitzt auch die reinigende Wirkung des Speichels die Mundhahle, indem
Speisereste und Pathogene heraus gesptilt werden. Auflerdem enthilt Speichel unter anderem
pufferndes Bicarbonat, antibakterielle Bestandteile wie Lysozym, fungizide Proteine wie Histatine
und Immunglobuline, die zur Immunabwehr beitragen (A. Pedersen et al., 2002; Reifi, 2021; Valdez
& Fox, 1991). So gewihrleisten Speichelbestandteile die Eliminierung pathogener Mikroben und
eine erste Immunabwehr. Speichelbestandteile wie Wachstumsfaktoren tragen zudem zur

Wundheilung bei (Reif$, 2021; Valdez & Fox, 1991).



Die wohl bekannteste Funktion des Speichels ist seine Rolle in ersten Verdauungsschritten (A.
Pedersen et al., 2002; Valdez & Fox, 1991). Speichel enthilt Verdauungsenzyme wie a-Amylase 1
(AMY1A), die nicht resorbierbare Nahrungsbestandteile aufspalten. a-Amylase 1 ist eines der
wichtigsten Speichelenzyme, da es den ersten Schritt der Stirkespaltung katalysiert (Butterworth et
al., 2011). Stirke ist ein pflanzliches Kohlenhydrat, das in vielen Grundnahrungsmitteln enthalten
ist (Robyt, 2008). Damit trigt das Speichelenzym a-Amylase 1 zur Verdaulichkeit eines wichtigen

Erndhrungsgrundstein der Menschheit bei.

Schliefilich spielt Speichel auch eine groflie Rolle in der Geschmackswahrnehmung (Martin et al.,
2023; Neyraud, 2014; Weiffenbach et al., 1986). Speichel ist das Medium, in dem
geschmacksgebende Stoffe zu den Geschmacksrezeptoren transportiert werden. Besonders wichtig
ist dies z. B. bei Kohlenhydraten (Zucker) und Salz, die essenzielle Bestandteile der Erndhrung sind.
Und auch potenziell giftige Bitterstoffe werden durch den Speichel zu Rezeptoren transportiert und
dort registriert. Die Geschmackswahrnehmung mithilfe von Speichel ist also eine nicht zu
unterschitzende Funktion: sie ermdglicht die Entscheidungsfihigkeit zu einer ausgewogenen

Nahrungsaufnahme sowie das Erkennen giftiger Nahrungsbestandteile (Martin et al., 2023).

1.3 Molekulare, zellulare und EZM-abhangige

Mechanismen der Speichelsekretion

Speichel bestehtim Wesentlichen aus Wasser, Proteinen und Elektrolyten. Die Proteinsekretion wird
vorrangig durch sympathische, adrenerge Stimulation aktiviert und erfolgt tber Exozytose
proteingefillter Vakuolen ins Driisenlumen (Turner & Sugiya, 2002). Wasser und Elektrolyte
stammen aus dem Blut und durchqueren den epithelialen Monolayer durch Membrankanile sowie
parazellulir Richtung Lumen. Eine Voraussetzung fir den ordnungsgemiflen Ablauf dieser
wissrigen Sekretion ist ein Ionengradient iiber die basolaterale Membran azinirer Zellen:
Intrazelluldr ist die Natriumkonzentration geringer als im extrazelluliren Raum. Dieser Gradient
wird durch die Natrium-Kalium-Pumpe in der basolateralen Membran gebildet und aufrecht

erhalten (Nakamoto et al., 2007).
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Abbildung 1: Mechanismen der Speichelsekretion. Prozess liuft von links nach rechts ab; die Ionenbewegungen
sind exemplarisch fiir alle Zellen eines Typs gezeigt. Die Ionenkanile und -pumpen in der basolateralen Membran
azindrer Zellen sorgen fiir Ionengradienten, die nach muskarinerger Stimulation (siche oben: Neurotransmitter,
Rezeptor, rot markiertes Endoplasmatisches Retikulum, intrazelluldrer Calciumanstieg) den Strom von Natrium- und
Chloridionen ins Lumen ermdglichen; Natrium v. a. parazellulir ermdglicht durch leckende TJ, Chlorid v. a. durch
TMEM16A. Durch den osmotischen Druck folgt Wasser durch den Wasserkanal Aquaporin 5 (AQP5) ins Lumen.
Gangzellen resorbieren NaCl und der isotone Primirspeichel wird hypoton. Die dichten T] zwischen den Gangzellen
verhindern Riickfluss. Myoepitheliale Zellen konnen den Speichelfluss durch Kontraktion unterstiitzen. ATPase:
Natrium-Kalium-Pumpe; BCE: Bicarbonat-Chlorid-Austauscher (von engl. exchanger); Cl-Kanal: Chloridkanal (z. B.
CFTR); NKCCI1: Natrium-Kalium-Chlorid-Ko-Transporter; T]: tight junction, zu Deutsch Schlussleiste, T]L: leckende
Schlussleiste, TJT: dichte Schlussleiste (T von engl. #ght); TMEMI16A: stimulierbarer Chloridkanal. Mit

BioRender.com erstellt, adaptiert anhand von Proctor, 2016.

Die muskarinerge Aktivierung der Speichelsekretion erfolgt tiber die Stimulation des cholinergen
Rezeptors Muskarinerg 3 (CHRM3) oder CHRMI1 mit Acetylcholin (vgl. muskarinerger
Rezeptor in Abbildung 1, (Chibly et al., 2022)). Die Stimulation von CHRM3 fiihrt eine
Ausschiittung von Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum herbei. Der Anstieg der
Calciumkonzentration im Zytosol aktiviert Calcium-abhingige Ionenkanile (siehe rote Markierung
in Abbildung 1). Durch den Einstrom extrazellulirer Calciumionen steigt die Calciumkonzentration
im Zytosol weiter an, und Calcium-abhingige Natrium-, Kalium-, Chlorid- und Bicarbonat-
Transporter in der basolateralen Membran werden aktiviert (Evans & Turner, 1998; Nakamoto et

al., 2007). Die darauffolgenden Prozesse sind in Abbildung 1 verdeutlicht. Chlorid- und
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Natriumionen werden in die aziniren Zellen transportiert, Bicarbonat wird im Austausch zu Chlorid
basolateral exportiert (siche Abbildung 1, azinire Zelle unten). Kaliumionen werden zur
Homdgostase sowohl importiert als auch exportiert (siche Abbildung 1, durch ATPase und
Kaliumkanal). AuSerdem wird durch den intrazelluliren Calcium-Anstieg der Chloridionenkanal
Transmembrane Member 16A (TMEM16A, auch bekannt unter Anoctamin 1 = ANO1) in der
apikalen Membran aktiviert (Derouiche et al., 2018). Durch adrenerge Stimulation wird der
Wasserkanal Aquaporin 5 (AQP5) zur apikalen Membran rekrutiert (Bragiel et al., 2016). Dann
sind die Bedingungen fiir den Sekretionsmechanismus des wissrigen Primirspeichels gegeben.
Natriumionen strémen parazellulir von der basolateralen Seite Richtung apikale Seite ins Lumen,
Chloridionen gelangen durch TMEMI16A aus aziniren Zellen ins Lumen. Dem dadurch

entstehenden osmotischen Druck folgt das Wasser parazellulir und durch AQPS ins Lumen.

Der Primirspeichel im Lumen der Azini ist isoton und reich an Natriumchlorid. Im
Ausfithrungsgangsystem wird dieser Primirspeichel modifiziert. Gangzellen resorbieren Natrium
und Chlorid, sodass der in die Mundhéhle sezernierte Speichel hypoton ist (Porcheri & Mitsiadis,
2019). Dieser Prozess beruht abermals auf dem Natriumgradienten, den Natrium-Kalium-Pumpen
auch an der basolateralen Seite von Gangzellen erzeugen. Um den Gradienten auszugleichen strémt
Natrium an der luminalen Seite durch Natriumkanile (siche Abbildung 1) in die Gangzellen. Die
Chloridionen werden durch Chloridkanile wie z. B. Cystic Fibrosis Conductance Regulator
(CFTR; vgl. Chloridkanal in Abbildung 1) und Bicarbonat-Chlorid-Austauschern (engl. bicarbonat
exchanger = BCE in Abbildung 1) in der apikalen Membran von Gangzellen resorbiert (Cataldn et
al., 2010; A. M. L. Pedersen et al., 2018). Im Austausch gegen die Chloridionen wird Bicarbonat ins
Lumen transportiert, wodurch ein hypotoner, beinahe pH-neutraler Speichel entsteht (A. M. L.

Pedersen et al., 2018).

Die Voraussetzung fiir den Aufbau eines Ionengradienten und die gerichtete Speichelsekretion ins
Lumen ist ein polarer Monolayer aus sekretorischen Zellen. Die Polaritit der epithelialen
Drisenzellen wird durch Verbindungen zur Basalmembran und Zell-Zell-Verbindungen
orchestriert und erhalten. Die Basalmembran liegt zwischen den epithelialen und mesenchymalen
Zellen; sie trennt und verbindet die beiden Gewebe. Uber Verbindungsmolekiile wie Integrine ist die

Basalmembran direkt an die epithelialen Zellen gebunden und koordiniert deren Polaritit (Daley et
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al., 2012; Heinrich et al., 2022; Overeem et al,, 2015; Yu et al., 2005). Bei gestorter Organisation der
Basalmembran, wie dies bei an Sjogren-Syndrom Erkrankten beobachtet wurde, ist auch die Polaritit
der Speicheldriisenzellen in Form einer Verschiebung des Zellkerns gestort (Goicovich et al., 2003;
Molina, 2006). Schlussleisten (engl. tght junctions = T]) und Adhisionsmolekiile wie E-Cadherin
verbinden die epithelialen Zellen an der basolateralen Seite zu einem polaren Monolayer (Alberts et
al., 2021). Bei den Zell-Zell-Verbindungen zwischen aziniren Zellen handelt es sich vorrangig um
sleckende® Schlussleisten (sieche Abbildung 1, engl. leaky T]=TJL), die einen parazelluliren
Natriumstrom ermdglichen (Proctor, 2016). Die Schlussleisten zwischen Gangzellen hingegen
lecken nicht, sondern sind dicht und verhindern den Strom von Wasser in basolaterale Richtung

(siche Abbildung 1, T]T). Dies trigt zur Flussrichtung des Speichels bei (Proctor, 2016).

1.4 Organogenese der Speicheldrusen

Die Speicheldriisenorganogenese setzt sich aus mehreren neben- und nacheinander ablaufenden
Prozessen zusammen. Die wesentlichen Prozesse sind Spaltenbildung, Innervierung, Gangbildung,
Endknospenbildung, die Entwicklung von Vorliuferzellen und die Bildung eines Driisenlumens
(Mattingly et al., 2015). Diese Vorginge beruhen vorwiegend auf Interaktionen zwischen
epithelialen und umgebenden mesenchymalen Zellen, riumlich und zeitlich koordinierter Prisenz
von Wachstumsfaktoren, sowie EZM-Molekiilen und der von ihnen auf die Zellen ausgeiibten
mechanischen Kraft (Ishida-Ishihara et al., 2020; Kashimata & Hayashi, 2018; Kusakabe et al., 1985;

Nakanishi & Ishii, 1989; Sui et al., 2020).
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Abbildung 2: Entwicklungsprozesse, Zellinteraktionen und Signalwege, die an der Speicheldriisen-
organogenese beteiligt sind. Die abgebildeten Prozesse laufen neben- und nacheinander ab. Die untergeordneten
Signalwege und Molekiile sind die Hauptakteure in dem jeweiligen Prozess. Duct formation: Gangbildung; End bud
formation: Endknospenbildung; Progenitor cells: Vorliduferzellen; Lumen formation: Lumenbildung; Cleft formation:

Spaltenbildung; /nnervation: Innervierung. Aus Mattingly et al., 2015.

DIE ROLLE DER EZM IN DER ORGANOGENESE

Zur ordnungsgemiffen Morphogenese einer Speicheldriise gehort ein stindiger Umbau der EZM,
der Basalmembran, ihrer Verkntipfungen innerhalb und den Verbindungen zu den umliegenden
Zellen (Chibly et al., 2022; Mattingly et al., 2015; Sequeira et al., 2010; Tucker, 2007). Besonders
deutlich wird dies in der Spaltenbildung. Die Spaltenbildung ist einer der ersten und auch einer der
wichtigsten Prozesse in der Entwicklung, da die verzweigende Morphogenese darauf beruht. Der
Prozess der verzweigenden Morphogenese beschreibt die Entwicklung einer Epithelverdickung zu
einer tubuloaziniren Speicheldriise. Spaltenbildung bezeichnet den Vorgang an der Stelle, an der sich

eine Verzweigung bildet (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Prozesse an der EZM in der Spaltenbildung. Die Basalmembran (BM) liegt an epithelialen Zellen der
sich entwickelnden Speicheldriise; ihre Bestandteile Kollagen IV, Laminine und Fibronektin sind tiber Integrine an die
Zellen gebunden. Bei der Spaltenbildung werden Zell-Zell-Verbindungen geldst (z. B. Riickgang von E-Cadherin) und
stattdessen mehr Verbindungen zwischen Fibronektin und Integrinen eingegangen (zentral im oberen Bild). Neben den
Bindungen von EZM-Komponenten an Integrinen reguliert die Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptoren die
Genexpression, was zu Spaltenbildung, Proliferation und Differenzierung fithrt. Proliferation ldsst Driisenknospen und
Ginge wachsen. Wachstumsfaktoren befinden sich frei oder an Proteoglykanen in der EZM und BM. Proteoglykane
dienen sowohl als Speicher als auch als Ko-Faktoren fiir Wachstumsfaktoren. Wachstumsfaktor und -Rezeptor: z. B.
FGF- oder EGF-Vertreter; Kollagene: v. a. Kollagen IV, I und III; Integrine: Heterotrimere aus a- und £-Untereinheit,
z. B. Integrin a6, 81; Laminine: Heterotrimere, relevante Untereinheiten z. B. Laminin a1, 1, y1 oder a5; Proteoglykan:

z. B. Perlecan. Abbildung erstellt mit BioRender.com, adaptiert anhand von Sequeira et al., 2010.

Die Spaltenbildung beruht auf dem Wechsel der Zell-Zell-Verbindungen zu EZM-Zell-
Verbindungen (Sequeira et al., 2010; S. Wang et al., 2021). Mafigeblich daran beteiligt sind
Kollagene, Laminine, Heparansulfatproteoglykane  (HSPG), Fibronektin und  die

Wachstumsfaktoren der FGF-Familie (Mattingly et al., 2015).

Eines der wichtigsten Molekiile bei der Spaltenbildung ist Fibronektin (Gen FN1; siche Abbildung
3; (Larsen et al., 2006; Sakai et al., 2003; Sequeira et al., 2010; S. Wang et al., 2021)). Fibronektin ist
ein Fibrillen-bildendes Glykoprotein, das sowohl Bindungsstellen ftir andere Fibronektin-Molekiile

als auch fur Kollagene, Heparine und Integrine hat (Heinrich et al., 2022; Pankov & Yamada, 2002).
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Uber Integrine verbindet Fibronektin die EZM mit Zellen (siche Abbildung 3). An einer
entstehenden Spalte bilden sich Fibronektin-Ansammlungen (Sakai et al., 2003). Direkt darunter
liegend ist ein Riickgang von E-Cadherin zu beobachten, das ein wichtiges epitheliales
Adhisionsmolekiil zur Zell-Zell-Verbindung darstellt. Wihrend E-Cadherin zwischen den Zellen des
epithelialen Monolayers eine essenzielle Verkniipfung darstellt, miissen zur Spaltenbildung diese
Verbindungen gelost werden. Zellen, die nur schwach durch Zell-Zell-Verbindungen mittels E-
Cadherin verbunden sind, bevorzugen starke Zell-Matrix-Verbindungen wie Fokaladhisionen
(Bonnet et al., 2023; Sakai et al., 2003; S. Wang et al,, 2021). Dadurch trennt die EZM die Zellen

voneinander und eine Spalte bildet sich.

Ein weiteres Adhisionsmolekiil, das eine Rolle in der verzweigenden Morphogenese spielt, ist
Connexin 43 (Yamada et al., 2016). Connexin 43 ist erforderlich bei FGF-induzierten

Signalkaskaden, die zu einer ordnungsgemif3en Proliferation in der Morphogenese beitragen.

Ebenfalls am Scheitelpunkt der sich verzweigenden Driisenknospe (engl. bud) liegt Kollagen III
(Nakanishi et al., 1988). Der Verdau von Kollagen I und III durch spezifische Kollagenasen fithrt
zu reduzierter Spaltenbildung (Fukuda et al., 1988; Grobstein & Cohen, 1965; Nakanishi et al.,
1986). Diese beiden Kollagenuntereinheiten tragen folglich in unverdauter Form zu einer
ordnungsgemifen Spaltenbildung bei. Kollagen IV hingegen ist nicht nur Hauptbaustein der
Basalmembran, sondern kann auch als Botenstoft dienen. Wenn die Kollagen IV-Domine NC1 von
Membrantype-2-Matrixmetalloproteasen (MT2-MMP, Gen = MMP15) abgespalten wird, kann
NC1 die verzweigende Morphogenese durch Bindung an Integrin 1 regulieren (Rebustini et al.,
2009). Diese Bindung aktiviert die Expression des FGF-Rezeptors 2b (FGFR2b). Die
Signaltransduktion iiber den Rezeptor FGFR2b ist in der verzweigenden Morphogenese von
Bedeutung (Lombaertetal., 2013; Steinberg etal., 2005). FGFR 2b wird vorrangig in den epithelialen
Zellen der sich entwickelnden Driise exprimiert und fungiert dort als Rezeptor fir FGF7 und
FGF10. FGF7 erhoht die Expression von FGF1 und FGFR 1b und stimuliert so die Zellproliferation
der Driisenknospe; FGF10 fordert die Zellproliferation am Ende des Ganges, sodass dieser sich
verlingert (Steinberg et al., 2005). Die Wachstumstaktoren der FGF-Familie werden vorrangig vom

Mesenchym sezerniert und miissen durch die mesenchymale sowie epitheliale EZM/Basalmembran
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diffundieren, um an ihren Wirkort, die epithelialen Zellen mit FGF-Rezeptoren zu gelangen

(Hosseini et al., 2018).

Bei der Durchquerung der EZM treffen die Wachstumsfaktoren auf Heparansulfat-
proteoglykane (HSPG) wie Perlecan und Agrin (Hallmann et al, 2022). HSPG dienen
Wachstumsfaktoren als Speicher oder Ko-Rezeptoren und kénnen dariiber den Verlauf der
verzweigenden Morphogenese beeinflussen (vgl. mit Abbildung 3: Proteoglycan, Growth factor,
Growth factor receptor). Am Beispiel des HSPG Perlecan lassen sich diese Funktionen erliutern:
spezifische modulierte Kohlehydratanhinge von Perlecan dienen als Speicher fir FGF10, welches
Spaltenbildung, Proliferation und Verzweigung fordert (Patel et al., 2008). Wenn durch Heparanase
diese spezifischen Strukturen des Perlecans abgespalten werden, setzt dies FGF10 frei und die
abgetrennten Strukturen dienen als Ko-Faktoren bei der Bindung des FGF10 an FGFR2b (Patel et
al., 2007, 2008). Auf diese Weise wechselt die Funktion des HSPGs von Speicher zu Ko-Faktor. Die
Wirkweise von Heparanase verdeutlicht die Relevanz von Proteasen in der verzweigenden
Morphogenese: wie bereits MT2-MMP mit dem Abspalten der NC1-Domine beeinflusst auch
Heparanase-Aktivitit durch Freisetzen eines Botenstoffs deutlich die Verzweigung der
submandibuliren Speicheldrise (engl. submandibulary gland = SMG). Auch Kollagen XVIII
weist Eigenschaften der HSPGs auf und wurde in der EZM der Speicheldriise identifiziert (Halfter
et al, 1998; O. N. Tran et al, 2022). Die Rolle von Kollagen XVIII in der
Speicheldriisenmorphogenese ist nicht vollumfassend studiert. In Studien zu Niere und Lunge
wurde jedoch festgestellt, dass Kollagen XVIII tiber WNT-Signaltransduktion oder die Bindung an
Integrine einen Einfluss auf die verzweigende Morphogenese hat (Lin et al., 2001; Rinta-Jaskari et

al., 2023).

Laminine sind ebenfalls relevante Akteure in der verzweigenden Morphogenese und obligatorische
Bestandteile der Basalmembran (Heinrich et al., 2022; Mattingly et al., 2015; Sequeira et al., 2010).
Die Untereinheiten Laminin al (LAMA1), Lamininyl (LAMC1) und Laminin «5 (LAMAS)
fungieren in der Morphogenese als wichtige Linker zwischen EZM-Molekiilen und Rezeptoren an
der Zelloberfliche (siche Abbildung 3; Durbeej et al., 2001; Kadoya et al., 1995, 1997; Kashimata &
Gresik, 1997). In f6talen humanen Speicheldriisen wird LAMC1 im Gegensatz zu adulten humanen

Speicheldriisen stark exprimiert (Saitou et al., 2020). Laminin-1, das Trimer aus Laminin a 1, £ 1,
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undy 1, bindet iber Integrin o 6 (ITGAS6, siche Abbildung 3) an Zellen, die nahe der Basalmembran
liegen (Kadoya et al., 1995). Der epitheliale Wachstumsfaktor (EGF, siche Abbildung 3) erhéht die
ITGAG6-Expression. Ebenfalls durch EGF erhoht wird die Expression des Gens von Nidogen 1
(NID1, (Kadoya et al., 1997)). Nidogen 1 ist ein ubiquitires Linkermolekiil der Basalmembran; zu
seinen Bindungspartnern geh6ren Laminine und Kollagen IV (Kadoya et al., 2022). Die Nidogen 1-
Laminin y1-Interaktion ist essenziell fur eine ordnungsgemifle Basalmembranbildung in der
verzweigenden Morphogenese (Kadoya et al., 1997). EGF-Supplementierung konnte demnach von

Vorteil bei der Etablierung eines zelluliren Speicheldriisenmodells aus Stammzellen sein.

1.5 Homodostase und Regeneration - Stammzellen der

adulten Speicheldruse?

Zellen, die die Homoostase sowie Regeneration der Speicheldriisen gewihrleisten, sind vielfiltig. Es
konnte bisher keine eindeutige Stammzellnische bzw. universale adulte Speicheldriisen-
stammzellpopulation identifiziert werden und die Suche gestaltet sich kompliziert (Rocchi et al,,
2021; Sui et al.,, 2020; Weng et al., 2019). Ein universaler Stammzellmarker, der in allen sich
regenerierenden Geweben exprimiert wird, ist nicht bekannt. Die Mikroumgebung beeinflusst die
Differenzierung adulter Zellen so immens, dass sie selbst 7z v7vo trans- und de-differenzieren kénnen
(Merrell & Stanger, 2016). In vitro-Untersuchungen reiflen die Zellen aus ihrer natiirlichen
Umgebung, die einen groflen Einfluss auf ihr Verhalten hat (EZM, Zell-Zell-Kontakte, Chemokine
usw.; Weng et al., 2019). Nicht nur Stammzellen kénnen in Zellkultur proliferieren; die artifiziellen
Gegebenheiten verleiten auch differenzierte Zellen dazu, sich zu teilen und andere Gene zu

exprimieren als in vivo (Rapoport et al., 2009).

Speicheldriisenzellen haben generell eine geringe proliferative Aktivitit: sie teilen sich weniger hiufig
als beispielweise Zellen der Darmschleimhaut. Die Art der Stammzellen in der Speicheldriise ist nicht
vergleichbar mit den Stammzellen, die aus dem Knochenmark oder schnell proliferierenden
Geweben bekannt sind (Rocchi et al.,, 2021). Experimente mit ,/abel-retaining cells* (LRC; zu
Deutsch: langsam proliferierende Zellen, die einen DNA-Marker bei Teilung behalten) geben zwar
den Hinweis auf eine Vorliuferzellpopulation in den Schaltstiicken der Ginge, die genauen

Eigenschaften dieser Zellen sind aber unbekannt. Auch azinire oder myoepitheliale Zellen besitzen
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die Fihigkeit zur Homdostase zu proliferieren (Aure et al., 2015; May et al., 2018). Bei reversiblen
Verletzungen wie der Obstruktion des Ausscheidungsgangs oder auch bei geringer Bestrahlung (zu
Beginn der Behandlung) verkiimmern zunichst besonders die aziniren Zellen (Rocchi et al., 2021).
Die Regeneration der aziniren Zellen durch Proliferation derselben ist bis zu einem gewissen
Schweregrad der Beschidigung méglich; Homé&ostase und leichte Regeneration beruhen auf Zellen
derselben Abstammung (engl. /ineage-restricted). Bei einer groferen Anzahl beschidigter Zellen, wie
bei Strahlentherapie tiblich, ist die Beschidigung nicht mit Proliferation azinirer Zellen allein zu
beheben. Dann bedarf es der Plastizitit von Gangzellen, die zu aziniren Zellen differenzieren (Weng
et al, 2018). Andere Speicheldriisen-zellen sind auch in der Lage zu transdifferenzieren,
dedifferenzieren und redifferenzieren (Rocchi et al., 2021; Weng et al., 2018). Auflerdem wird
angenommen, dass Ionozyten, ein kiirzlich auch in Speicheldriisengingen entdeckter Zelltyp, die
Proliferation adulter epithelialer Zellen unterstiitzt (Mauduit et al., 2022). Dabei handelt es sich um
einen iiber verschiedene Organe konservierten Zelltyp, der neben Eigenschaften von Vorlduferzellen
auch die Fihigkeit zur Erhaltung der Ionenhom&ostase besitzt (Horeth et al., 2023; Mauduit et al.,

2022; Pou Casellas et al., 2023).

Homadostase und Regeneration der Speicheldriise beruhen auf proliferativen, unterstiitzenden und
plastischen Fihigkeiten verschiedener Speicheldriisenzelltypen, nicht auf einer einzelnen Population

adulter Stammzellen.

STAMMZELLMARKER NESTIN

Nestin ist als Stammzellmarker in neuronalen Zellen entdeckt worden und hat sich als Marker ftr
Vorlduferzellen in weiteren Geweben etabliert (Cattaneo & McKay, 1990; Lendahl et al., 1990;
Wiese et al., 2004). In der humanen Speicheldriise ist Nestin als solcher Marker wenig erforscht und
eher im Zusammenhang mit Krebs oder in artifizieller Kultur von Speicheldriisenzellen betrachtet
worden (Frahm, 2014; Pérez-Sayins et al., 2021; Petschnik, 2011; Yanai et al., 2013). Die Nestin-
Expression in gesunden murinen Speicheldriisen konnte vor allem in Zellen lokalisiert werden, die,
dhnlich wie myoepitheliale Zellen, um Azini und Ginge herum liegen (Do Valle et al., 2022). Nach
Ligation von murinen Speicheldriisen zeigt sich eine Erhohung Nestin-positiver Zellen am

verschlossenen Gang (Yokoyama, 2017). Unter artifiziellen, verletzungsihnlichen Bedingungen
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scheinen auch humane Zellen, die Azini entspringen, in der Lage zu sein, Nestin zu exprimieren: Das
Isolationsprotokoll fiir die in dieser Arbeit verwendeten Parotis-abgeleiteten Stammzellen (engl.
bhuman parotid gland-derived stem cells = hPDSCs) aus Azini ist adaptiert von einem Protokoll zur
Zellisolation aus dem Pankreas und bringt reproduzierbar Nestin-positive Zellen mit
Stammzelleigenschaften hervor (Kajahn et al., 2008; Kruse et al., 2004; Petschnik, 2011; Richter et
al., 2013). Nestin spielt also sowohl in der Kultur der hPDSCs als auch in der murinen Speicheldriise
eine Rolle als Marker fiir Stammzellen oder Vorliuferzellen und wird in dieser Arbeit als solcher

untersucht.

1.6 Modelle und Tissue Engineering der Speicheldruse

Zur Forschung an Speicheldriisen und speicheldriisenassoziierten Krankheitsbildern werden
Modelle benétigt, die die Speicheldriise und ihre Physiologie sowie Pathophysiologie abbilden.
Sowohl klassische Forschungswerkzeuge wie Tierversuche und Zelllinien als auch neu entwickelte

Technologien wie Organ-Chips finden Einsatz in der Speicheldriisenforschung.

TIERVERSUCHE

Versuchstiere bieten den Vorteil, die Gesamtheit eines Organismus mit all seinen verbundenen
Geweben in Gesundheit wie Krankheit widerspiegeln zu kénnen. Besonders zur Untersuchung der
Folgen von Bestrahlung, der Regeneration der Speicheldriise und méglicher regenerativer Therapien
werden noch viele Tierversuche an Miusen durchgefiihrt (Aure et al., 2015; Emmerson et al., 2018;
Hong et al,, 2022; Jeong et al., 2013; Lombaert et al., 2008; May et al., 2018; Pradhan-Bhatt et al.,

2013; Shin, Hong, et al., 2018; Tanaka et al., 2018; Weng et al., 2018).

Diese Fragestellungen legen ein organismisches System zugrunde, das bisher nur durch Versuchstiere
abgebildet werden konnte. Zellulire Testsysteme bieten bereits jetzt erste Alternativen zu
Tierversuchen, kénnen aber noch nicht das gesamte System eines menschlichen Kérpers abbilden
(siche Kapitel ,Komplexe Speicheldriisenmodelle — Matrigel, Mulden und Mikrofluidik; (Dehne &
Marx, 2020)).
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ExX vIVO-KULTUR VON SPEICHELDRUSENGEWEBE

Die Kultur von Organexplantaten bietet den Vorteil, die Komplexitit eines Gewebes mit
verschiedenen Zelltypen und seiner Struktur widerzuspiegeln. Auflerdem lassen sich die Organe
gezielt durch Supplemente oder Inhibitoren beeinflussen und die Testung neuer Wirkstoffe kann
ohne langwieriges Tierleid wihrend der Experimente erfolgen. Humanes Gewebe kann auch fiir ex

vivo-Kulturen eingesetzt werden, ist jedoch nur limitiert verfiigbar (Emmerson et al., 2017, 2018).

Den Vorteil der gezielten Beeinflussung machen sich auch Forschende zunutze, die die Entwicklung
der Speicheldriise untersuchen: in ex vzvo-Kultur lassen sich embryonale SMG-Explantate unter
Einfluss von Wachstumsfaktoren, EZM-Proteinen oder entsprechenden Proteasen und Inhibitoren
weiterentwickeln (u. v. m. vgl. Kapitel Die Rolle der EZM in der Organogenese (Durbeej etal., 2001;
Fukuda et al., 1988; Kadoya et al.,, 1995, 1997; Onodera et al., 2010; Sakai et al., 2003; Steinberg et
al.,2005; S. Wang etal., 2021; Yamada et al., 2016)). Dies kann Aufschluss dartiber geben, auf welche
Weise gewisse Proteine an der verzweigenden Morphogenese beteiligt sind. Auch Informationen zur
Regeneration in adulten Speicheldriisen lassen sich durch ex vivo-Kulturen erlangen: Emmerson und
Kollegium konnten durch ex vivo-Kultur von murinem und humanem Speicheldriisengewebe
cholinerge Stimulation und SOX2 als Regulatoren identifizieren, die fiir azinire Differenzierung in

fotalen und Regeneration in adulten Speicheldriisen erforderlich sind (Emmerson etal., 2017, 2018).

Die Tierhaltung ist jedoch generell aufwendig und auch ohne das Leid durch Experimente selten
artgerecht. Auflerdem bleiben die Nachteile bestehen, dass Tiere fiir die ex vivo-Kultur sterben
miissen und das Modell weder den gesamten Organismus noch humanes Gewebe abbildet. Humanes

Gewebe fiir ex vivo-Kulturen hingegen ist sehr beschrinkt verfiigbar.

ADHARENT KULTIVIERTE SPEICHELDRUSENZELLEN UND

SPEICHELDRUSENZELLLINIEN

Zelllinien bieten durch einfache Kulturhandhabung, Verfiigbarkeit und Einsatzmoglichkeit in
Hochdurchsatzverfahren immer noch Vorteile gegentiber manchen hochentwickelten komplexen
Speicheldriisenmodellen. AufSerdem stellen bereits einfache zellulire Testsysteme eine Moglichkeit

dar, Tierversuche zu manchen zellbiologischen Fragestellungen zu ersetzen.
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Es gibt eine Reihe an murinen Zelllinien, die sowohl Gang- als auch azinire Differenzierung zeigen
(Rose et al., 2023). Diese Zellen spiegeln bereits viele relevante Eigenschaften wider: neuronale
Stimulierbarkeit samt intrazellulirer Signaltransduktion, epitheliale Zellen in polarem Monolayer
und sekretorische Granula. Keine der murinen Zelllinien kann jedoch die Komplexitit der
Speicheldriisen vollends abbilden und Unterschiede zu humanen Speicheldriisenzellen bleiben nicht

auszuschliefen.

Die wenigen aktuellen humanen Speicheldriisenzelllinien umfassen nur Zellen, die aus Gingen oder
Karzinomen abgeleitet wurden (Rose et al., 2023; Sato et al., 1984; Yanagawa et al., 1986). Azinire
Zellen sind fiir die Modellierung des Sekretionsmechanismus essenziell. Es ist bisher jedoch nicht
gelungen, eine stabile humane azinir differenzierte Zelllinie zu etablieren (Rose et al., 2023). Primire
Zellen verindern in adhirenter Kultur auf Plastik ihre Genexpression, was zu Dedifferenzierung

tithren kann (Rapoport et al., 2009; Rose et al., 2023; Szldvik et al., 2008; B.-X. Zhang et al., 2015).

Durch die Notwendigkeit, immer wieder neue primire Zellen zu generieren, entsteht eine
Abhingigkeit von Explantaten, die nur limitiert zur Verfugung stehen. Die Kultur primirer
Speicheldriisenzellen in komplexeren Modellen zeigte groflere Erfolge, die Expression azinirer
Marker zu erhalten (Joraku et al., 2007; Ozdemir et al., 2017; Song et al., 2021; Srinivasan et al., 2017;
Sui etal., 2020; Szldvik et al., 2008; S. D. Tran etal., 2005). Dazu gehérten auch die adhirente Kultur
auf mit EZM-Proteinen beschichteten, strukturierten Oberflichen oder in Membraneinsitzen (Jang
et al., 2015; Schramm et al., 2017; Soscia et al., 2013; Szldvik et al., 2008; S. D. Tran et al., 2005; B.-
X. Zhang et al, 2015). Zhang und Kollegium zeigten, dass eine Substratbeschichtung mit
Seidenfasern der Dedifferenzierung entgegenwirken kann (B.-X. Zhang et al.,, 2015). Primire
epitheliale Speicheldriisenzellen, die auf Seidenfasern kultiviert wurden, hielten die Produktion,
Einlagerung in Vakuolen und adrenerg stimulierte Sekretion von a-Amylase 1 besser aufrecht als

solche Zellen, die auf herkémmlichen Plastiksubstrat kultiviert worden waren.

Die Methodik mit Membraneinsitzen eignet sich besonders gut, um die Integritit und Polaritit eines
epithelialen Monolayers und potenzielle Speichelsekretion zu unterstiitzen und zu testen. Dies kann
beispielsweise durch Untersuchungen der Expression von Zell-Zell-Verbindungs-molekiilen, trans-
und parazellulirer Flissigkeitsbewegungen und des transepithelialen Wider-stands erfolgen.

Auflerdem erméglichen Membraneinsitze die gezielte apikale und basale Stimulation und
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Versorgung von Zellen. Die Behandlung und Strukturierung des Zellkultursubstrats, sowohl
gewohnlicher Petrischalen als auch von Membraneinsitzen, kann zur Erh6hung der Differenzierung
der darauf kultivierten Zellen fithren (Jang et al., 2015; Soscia et al., 2013). Dabei wird hiufig auf

EZM-Proteine oder Nanofasern zuriickgegriffen.

Adhirente Zellkulturen sind durch die grofle Kontaktfliche mit dem Substrat und die kleineren
Kontaktpunkte mit anderen Zellen jedoch weit entfernt von 7z vivo dhnlichen Zustinden.
Auflerdem sind Zelllinien beschrinkt auf einen Zelltyp und adhirente primire Zellkulturen mit
mehreren Zelltypen sind limitiert in der riumlichen Organisation. Um kultivierte Zellen an natives

Gewebe anzunihern, liegt die Kultur in dreidimensionalen Strukturen nahe.

KOMPLEXE SPEICHELDRUSENMODELLE — MATRIGEL, MULDEN UND

MIKROFLUIDIK

Wie an Prozessen der Morphogenese oder auch der Sekretion deutlich wird, sind komplexere
Modelle erforderlich, um die Physiologie von Speicheldriisen ausreichend abzubilden.
Hochentwickelte Testsysteme sollten unterschiedliche Zelltypen, EZM-Bestandteile und die
Polaritit der epithelialen Zellen widerspiegeln. Nur sehr komplexe Testsysteme wie Multi-Organ-
Chips bzw. Korper-Chips, die einen Organismus systemisch abbilden, koénnten eine echte
Alternative zu Tierversuchen darstellen (Dehne & Marx, 2020). Deshalb steht die Entwicklung
komplexer Speicheldriisenmodelle aktuell im Fokus der Forschung (Decarli, Mizukami, et al., 2022;

Hajiabbas et al., 2022; Pierfelice et al., 2024; Rose et al., 2023).
Zellen fur dreidimensionale Speicheldrusenmodelle

Im  Wesentlichen werden drei verschiedene Zellgrundlagen fiir  dreidimensionale
Speicheldriisenmodelle verwendet: Murine Zellen, humane Stamm- und Vorliuferzellen jeglicher
Art und primire Zellen aus humanen Speicheldriisen. Murine Zellen sind leicht verfiigbar und
wurden bereits erfolgreich in dreidimensionaler Kultur zu Speicheldriissenmodellen differenziert
(Athwal & Lombaert, 2019; Tanaka et al., 2018; Tanaka & Mishima, 2020; Yoon et al., 2022).
Murine Speicheldriisenmodelle eignen sich dazu, biologische Prozesse und Grundlagen zu

untersuchen, die in Menschen dhnlich ablaufen, ohne auf humanes Gewebe angewiesen zu sein
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(Athwal & Lombaert, 2019). Wie Tierversuche kénnen Experimente mit tierischen Zellkulturen den

menschlichen Korper und die darin ablaufenden Prozesse jedoch nur limitiert abbilden.

Humane Stamm- und Vorliuferzellen sind eine beliebte Zellgrundlage in der aktuellen Forschung.
Der Einsatz klassischer embryonaler Stammzellen (engl. human embryonal stem cells = hESCs) ist
aus ethischen Griinden zu vermeiden und findet nur sehr limitiert Anwendung. Deshalb werden
adulte humane Stammzellen und induzierte pluripotente Stammzellen (engl. human induced
pluripotent stem cells = hiPSCs) isoliert, erzeugt, geziichtet und erforscht. Vielseitige adulte humane
Stammzellen sind mesenchymale Stammzellen (engl. mesenchymal stem cells = MSCs), welche auch
in der Entwicklung von Speicheldriisenmodellen Einsatz finden (Adine et al., 2018; O. N. Tran et
al., 2022). MSCs konnen aus verschiedenen mesenchymalen Geweben wie z. B. dem Knochen- oder
Zahnmark isoliert werden (Adine et al., 2018; Baniebrahimi et al., 2019). Deshalb stellen sie eine gut
verfiigbare Zellquelle dar. Adine und Kollegium konnten humane Stammzellen aus dem Zahnmark
erfolgreich einsetzen, um ein Speicheldriisenmodell zu entwickeln (Adine et al, 2018).
Wachstumsfaktoren aus der Speicheldrisenmorphogenese oder EZM-Proteine aus der
Speicheldriise regen die MSCs zur Differenzierung in Richtung epithelialer Speicheldriisenzellen an

(Adine et al., 2018; O. N. Tran et al., 2022).

Am hiufigsten werden primire Zellen, die aus Speicheldriisenexplantaten isoliert wurden, in der
Entwicklung humaner dreidimensionaler Speicheldriisenmodelle eingesetzt (Joraku et al., 2007;
Ozdemir et al., 2017; Song et al., 2021; Srinivasan et al., 2017; Sui et al., 2020). Oft weisen solche
Zellen nach Inkulturnahme Eigenschaften von Stammzellen auf und werden als
Speicheldriisenstammzellen, Speicheldriisen-abgeleitete Stammzellen, glandulire Stammzellen,
adulte Stammzellen oder Progenitoren/Vorlduferzellen aus Speicheldriisen bezeichnet (Hong et al.,
2022; Jeong et al., 2013; Ozdemir et al., 2017; Petschnik, 2011; Sui et al., 2020; Yi et al., 2016). Auch
in dieser Arbeit werden primire Zellen verwendet, die aus Speicheldriisen isoliert wurden und
stammzellartige Eigenschaften aufweisen: humane Parotis-abgeleitete Stammzellen (engl. human
parotid gland-derived stem cells = hPDSCs; (Gorjup et al., 2009; Petschnik, 2011; Rotter et al.,
2008)). hPDSC:s lassen sich kryokonservieren, bleiben tiber viele Passagen proliferativ und behalten

lange die Expression des Stammzellmarkers Nestin bei. Somit bieten hPDSCs den Vorteil, bei Bedarf
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vermehrt oder aufgetaut werden zu kénnen, um in grofler Zahl in 3D-Kultur eingesetzt werden zu

konnen.
Formgebung fur gewebetypische Speicheldrusenmodelle

Es gibt viele Ansitze, Zellen in dreidimensionaler Form zu kultivieren, um die Kultur-bedingungen
an ein vielzelliges, strukturiertes Gewebe anzugleichen. Eine Form von Struktur bei adhirent
kultivierten Zellen gibt bereits die adhirente Kultur in Membraneinsitzen, die im Abschnitt
»Adhirent kultivierte Speicheldriisenzellen und Speicheldriisenzelllinien beschrieben wurde
(Pradhan-Bhatt et al.,, 2013; Schramm et al, 2017; S. D. Tran et al., 2005). Die Kultur in
Membraneinsitzen erméglicht polare Monolayer aufzubauen und die Implementierung von

Mikrofluidik, jedoch nicht Azinus- und Gang-Strukturen mitsamt Bindegewebe abzubilden.

Eine simple Methode zur dreidimensionalen Zellkultur von Driisenzellen sind hingende Tropfen
(Bécavin etal., 2016; Kruse & Fuhr, 2007). Die Sphiroidkultur in hingenden Tropfen beruht darauf,
dass sich Zellen in einem hingenden Suspensionstropfen durch die Schwerkraft getrieben zu
Sphiroiden aggregieren. Bécavin und Kollegium konnten in hingenden Tropfen Mikrogewebe aus
embryonalen murinen SMG herstellen (Bécavin et al., 2016). Die Sphiroidkultur in hingenden
Tropfen bedarf keiner speziellen Utensilien und ist kostengiinstig, jedoch ist die Initiation der 3D-

Kultur arbeitsaufwendig und die Ausbeute gering (Ouyang et al., 2015).

Mittlerweile gibt es fortgeschrittene technologische Moglichkeiten zur Herstellung
dreidimensionaler Organmodelle wie 3D-Druck von Zellkulturutensilien und Bioprinting. Unter
dem Begrift Bioprinting versammeln sich aktuelle Techniken der additiven Fertigung mit
organischen Substanzen sowie lebendigen Zellen. Diese Techniken machen sich beispielsweise
magnetische Nanopartikel zunutze: Die biokompatiblen Partikel werden in Zellen eingelagert,
welche dann in einem Magnetfeld aggregieren (Adine et al., 2018). Ein weiterer Bioprinting-Ansatz
ist, 3D-Druck zur gewebedhnlichen Anordnung von organischen Substanzen und Zellen zu nutzen
(Y. Yin et al, 2023). Yin und Kollegium sind in der Lage ein Modell aus Hydrogel und
Speicheldriisenzellen zu drucken, das in seiner Architektur dem einer tubuloaziniren Driise dhnelt.
Diese Architektur erlaubt dem System Mikrofluidik zu integrieren. Mikrofluidische Systeme kénnen
Nihrstoffe und Sauerstoffe zufiihren sowie Metaboliten und Sekret abfithren; also die Dynamik von

Blut- und Lymphgefiflen sowie des Driisenlumens abbilden. Ein multizellulires Testsystem mit
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implementierter Mikrofluidik, das sowohl Gewebestrukturen als auch -funktionen widerspiegeln
kann, wird auch als Organ-Chip bezeichnet (Ingber, 2022). Tierversuche sind bislang die einzige
Moglichkeit Regeneration der Speicheldriise in einem organismischen System zu testen. Die
Etablierung von Multi-Organ-Chips bzw. ihre Weiterentwicklung zu Kérper-Chips stellen erstmals

eine systemische Alternative zu Tierversuchen dar.

Neben den simplen oder komplex-technologisierten Herangehensweisen gibt es zwei, die sehr hiufig
zur Etablierung dreidimensionaler Speicheldriisenmodelle verwendet werden: [1] die Kultur in
Hydrogelen wie Matrigel, die die EZM-Umgebung im Gewebe widerspiegeln sollen, und [2] die
Sphiroidkultur in Mikromulden.

Hydrogele

Viele hochentwickelte Organoide, die wichtige Eigenschaften der Speicheldriise aufweisen, beruhen
auf der Kultur mit Matrigel (Joraku et al., 2007; Pradhan et al., 2009; Sui et al., 2020; Yoon et al.,
2022). Matrigel besteht aus iber 1800 Proteinen, darunter EZM-Molekiile und Wachstumsfaktoren;
es ist jedoch ein nicht vollstindig definiertes Gemisch, das aus murinen Sarkomzellen stammt
(Hughes et al., 2010). Das macht Organoide, die in Matrigel kultiviert wurden, fiir den Einsatz in

regenerativen Therapien unbrauchbar (Kozlowski et al., 2021).

Der Vorteil von Matrigel ist, dass es den Zellen eine Umgebung bietet, die viele 7 vivo-dhnliche EZM-
Molekiile und  Botenstoffe ~ wie = Wachstumsfaktoren  enthidlt. Die  Betrachtung
speicheldriisenspezifischer EZM-Proteine kann Aufschluss dariiber geben, welche Molekiile in
einem definierten Hydrogel enthalten sein missen, das Zdquivalente Kultur- und
Differenzierungserfolge wie Matrigel erméoglicht. Tran et al. haben dazu azellularisierte EZM
muriner SMG mittels Massenspektrometrie analysiert (O. N. Tran et al, 2022). Die
Forschungsgruppe konnte EZM-Proteine der Speicheldriise identifizieren, die die Differenzierung
von MSCs zu epithelialen Speicheldriisenzellen unterstiitzen (O. N. Tran et al., 2022). Um dieses
Wissen zu erweitern, wire es sinnvoll die EZM-Proteine humaner Speicheldriisen zu identifizieren,
sowohl in fétalen als auch in adulten Entwicklungsstadien. Saitou et al. haben eine grofie Studie zum
Transkriptom der fétalen und adulten groflen Speicheldriisen angefertigt (Saitou et al., 2020).
Obwohl der Fokus auf den Genen sezernierter Proteine lag, gibt die Studie auch Aufschluss zu

fotalen EZM-Proteinen: Unter den stark in fotalen Speicheldriisen exprimierten Genen befinden
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sich  EZM-Vertreter wie Fibrillin1 (FBN1), Lamininyl (Gen LAMCI1), die
Kollagenuntereinheiten 1al, 1a2, 3al, 4a1, Sal und 5a2 sowie die Proteoglykane Perlecan und

Lumican (Gen LUM Saitou et al., 2020).

Eine weitere Herangehensweise zur Identifizierung differenzierungstérdernder EZM-Proteine ist ihr
Einsatz in definierten Hydrogelen fiir Sphiroidkultur (Hosseini et al., 2018; Pradhan et al., 2009;
Srinivasan et al., 2017). Grundlage bieten Erkenntnisse zur Rolle der jeweiligen EZM-Molekiile in
der verzweigenden Morphogenese. Pradhan und Kollegium konnten zeigen, dass die Kultur in einem
definierten Hydrogel mit Perlecan vergleichbare Ergebnisse erzielte wie die Kultur in Matrigel
(Pradhan et al., 2009). Ebenso konnten in definierten Laminin-111-Hydrogelen mit FGF2-
Supplementierung AQPS-positive Speicheldriisenorganoide kultiviert werden (Hosseini et al.,

2018).

Um die Kulturbedingungen noch weiter an den 7z vivo-Zustand anzugleichen, werden dem
Kulturmedium Wachstumsfaktoren = zugesetzt, die nachweislich eine Rolle in der
Speicheldriisenorganogenese spielen (Adine et al., 2018; Hosseini et al., 2018; Lombaert et al., 2008;
Song et al., 2021; Srinivasan et al., 2017). Manche Protokolle passen die Supplementierung einem
zeitlichen Ablauf an, um die zeitliche Abfolge der Morphogenese nachzuempfinden (Adine et al,,
2018; Yoon et al., 2022). Diese Supplemente wie EGF und FGF-Vertreter werden auch in Matrigel-
basierten Kulturmethoden erfolgreich eingesetzt (Joraku et al., 2007; Sui et al., 2020; Yoon et al.,
2022). Da Matrigel aber bereits Wachstumsfaktoren enthilt, lisst sich nicht abschlieflend sagen, ob
es die definiert zugesetzten Wachstumsfaktoren sind, die eine Wirkung auf die Entwicklung der

Sphiroide hatten (Hughes et al., 2010).
Mikromulden

Die zweite hiufig verwendete Technik zur Herstellung von Sphiroiden ist die Kultur in
Mikromulden (Birenboim et al., 2013; Decarli, Mizukami, et al., 2022; Hong et al., 2022; Shin,
Hong, et al., 2018). Mikromulden bieten den Zellen zwar keine EZM-Strukturen wie die direkte
Kultur in Hydrogelen, viele Zellen zeigen aber dennoch die Fihigkeit, sich darin zu aggregieren und
Organoide zu bilden (Decarli, De Castro, et al., 2022). Das Prinzip erinnert an hingende Tropfen:
die Zellen werden von der Schwerkraft in die Mulden gezogen, kénnen dort jedoch nicht am Boden

adhirieren oder ins Gel migrieren und adhirieren stattdessen aneinander. Mikromulden-Platten
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konnen im Vergleich zu hindisch gesetzten hingenden Tropfen im Deckel einer Petrischale ein
Vielfaches an Mulden auf geringerer Fliche aufweisen (Bécavin et al., 2016; Decarli, Mizukami, et
al., 2022; Kruse & Fuhr, 2007). Das macht die Kultur in Mikromuldenplatten besonders gut in
Hochdurchsatzverfahren einsetzbar. Ein weiterer Vorteil der Sphiroidkultur in Mikromulden ist,
dass die Grofle der Sphiroide beeinflussbar ist (Decarli, Mizukami, et al., 2022). Durch die Gréfie der
Mulden ldsst sich der Durchmesser der Sphiroide vorgeben, der fiir die Vitalitit und Physiologie der
Sphiroide von Bedeutung ist. Je grofler der Durchmesser, desto weniger Sauerstoff und Nihrstoffe
gelangen durch Diffusion zum Sphiroidkern. Auflerdem kann es von Vorteil sein, uniforme
kugelférmige Sphiroide zu verwenden, um bei zytotoxischen Tests und der Testung neuer bioaktiver
Substanzen die Variabilitit einzuschrinken (Decarli, De Castro, et al., 2022; Leung et al., 2015;

Zanoni etal., 2016).

Eine Gruppe Forschender um und mit Won-Gun Koh hat ein Speicheldriisenmodell in
Mikromulden etabliert und stetig weiterentwickelt (Hong et al., 2022; Lee et al., 2010; Shin et al.,
2016; Shin, Hong, et al., 2018; Shin, Lee, et al., 2018). Bei den Zellen, die diese Forschungsgruppe
verwendet, handelt es sich um Einzelklone aus primiren murinen und humanen Zellen mit
Stammzelleigenschaften (Yi et al., 2016). Die Mikromulden liegen in Hydrogel, ihr Boden besteht
jedoch aus elektrisch gesponnenen Nanofasern. Die Zellen adhirieren nur an den porésen Matrizen
aus Nanofasern und bilden dort uniforme Speicheldriisensphiroide. Diese Art der Kultur zeigt eine
hohere Effizienz als die Kultur in Matrigel: pro eingesetzte Zellen entstehen mehr Sphiroide (Shin,
Hong, et al., 2018). Die Herstellung der Mikromulden-Platten bedarf eines Electrospinners und
weiterer technischer Ausstattung. Es gibt andere Methoden Mikromulden-Platten herzustellen, die
keine aulergewohnliche Laborausstattung erfordern (Birenboim et al., 2013; Decarli, Mizukami, et

al., 2022; Ozdemir et al., 2017).

Eine Moglichkeit Mikromulden-Platten mit simplen Methoden und Materialien herzustellen ist,
Agarose in Polydimethylsiloxan-Formen (PDMS-Formen) zu gieflen (Birenboim et al., 2013). Dieses

Verfahren wurde nach dem Protokoll von Panzer in dieser Arbeit angewendet (Panzer, 2023).

Mikromulden bieten durch ihre Offnung die Moglichkeit, zeitversetzt Ko-Kulturen anzufertigen
(Ozdemir et al., 2017). Ozdemir und Kollegium waren in der Lage, Ko-Kulturen von

Speicheldrisensphiroiden mit humanen myoepithelialen Zellen in Agarose-Mikromulden-Platten
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(AMP) zu etablieren (Ozdemir et al., 2017). Nach der Bildung eines kompakten Sphiroids kann eine
zweite Zellschicht dariiber gesit werden, welche aus Zellen besteht, die auch in der Histologie der
Speicheldriise an epitheliale Driisenzellen anschliefen. Beispielsweise kénnten neuronale oder
myoepitheliale Zellen die Ahnlichkeit der Sphiroide zum nativen Gewebe erhhen und somit auch

die Funktionalitit der Sphiroide verstirken.

Song und Kollegium verbinden die beiden beliebtesten Methodiken, indem sie die Mulden mit
Polyethylenglykol-Hydrogel fillen (Song et al., 2021). Die Zellen sind immobilisiert, sodass
Mikrofluidik implementiert werden kann: ein weiteres Beispiel fiir einen Speicheldriisen-Organ-

Chip.

1.7 Motivation und Ziel der Arbeit

Wie bereits oben beschrieben, erfiillt Speichel wichtige Funktionen zur Erhaltung der Gesundheit
und Lebensqualitit. Erkrankungen der Speicheldriise sowie die Nebenwirkungen von Therapien
anderer Krankheiten kénnen den Speichelfluss und somit die Lebensqualitit vieler Betroffener
beeintrichtigen. Die hiufigste Speicheldriisenerkrankung ist obstruktive Sialadenitis, eine
Entziindung der Speicheldriise, der ein Verschluss des Ausscheidungsgangs vorangeht. Dieser
Verschluss ist meist auf Sialolithiasis zurtickzuftihren, die Bildung von Konkrementen, auch
Speichelsteine genannt (Ogle, 2020). Obstruktive und entziindliche Speicheldriisen-erkrankungen
gehen oft miteinander einher, da fehlende Spiilung des Ausscheidungsgangs und der Mundhahle
Infektionen begitinstigt. Infolge des Verlusts von regulirem Speichelfluss konnen Karies und
Verletzungen der Mundschleimhiute auftreten. Die Fihigkeit, diese Verletzungen zu heilen, ist
geringer und das Risiko einer Infektion erhoht sich, da die im Speichel enthaltenen
Wachstumsfaktoren, Immunglobuline und antibakteriellen Bestandteile fehlen. Infektionen fithren
zu Mundgeruch, die den erkrankten Personen unangenehm im Kontakt mit anderen Menschen sein
konnen. Nicht zuletzt fithrt Mundtrockenheit zu Schmerzen beim Sprechen und Schlucken, was
nicht nur im Kontakt zu anderen Menschen sondern sogar auf die Erndhrung der erkrankten Person

weitreichende Folgen haben kann.

Sekretorische Storungen der Speicheldriisen kénnen diverse Ursachen haben. Die am hiufigsten

zugrundeliegenden Ursachen sind das Sjogren-Syndrom und Therapien vorausgehender
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Erkrankungen: xerogene Medikamente und Strahlentherapie zur Behandlung von Kopf-Hals-
Tumoren (Ogle, 2020). Das Sjogren-Syndrom ist eine chronisch entziindliche Systemerkrankung,
die u. a. mit Speicheldriisenschwellungen und Mundtrockenheit einhergeht. In spiterem Stadium
fihre die Autoimmunerkrankung zum Untergang der sekretorischen Zellen der Speicheldriise

(Lenarz & Boenninghaus, 2012).

Beispiele fur xerogene Medikamente sind Psychopharmaka und Sympathomimetika, also
Pharmazeutika, die Einfluss auf das Nervensystem haben (Lenarz & Boenninghaus, 2012; Tan et al,,
2018). Eine Metaanalyse zu xerogenen Medikamenten ergab, dass besonders antimuskarinerge Mittel
gegen Blaseninkontinenz, aber auch Antidepressiva und Psycholeptika Mundtrockenheit bei dlteren
Behandelten begiinstigen (Tan et al., 2018). Dies ist von besonderer Bedeutung, da gerade iltere
Menschen hiufig auf solche Medikamente angewiesen sind, aber auch bereits durch altersbedingte
Faktoren ein erhohtes Risiko fur Mundtrockenheit aufweisen. Denn die histologische
Zusammensetzung der Speicheldriisen verindert sich im Alter: der Fett- und Bindegewebsanteil am
Volumen der Driisen nimmt zu, wihrend der Anteil der sekretorischen Zellen abnimmt (Scott et al.,
1987; Vissink et al., 1996). Somit verlieren die Speicheldriisen die funktionserfiillenden Zellen im
Alter. Im Hinblick auf eine alternde Bevolkerung ergibt sich daraus eine starke Motivation, ein

Speicheldriisenmodell und neue Therapien zur Regeneration von Speicheldriisen zu entwickeln.

Kopf-Hals-Tumor ist ein Sammelbegriff fiir eine heterogene Gruppe an Tumoren. Weltweit sind
Kopf-Hals-Tumore die siebthiufigste Krebsart (mehr als 660.000 Neuerkrankungen im Jahr 2020)
und die Tendenz der Neuerkrankungen in Industriestaaten ist steigend (Gormley et al., 2022). Die
Strahlentherapie zur Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren fithrt bei 80 % der Uberlebenden zu
Mundtrockenheit (X. Wang & Eisbruch, 2016). Die Bestrahlung beschidigt nicht nur die
Krebszellen, sondern besonders auch azinire Zellen, die bei anhaltender Therapiedauer nicht mehr
in der Lage sind, zu regenerieren. Ohne die sezernierenden Zellen bleibt der Speichelfluss aus. Selbst
wenn diese Menschen also ihre Krebserkrankung tiberleben, besteht eine grofSe Wahrscheinlichkeit,

dass sie nach der Genesung in ihrer Lebensqualitit beeintrichtigt bleiben.

Die Notwendigkeit fiir ein funktionales Speicheldriisenmodell und regenerative Therapien der
Speicheldriisen ist deutlich erkennbar. Die aktuellen Modelle decken den Bedarf noch nicht fiir

jegliche Fragestellungen und erforderlichen Anwendungen ab. Besonders grof ist die Notwendigkeit
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Einleitung

von systemischen Alternativen zu Tierversuchen, um Tierversuche zur Entwicklung von
Humanarzneimitteln obsolet zu machen. Obwohl das Arzneimittelgesetz die systematische Suche
nach einer Alternativmethode vorschreibt, bedarf die Zulassung neuer Arzneimittel in Deutschland
noch der Testung an Tieren (Arzneimittelgesetz (AMG), 2023; Sachstand zu Tierversuchen und
tierversuchsfreien Alternativmethoden, 2020). In den Vereinigten Staaten von Amerika ist es
mittlerweile erlaubt, in klinischen Studien potenzielle Medikamente zu testen, die zuvor nicht in
Tierversuchen sondern durch Alternativmethoden untersucht wurden (Wadman, 2023). Die
Europiische Arzneimittelagentur sieht noch Bedarf an Fortschritten in der Entwicklung von
Alternativen (,Europiische Arzneimittelbehérde will noch nicht auf Tierversuche verzichten®,
2023). Diese Gesetzgebungen geben alle den Anlass, an alternativen Methoden zu forschen, neue
Testsysteme zu etablieren und vorhandene stetig zu verbessern. Viele Forschende verfolgen bereits
das 3R-Prinzip: Replace, Reduce, Refine (zu Deutsch ,Ersetzen, Reduzieren, Verfeinern®).
Tierversuche sollen vermieden, also reduziert oder z. B. durch zellulire Testsysteme ersetzt werden.
Wenn dies nicht mdéglich ist, sollen die Bedingungen des Tierversuchs verfeinert werden (3R-
Forschung, 2023). Nicht alle biologischen Prozesse laufen in Tieren auf dieselbe Weise wie im

Menschen ab. Es bedarf also nicht nur aus ethischen Griinden Alternativen zum Tierversuch.

ZIELSETZUNG

Das iibergeordnete Ziel der Arbeit war es, ein zellulires Speicheldriissenmodell aus humanen Parotis-
abgeleiteten Stammzellen (hPDSCs) zu entwickeln, das einen Vorteil gegentiber den bereits

bestehenden Zellkulturen, Modellen und Testsystemen der Speicheldriisen aufweist.

Zu diesem Zweck wurde zunichst evaluiert, welche Medienzusammensetzung eine
speicheldriisenspezifische Genexpression in den hPDSCs fordert. Dazu wurden frisch isolierte
hPDSCs in serumreduziertem und serumfreiem Medium kultiviert, das in der Differenzierung zu
epithelialen Schweif§driisenzellen erste Erfolge gezeigt hatte (Ertongur-Fauth, 2017). Mit dem Ziel
Prozesse der Speicheldriisenmorphogenese zu unterstiitzen, wurde beiden Medien der epitheliale
Wachstumsfaktor EGF (engl. epithelial growth factor) zugesetzt, der eine wichtige Rolle in der
verzweigenden Morphogenese spielt und bereits in anderen zelluliren Speicheldriisenmodellen

erfolgreich gewirkt hatte (vgl. Kapitel ,Modelle und Tissue Engineering der Speicheldriise”).
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Als Nichstes sollte mit den besagten Zellen und Medien ein dreidimensionales zelluldres
Speicheldriisenmodell etabliert werden, das sich ohne den Einsatz von Matrigel, anderen xenogenen
EZM-Proteinen und komplexen Techniken kultivieren lisst. Dazu wurden hPDSCs in Agarose-
Mikromulden-Platten (AMP) kultiviert, in denen sich einfach, raum- und materialsparend viele
Sphiroide generieren lassen. Anhand der entstandenen hPDSC-Sphiroide lie sich untersuchen, wie
sich die Zell-Zell-Verbindungen sowie die Abwesenheit von Zellkulturplastik oder EZM-Ersatz auf

die Genexpression der hPDSCs auswirkten.

Zuletzt wurden die globalen Genexpressionsverinderungen miteinander verglichen, die mittels
chemischer Stimulation durch Mediumbestandteile und die mittels komplexer Stimulation durch
Kultur in dreidimensionalen Zellverbiinden entstanden sind. Der Fokus lag darauf, in den
Genexpressionsinderungen Anzeichen fur das Potenzial zu finden, die hPDSCs zu
Speicheldriisenzellen zu differenzieren. Dazu wurde die gepoolte RNA von hPDSCs aus den
unterschiedlichen Kulturen in einer Transkriptomanalyse sequenziert und in einer differenziellen
Genexpressionsanalyse (DEA) verglichen. Auf diese Weise sollte evaluiert werden, welche
Kulturkonditionen die hPDSC am stirksten dabei unterstiitzen, ein Genexpressionsprofil von

Speicheldriisenzellen zu erlangen und somit Potenzial fiir ein Speicheldriisenmodell aufzuweisen.

Die Ergebnisse der DEA erweiterten die Arbeit um ein Ziel: Das Enrichment wies besonders auf
starke Verinderungen in der EZM hin. Da die EZM ecine grofle Rolle in der verzweigenden
Morphogenese von Speicheldriisen spielt, wurde anhand des Expressionsmusters der EZM-Gene
untersucht, in welchem Differenzierungsstatus sich die hPDSC-Sphiroide befanden. Die
Erkenntnisse sollten dabei helfen, Mafinahmen zur Differenzierung der hPDSC-Sphiroide zu einem

funktionalen Speicheldriisenmodell zu treffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Losungen und Puffer

Tabelle 1: Liste der Chemikalien, Losungen und Puffer.

Bezeichnung

Hergestellt/vertrieben von

Accutase Life Technologies, USA
Agarose (NEEO Ultra-Qualitit) Carl Roth, Deutschland
Amphotericin B Merck Millipore, USA

Bovines Hypophysenextrakt (BPE) Life Technologies, USA

Bovines Serumalbumin (BSA)

PAN-Biotech GmbH, Deutschland

Cell-Tak™, Zell- und Gewebekleber Corning, USA
Kollagenase NB 8 Nordmark Pharma GmbH,
Deutschland
DMEM (4,5 g/L D-Glukose, L-Glutamin) Life Technologies, USA
DMEM/F12 Life Technologies, USA
DMSO SigmaAldrich, USA
Eindeckmedium Vectashield Biozol, Deutschland
FKS (LOT 42Q4052K) Life Technologies, USA
Gentamycin Merck Millipore, USA
Glyzerin Carl Roth, Deutschland
KSFM Life Technologies, USA
L-Glutamin Merck Millipore, USA
Nukleasefreies Wasser Qiagen, Deutschland
PBS (Dulbecco’s, ohne Calcium und Magnesium) Life Technologies, USA
Penicillin/Streptomycin Merck Millipore, USA
rthEGF Promega, USA
rthEGF (KSFM-Kit) Life Technologies, USA

Ringerldsung
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Material und Methoden

Hergestellt/vertrieben von

Super PAP Pen Liquid Blocker

Science Services GmbH, Deutschland

SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer Kit

Dow Chemical, USA

TE-Puffer

AppliChem GmbH, Deutschland

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Einbettmedium

Sakura Finetek Germany GmbH,
Deutschland

Triton™-X100

SigmaAldrich, USA

Trypsin-EDTA-Lésung

Merck Millipore, USA

Tween® 20 (Polysorbat)

VWR, USA

Vectashield Eindeckmedium

BIOZOL Diagnostics Vertrieb GmbH,
Deutschland

Ziegennormalserum

2.2 Kits

Tabelle 2: Liste der Kits fiir die Molekularbiologie.

Bezeichnung

Vector Laboratories, USA

Hergestellt/vertrieben von

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies, Inc.
Headquarters, USA

NucleoSpin Mini RNA-Isolation

Macherey-Nagel, Deutschland

QuantiFast SYBR Green PCR Kit

QIAGEN, Deutschland

QuantiTect Reverse Transcription Kit

QIAGEN, Deutschland

Direct-zol™ RNA Microprep

2.3 Primer

ZYMO RESEARCH Corporation,
USA

Alle Primer wurden passend zum QuantiFast SYBR Green PCR-Kit bei QIAGEN in lyophilisierter

Form erworben und in TE-Puffer gel6st.
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Tabelle 3: Liste der verwendeten QuantiTect-Primer. Erliuterungen zu den Markern im Glossar und in Tabelle 16.
*RPS18 wurde als Referenzgen verwendet.

Gen Amplikon- Schmelz- Herstellerbezeichnung
lange temperatur
AMY1A 122 bp 80,0 °C Hs AMY1A 1 SG
ANOI1 92 bp 79,5 °C Hs ANO1_1_SG
AQPS 189 bp 87,5°C Hs_AQPS_1_SG
CASP3 147 bp 81,5°C Hs_CASP3 1 SG
CFTR 118 bp 79,0°C Hs CFTR_1 _SG
CHRM3 121 bp 80,0 °C Hs CHRM3 2 SG
MKI67 86 bp 78,5 °C Hs_ MKI67 1 _SG
NES 77 bp 79,0 °C Hs NES 1 SG
RPS18* 61bp 79,5 °C Hs RPS18 1 SG

2.4 Antikorper

Tabelle 4: Liste der Primirantikorper zur immunhistochemischen Firbung.

Zielepitop Herkunft  Klonalitat Ver- IgG  Hergestellt/
dunnung vertrieben von
Aquaporin 5 Maus monoklonal, 1:500 IgG1 Santa Cruz
D7 Biotechnology,
USA
CHRM3 Kaninchen polyklonal 1:600 - Sigma Aldrich,
USA
Kollagen IV Kaninchen polyklonal 1:250 - Abcam,
Vereinigtes
Kénigreich
Nestin Maus monoklonal, 1:200 IgGl  Merck Millipore,
10C2 USA
TMEMI16A Maus monoklonal, 1:500 IgGl  Abcam,
DG1/447 Vereinigtes
Konigreich
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Tabelle 5: Liste der Isotypkontrollen zur Spezifizierung der Primirantikérper.

lgG-Klasse Herkunft VerdUinnung Hergestellt/vertrieben von

IgG1 Maus Santa Cruz Biotechnology, USA

Tabelle 6: Liste der Sekundirantikorper mit konjugiertem Fluophor.

Reaktivitdt  Konjugiertes Verdinnung Herkunft Hergestellt/

Fluophor vertrieben von
Kaninchen Cy3 1:400 Ziege Dianova GmbH,
Deutschland
Kaninchen FITC 1:200 Ziege Dianova GmbH,
Deutschland
Maus Cy3 1:400 Ziege Dianova GmbH,
Deutschland

2.5 Verbrauchsmaterial

Tabelle 7: Liste des Verbrauchsmaterials.

Bezeichnung Hergestellt/vertrieben von
96-well-PCR-Platte samt Verschlussfolie Bio-Rad, USA

Bakteriologische Schale (55 mm, 90 mm) Carl Roth, Deutschland
Bechergliser (20-100 ml) Carl Roth, Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter (0,1-20 pl, 10 pl, 100 pl, Sarstedt, Deutschland
1000 pl)

CUTFIX Einwegskalpell (Fig. 23) B. Braun, Deutschland
Glaspasteurpipetten, 230 mm VWR, USA
Glaspipette (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) VWR, USA
Kryorohrchen, 2 ml TPP, Schweiz
Petrischale, 120 x 120 mm Greiner, Osterreich
Pipettenspitze (20 pl, 200 pl, 1000 pl) Sarstedt, Deutschland
Reaktionsgefifs (1,5 ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml) Sarstedt, Deutschland
Serologische Pipette (5 ml, 10 ml, 25 ml) Corning, USA

37



Bezeichnung

Hergestellt/vertrieben von

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

Sarstedt, Deutschland

PDMS-Form fiir Agarose-Multiwell-Platten (AMP) Eigene Herstellung
Spritzentfilter, 0,22 pm Carl Roth, Deutschland
Sterican®-Kaniile, 20G, 0,9 x 40 mm Carl Roth, Deutschland
Zellkulturflasche (25 cm?, 75 cm?, 150 cm?) TPP, Schweiz
Zellkulturplatten (6 und 96 Kalotten) TPP, Schweiz
Zellkulturschalen (22,1 cm?, 60,1 cm?) TPP, Schweiz

Propidiumiodid-Einwegkassetten NucleoCassette™

ChemoMetec, Dinemark

w-Dish 35 mm Zellkulturschalen

Ibidi, Deutschland

Nylonmembran Sefar, Schweiz
Deckglischen Carl Roth, Deutschland
2.6 Gerate

Tabelle 8: Liste der verwendeten Geriite.

Bezeichnung

Hergestellt/vertrieben von

2100 Bioanalyzer Instrument

Agilent Technologies, Inc., USA

Brutschrank

Binder, Deutschland

Gefrier- und Kihlschrinke (-20 °C - 4 °C)

Liebherr, Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C)

Snijders Produktie B.V., Niederlande

Kryostat Microm HM 560

Thermo Fisher Scientific, USA

Mikroskope

Zeiss, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1

Inverses Mikroskop Axio Vert Al

Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM710

Nukleinsiureaufreinigungsautomat QIAcube

QIAGEN, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Deutschland

Pipettierhilfe
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Hergestellt/vertrieben von

qPCR-Cycler Bio-Rad cycler

Bio-Rad, USA

Schiittelinkubator GFL 3031

LAUDA Technology Ltd, Vereinigtes
Kénigreich

Spektrophotometer NanoDrop 1000

PagLab, Deutschland

Sterilwerkbank fr molekularbiologische Arbeiten

ibs | tecnomara GmbH, Deutschland

Sterilwerkbank fiir Zellkultur

Kojair Tech Oy, Finnland

Thermocycler Mastercycler personal

Eppendorf, Deutschland

Wasserbad

Memmert GmbH + Co.KG,
Deutschland

Zellzihlgerit NucleoCounter®

2.7 Software

ChemoMetec, Dinemark

Tabelle 9: Liste der verwendeten Software und netzbasierter bioinformatischer Dienste. Die Chatbots wurden

ausschlieflich als Inspiration fir Formulierungshilfen und Synonyme verwendet, keine der Autorin zuvor unbekannten

Aussagen ungeprift verwendet und nie ein gesamter Satz des Suchergebnisses deckungsgleich in die Arbeit

iibernommen.

Bezeichnung

Entwickelt/vertrieben von

Bio-Rad CFX Manager 3.1 Bio-Rad, USA
ChatGPT OpenAl USA
Gemini (ehemals Bard) Google LLC, USA

Inkscape 1.2

Inkscape-Team

Microsoft Office 365

Microsoft, USA

OmicsBox (Version 2.1.14)

BioBam, Spanien

Prism (Version 5 und 10) GraphPad, USA

R Studio Posit Software, USA

ZEN (black edition) Zeiss, Deutschland

ZEN lite (blue edition) Zeiss, Deutschland

Zotero 5.0 Roy Rosenzweig Center for History

and New Media, USA
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Bezeichnung Entwickelt/vertrieben von

2.8 Humane Gewebeproben

Das Gewebe stammte aus Parotidektomien gutartigen Gewebes bei Erkrankungen von Minnern im
Alter zwischen 16 und 83 Jahren. Die Patienten wurden dariiber aufgeklirt, wie mit dem Gewebe
verfahren wird, und haben eingewilligt das Gewebe zur Verfiigung zu stellen. Die Studie wurde
genehmigt durch die Ethik-Kommission der Landesirztekammer Rheinland-Pfalz (Antragsnummer
2020-15196). Die Parotidektomien erfolgten in der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenkunde der
Universititsmedizin Mainz. Die Gewebeproben wurden in Ringerlésung auf Eis tiber Nacht ins

Labor nach Liibeck geschickt.

2.9 Isolation der humanen Parotis-abgeleiteten

Stammzellen

Folgende Gewebeproben aus humanen Parotiden wurden verwendet, um humane Parotis-

abgeleitete Stammzellen (hPDSCs) zu isolieren (Tabelle 10).

Tabelle 10: Informationen zu den humanen Gewebeproben aus Parotiden und ihrer Verwendung.

Alter Geschlecht Generierte Zelllinie Gewebeschnitte
80 Jahre minnlich hPDSC1 X

83 Jahre minnlich hPDSC2

16 Jahre minnlich hPDSC3

50 Jahre minnlich hPDSC4

Die Isolation der hPDSCs erfolgte nach dem etablierten Protokoll zur Isolation von glanduliren
Stammzellen von Kruse et al. (Kruse et al., 2004). Dazu wurde die Parotisprobe zunichst mechanisch
zerkleinert und dann mittels Kollagenaseverdau weiter dissoziiert (Abbildung 4, A-C). Diese
Suspension wurde durch Trituration in Glaspipetten und Filtration durch ein Gazenetz (200 um

Maschengrofe) verfeinert. Nach 1-2 Waschschritten in Stammzellmedium mit 20 % FKS
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(Zentrifugation fiir S min bei max. 130 g) bestand das Pellet aus Einzelzellen und Azini (Abbildung
4, D). Diese wurden in Stammzellmedium mit 20 % FKS (siehe Tabelle 11) resuspendiert und auf
eine Fliche entsprechend der Pelletgrofle ausgesit. Ab der dritten Passage wurde bei gutem

Wachstumsverhalten statt eines Mediumwechsels eine Medienumstellung auf DMEM mit 10 % FKS

durchgefiihrt.

Abbildung 4: Isolation der hPDSCs. A. Gewebeprobe humaner Parotis; relativ grof, verfettet, ein wenig blutig. B.
Dissoziiertes Gewebe in Digestionsmedium nach der ersten Digestionsinkubation; oben am Rand schwimmt fetthaltiger
Gewebeanteil. C. Dissoziiertes Gewebe in Digestionsmedium nach zweiter Digestionsinkubation D. Gefilterte und
zentrifugierte Suspension; Pellet beinhaltet Zellen und Azini, die in Stammzellmedium resuspendiert und ausgesit

werden. Lineal gilt nur als Mafstab fiir A.
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Tabelle 11: Medien zur Stammzellisolation.

Isolationsmedium

10 mM

HEPES Puffer

70 % (v/v)

Modified Eagle’s Medium

0.5 % (v/v)

Trasylol

1% (w/v)

Bovines Serumalbumin

2,4 mM

Calciumchlorid

Digestionsmedium

10 mM

HEPES Puffer

70 % (v/v)

Modified Eagle’s Medium

0.5% (v/v)

Trasylol

1% (w/v)

Bovines Serumalbumin

2,4 mM

Calciumchlorid

0.63 PZ/mg

Kollagenase

Stammzellmedium bei Isolation

Basalmedium

DMEM

20% (v/v)

FKS

10 mg/ml

Penicillin/Streptomycin

210 Zellkultur

Die hPDSCs wurden tiber mehrere Passagen kultiviert, vermehrt und dann in unterschiedlichen

Experimenten eingesetzt.
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STANDARDKULTUR DER HPDSCs

Die hPDSCs wurden standardmifig in adhirenter Kultur mit DMEM, 10 % FKS kultiviert. Alle 2-
4 Tage wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgel6st, bei 300 g

abzentrifugiert, in DMEM, 10 % FKS resuspendiert und in einem Verhiltnis von 1:3 neu ausgesit.

Tabelle 12: Medien in der Stammzellkultur.

Stammzellmedium in Standardkultur

Basalmedium DMEM

10% (v/v) FKS

100 wg/ml  Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium (Standard, mit Serum)

90 % (v/v) FKS

10% (v/v) DMSO

DIFFERENZIERUNG DER HPDSCS DURCH MEDIEN FUR EPITHELIALE

ZELLKULTUR

Um die hPDSCs in epitheliale Speicheldriisenzellen zu differenzieren, wurden die Stammzellen in
den beiden bereits bekannten epithelialen Medien DMEM/F12-EGF und KSFM kultiviert (Tabelle
13). Dazu wurden die hPDSCs wurden mit Trypsin-EDTA abgelost, in drei Teile geteilt und
abzentrifugiert. Jedes der drei Pellets wurde in einem anderen Kulturmedium resuspendiert und

ausgesit. Der Mediumwechsel erfolgte wie bei der Standardkultur alle 2-4 Tage.
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Tabelle 13: Epitheliale Differenzierungsmedien. DMEM/F12-EGF: von Gao et al. adaptiertes Medium zur

epithelialen Differenzierung. KSFM: serumfreies Keratinozytenmedium.

DMEM/F12-EGF

Basalmedium DMEM/F12(1:1)
5% (v/v) FKS
0,4 ug/ml  Hydrocortison
1,34 pg/ml  Triiodothyronin
2mM L-Glutamin
10 pg/ml  ITS
10 ng/ml rhEGF
100 pg/ml  Penicillin/Streptomycin
KSFM (supplementiert)
Basalmedium KSFM
50 ug/ml BPE
Sng/ml rhEGF
100 pg/ml  Penicillin/Streptomycin

3D-KULTUR DER HPDSCs

Die 3D-Kultur der hPDSC:s erfolgte in Agarose-Mikromulden-Platten (AMP), die eine einfache und
ertragreiche Kultivierung von Sphiroiden erméglichen. Die AMP wurden eigens nach dem
Protokoll von Panzer hergestellt (vgl. Abbildung 5). Dazu wurde die gewiinschte Form zunichst im
3D-Drucker vorgefertigt (Abbildung S, erstes Bild), dann ein Negativ aus Silikon gegossen
(Abbildung 5, zweites Bild) und schliefSlich je 1,8 ml Agarosegel (2% in PBS) in die sterilen
Silikonformen gegeben. Die entstehenden AMP weisen 913 konische Vertiefungen mit einem
Offnungsdurchmesser von 750 pm auf. Nach dem Auskiihlen des Agarosegels wurden die AMP
mithilfe einer sterilen Pinzette herausgelost. Die Lagerung erfolgte maximal 1 Woche in PBS bei 4 °C.
Vor der Besiedelung mit Zellen wurden die AMP im entsprechenden Kulturmedium mindestens

eine Stunde bei 37 °C inkubiert (vgl. Abbildung 5, drittes Bild).
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Abbildung 5: Herstellungsschritte der AMP. A 3D-gedruckte Form der AMP, welche als Form fiir das Negativ aus
Silikon fungiert (B). B Silikon-Negativ; 913 kegelférmige Noppen mit einem Durchmesser von 700 wm an der breitesten
Stelle und einer Hohe von 750 pm. C AMP aus 1,8 ml Agarosegel (2 % in PBS); bereits im Kulturmedium inkubiert.
Fotos: 1, 2 von (Panzer, 2023); 3 selbst angefertigt. Details zur Herstellung: (Panzer, 2023).

Kultur- und Differenzierungsmedien in der 3D-Zellkultur

In vorherigen Versuchen wurden sowohl das Standardmedium fiir die Kultur der hPDSCs als auch
die epithelialen Differenzierungsmedien DMEM/F12-EGF und KSFM als méogliche Kulturmedien
fiur die 3D-Kultur identifiziert. In Studien zur 3D-Kultur von Speicheldriisenzellen wurden
Keratinozytenmedien, DMEM/F12-basierte Medien und andere serumfreie Medien bereits
erfolgreich eingesetzt (Joraku et al., 2007; Pradhan-Bhatt et al., 2013; Song et al., 2021; Sui et al,,
2020).

Die AMP wurden in 6-well-Platten gelegt und zur Aquilibrierung mindestens je 1 ml Medium in
und um die AMP gegeben. Die Anzahl der eingesetzten Zellen und die Dauer der Kultur orientierte
sich an dem Protokoll zur Herstellung multizellulirer Testsysteme (Kruse & Fuhr, 2007). Es wurden
400 Zellen pro Mulde in der AMP, also pro Sphiroid, eingesetzt. Dementsprechend wurden pro
AMP 365200 Zellen in 1 ml des jeweiligen Kulturmediums suspendiert, das Medium im Inneren der
AMP abgesaugt und die Zellsuspension auf der Oberfliche der AMP verteilt. AufSerdem wurde 1 ml
zellfreies Medium in das we// um die AMP gegeben. So wurden die Zellen fiir einen Tag kultiviert,
wihrend dem sie an den Grund der Mulden sinken konnten. Am ersten Tag wurde das Medium
gewechselt; danach erfolgte der Medienwechsel alle 2-4 Tage. Am 7. Tag wurden die Sphiroide

geerntet und fiir folgende Analysen verwendet.
Ernte der Spharoide aus hPDSCs

Die AMP wurden zur Ernte in eine Petrischale tiberfithrt und etwa ein Fiinftel des Rands

abgebrochen (siche Abbildung 6, B). Um die Sphiroide aus den Mulden zu 16sen, wurden diese mit
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PBS aus einer senkrecht aufgesetzten Pipette herausgespiilt. Je nach anschlieender Analyse wurden
die Sphiroide aus der Suspension in andere Gefifle tiberfiihrt (siche entsprechende Abschnitte vor
analytischer Methode). Eine Ausnahme bildete die Ernte der Sphiroide fur die quantitative Analyse
der Vitalitit. Hierfiir wurden die Sphiroide direkt in den AMP gefirbt (sieche Lebend-Tot-

Firbungen der Sphiroide).

Abbildung 6: 3D-Kultur der hPDSCs. A Zwei AMP in einer 6-well-Platte. B Ernte der Sphiroide: Rand der AMP
aufgebrochen, Sphiroide mit PBS aus Mulden gespiilt. C Anheften der Sphiroide in Cell-Tak™.-beschichteter ibidi-
Schale.

211 Lebend-Tot-Farbungen der Spharoide

Die Sphiroide wurden auf die Vitalitit der Zellen untersucht, indem sie mit Propidiumiodid (PI)
und Fluoresceindiacetat (FDA) gefirbt wurden. PI firbt die Zellkerne toter Zellen, wihrend FDA
das Zytosol metabolisch aktiver Zellen firbt. Zur Lokalisierung der Zellkerne wurden diese aufSerdem
mit Hoechst 33342 eingefirbt. Die Zusammensetzung der Firbelosung sowie die Optima der
Absorptions- und Emissionsspektra der Fluoreszenzfarbstofte sind in Tabelle 14 zu finden. Die
Firbelosung wurde nach den Angaben in Tabelle 14 angesetzt und bis zum Einsatz vor Licht
geschiitzt maximal 2h bei 4°C gelagert. Der Firbevorgang ist in den folgenden Abschnitten
beschrieben und wurde angepasst, je nachdem, ob eine quantitative oder eine detailorientierte

Analyse stattfinden sollte.
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Firbelosung zur Vitalititsanalyse samt Optima der Absorptions- und

Emissionsspektra der Fluoreszenzfarbstoffe.

Farbeldosung

Absorptions- Emissions-
Basis PBS wellenlange wellenlange
0,02 mg/ml Hoechst 33342 405 nm 451 nm
0,008 mg/ml FDA 488 nm 540 nm
0,02 mg/ml PI 550 nm 652 nm

QUANTITATIVE ANALYSE DER VITALITAT

Zur quantitativen Analyse der Vitalitit der Sphiroide wurden Ubersichtsaufnahmen von gesamten
AMP erstellt. Dazu wurden die Sphiroide innerhalb der AMP gefirbt. Zuvor wurde das Medium
abgenommen und die Sphiroide fir Smin mit PBS inkubiert, um Serumbestandteile
herauszuwaschen. Nach dem Waschschritt wurden 500 uL der Firbelosung vorsichtig auf einem
AMP verteilt. Die Sphiroide wurden 20 min abgedunkelt bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und
dann erneut mit PBS gewaschen. Schliellich wurde die Firbung mittels einer Ubersichtsaufnahme
des gesamten AMP am Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 dokumentiert. Die Signifikanz der
Ergebnisse wurde mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse (Kruskal-Wallis-Test) tiberpriift. Der
Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander erfolgte post hoc mit dem Dunn-Test. Ergebnisse mit

einem p-Wert kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant bezeichnet.

DETAILAUFNAHMEN DER LEBEND-TOT-FARBUNGEN

Um erkennen zu kénnen, ob die Sphiroide an bestimmten Stellen vermehrt tote Zellen aufweisen,
wurden Detailaufnahmen der Lebend-Tot-Firbungen mithilfe eines konfokalen Laserscanning
Mikroskops angefertigt. Fiir Detailaufnahmen der Sphiroide wurden diese vor der Firbung in p-
Dish 35 mm-Zellkulturschalen (ibidi-Zellkulturschalen) tberfithrt. Diese Zellkulturschalen
zeichnen sich durch ihren diinnen Boden aus #1.5 ibidi Polymer mit einer Stirke von 180 pm (+10/-
S um) aus. Dieser ermdglicht sowohl die Adhision gewohnlicher Zellkulturen als auch das Firben

und Mikroskopieren der Zellen oder Sphiroide in derselben Schale.
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Beschichtung der ibidi-Zellkulturschalen

Da die Sphiroide nicht in den ibidi-Zellkulturschalen heranwachsen, mussten sie mithilfe des Zell-
und Gewebeklebers Cell-Tak™ fiir prizise Aufnahmen am Boden angeheftet werden. Dazu wurden
400 uL einer Losung mit Cell-Tak™ (siche Tabelle 15) auf die Wachstumsfliche einer ibidi-
Zellkulturschale gegeben und fiir mindestens 25 min wirken lassen. Danach wurde die beschichtete
Fliche zweimal mit sterilem vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) gewaschen. Entweder wurden diese
beschichteten ibidi-Zellkulturschalen trocknen gelassen und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert

oder direkt verwendet.

Tabelle 15: Zusammensetzung der Cell-TakT™-Lésung zur Beschichtung der ibidi-Zellkulturschalen.

Cell-Tak™-Losung

Basis  Steriles VE-Wasser

18,2 mmol/L  Natriumhydroxid

100 mmol/L Natriumbicarbonat

0,05256g/L  Cell-Tak™

Farbung

Die Sphiroide wurden wie oben beschrieben aus den Mulden gel6st (siche S. 45). Aus der Suspension
wurden sie in wenig PBS auf die beschichteten ibidi-Zellkulturschalen iberfithrt. Das PBS wurde
abgenommen, sodass die Sphiroide leicht auf der Beschichtung antrocknen konnten (4-8 min).
Dann wurde vorsichtig mit PBS gewaschen, sodass méglichst wenige Sphiroide abschwimmen. So
konnten sie bis zur Firbung fir kurze Zeit gelagert werden. Die Sphiroide wurden 20 min
abgedunkelt bei RT inkubiert und dann erneut mit PBS gewaschen. Schliefllich wurden die
gefirbten Sphiroide am Laserscanning-Mikroskop LSM710 betrachtet und dreidimensionale

Aufnahmen anfertigt.

48



Material und Methoden

2.12 Genexpressionsanalysen

Die Genexpression der Zellen in unterschiedlichen Kulturen wurde auf Transkriptebene auf zwei
verschiedene Arten analysiert: Die Expression ausgewihlter Marker wurde durch Einsatz
entsprechender Primer in qRT-PCR-Ansitzen untersucht. Die differenzielle Expression weiterer
Marker und ganzer Gen-Cluster wurde durch Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung im

Hochdurchsatzverfahren (RNA-Seq) analysiert.

ERNTE UND LYSE DER ZELLKULTUREN

Adhirente Zellkulturen wurden mit Trypsin-EDTA abgel6st, mit dem jeweiligen Kulturmedium
resuspendiert und bei 180 g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet

bei -80 °C bis zur RNA-Extraktion gelagert.

Sphiroide wurden bereits vor dem Einfrieren lysiert, um eventuell enthaltene RNasen mit Tris-(2-
carboxyethyl)-phosphin (TCEP) zu inhibieren und so die RNA zu schiitzen. Dazu wurden die
Zellen mithilfe einer Spritze und einer Kanitile in 600 pL Lysepuffer RA1 mit 1% (v/v) des
Reduktionsmittels TCEP lysiert. Die Zellpellets aus adhirenten Zellkulturen wurden nach dem

Auftauen auf Eis ebenso lysiert.

RNA-EXTRAKTION

Zur Extraktion der RNA aus Zellen und Sphiroiden wurde das Kit NucleoSpin Mini verwendet.
Die Aufreinigung der RNA im NucleoSpin-Mini-Kit basiert auf Bindung an Siulen und enthilt
zusitzlich einen Schritt zum DNA-Verdau. Die Extraktion wurde entweder von Hand oder
automatisiert im QIAcube durchgefiihrt. Die RNA wurde in RNase-freiem Wasser eluiert und die
Konzentration mittels Spektrophotometer NanoDrop 1000 bestimmt. Die Proben, die zur RIN-
Wert-Messung und fiir RNA-Seq verwendet werden sollten, wurden aliquotiert, um Einfrier-

Auftau-Zyklen zu vermeiden. Alle Proben wurden bei -80 °C gelagert.
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QRT-PCR

Zur Durchfiihrung der gRT-PCR wurden zwei Kits (Tabelle 2) und die passenden Primer (Tabelle
16) von QIAGEN verwendet. Zunichst wurde mithilfe des QuantiTect Reverse Transcription-Kit
nach dem Protokoll des Herstellers die RNA zu ¢cDNA transkribiert. Dazu wurde zuerst in
Abwesenheit der reversen Transkriptase ein gDNA-Verdau mit der RNA-Probe vorgenommen.
Nach der Zugabe der reversen Transkriptase sowie einem Primermix und Puffer samt Nukleotiden
wurde der Ansatz zur reversen Transkription fiir 30 min bei 42 °C inkubiert. Schliellich wurde die
reverse Transkriptase 3 min bei 95°C inaktiviert und die ¢cDNA auf 4 °C heruntergekiihlt.
Schliefllich wurde die cDNA-Konzentration der Proben mithilfe von RNase-freiem Wasser

angeglichen. Wenn die qPCR nicht am selben Tag erfolgte, wurde die cDNA bei -20 °C gelagert.

Die ¢cDNA wurde dann in einer semiquantitativen PCR (qPCR) mit den Bestandteilen des
QuantiFast SYBR Green PCR Kits und QuantiTect Primern fiir ausgewihlte Marker gemif§ dem
Protokoll des Herstellers eingesetzt. Jede cDNA-Probe wurde dreifach analysiert (technisches
Triplikat). Zu Beginn der PCR wurde die HotStarTaq Plus DNA Polymerase 5 min bei 95 °C
aktiviert. Nach einem Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 10 s, erfolgten Primerhybridisierung und
Elongation gemeinsam bei 60 °C fiir 30 s. Denaturierung sowie Hybridisierung und Elongation
wurden in 40 Zyklen wiederholt. Danach wurde die Platte erneut 15 s auf 95 °C erhitzt, bevor eine
Schmelzkurve der PCR-Produkte erstellt wurde. Zur Erstellung der Schmelzkurve wurde die Platte
um 0,5 °C pro 15s von 60 °C auf 95 °C erhitzt. Schliefflich wurde das PCR-Produkt auf 4 °C

heruntergekiihlt.

Um die Ergebnisse der PCR-Liufe vergleichbar zu machen, wurde der Baseline-Schwellenwert der
relativen Fluoreszenz-Einheit (relative fluorescence unit = RFU) in allen Analysen auf 300 RFU
angeglichen. Wenn die Schmelztemperatur der PCR-Produkte im Triplikat einer Probe mehr als
0,5 °C voneinander abwich, wurde diese Probe nicht in die Auswertung einbezogen. Ebenso von der
Analyse ausgeschlossen wurden Proben mit einem Schwellenwertzyklus (C;) tiber 35 Zyklen. Die
Genexpression wurde relativ zum Haushaltsgen Ribosomales Protein S18 (RPS18) mittels einer
Variation der 244“-Methode angegeben (Livak & Schmittgen, 2001). Die Signifikanz der Ergebnisse

wurde mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse (Kruskal-Wallis-Test) Giberpriift. Der Vergleich
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der einzelnen Gruppen untereinander erfolgte post hoc mit dem Dunn-Test. Die Ergebnisse mit

einem p-Wert kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant bezeichnet.

Tabelle 16: Liste der mittels qRT-PCR untersuchten Marker und ihrer Bedeutung.

Cen Bedeutung

AMY1A a-Amylase 1; Speichelenzym, das Stirke spaltet

AQP5 Wasserkanal Aquaporin 5; in Azini, durch welchen Wasser zur
Speichelproduktion ins Lumen stromt

CASP3 Apoptosemarker Caspase 3

CFTR Cystic Fibrosis Conductance Regulator, Chloridkanal, der zur
Chloridresorption in Gangzellen beitrigt

CHRM3 Cholinerger Rezeptor M(uskarinerg) 3, durch dessen Stimulierung
Signalkaskaden zur Speichelproduktion ausgelst werden

MKI67 Proliferationsmarker Ki6¢7

NES Charakteristischer Stammzellmarker der hPDSCs

ANO1 Anoctamin 1, Chloridionenkanal in aziniren Zellen, auch TMEM16A

213 Immunhistochemische Analysen

Um die Genexpressionsdaten validieren und die Translation der untersuchten Marker analysieren zu

kénnen, wurden immunhistochemische Firbungen angefertigt.

KRYOFIXIERUNG UND SCHNITTE DER GEWEBEPROBEN

Als Kontrollfirbung der speicheldriisenspezifischen Marker wurden Parotisschnitte gefirbt. Die

Parotisprobe wurde tiber Nachtin Ringerlésung auf Eis geliefert. Am Tag nach der Entnahme wurde

die Probe erneut mit Ringerlésung gespiilt und abgetropft. Ein etwa 3 x 3 x 5 mm grofles Stiick

wurde separiert, in PFA (4 %) mit Sucrose (10 %) fixiert und in Tissue-Tek®-Einbettmedium

zunichst bei -20 °C eingefroren und dann bei -80 °C gelagert. In einem Kryostaten wurden Schnitte

mit einer Dicke von 12 um angefertigt, die wiederum bis zur Firbung bei -20 °C gelagert wurden.
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ERNTE UND FIXIERUNG DER ZELLKULTUREN

Zur Firbung von adhirenten Zellkulturen wurden Zellen in ibidi-Zellkulturschalen ausgesit und bis
etwa 80 % Konfluenz kultiviert. Dann wurden die Zellen in Paraformaldehyd (PFA) mit Sucrose
10 min bei RT fixiert, zweimal 5 min in PBS gewaschen und bis zur Firbung bei 4 °C in PBS gelagert.
Die Sphiroide wurden wie oben beschrieben aus den Mulden gel6st (siche Abbildung 6, B). Aus der
Suspension wurden sie in wenig PBS auf die mit Cell-Tak™ beschichteten ibidi-Zellkulturschalen

tberfiithrt (Protokoll fiir Beschichtung siche Abbildung 6, C).

Tabelle 17: Lésungen zur Immunfluoreszenzfirbung.

Fixierungslosung

2D & 3D

Basis

PBS

4% (w/v)

PFA

10 % (w/v)

Sucrose

pH 7,4

Permeabilisierungslosung

2D

Basis

PBS

0,1 %

Triton™ X-100

Antikorperverdunnungslosung

2D

150 mM

Natriumchlorid

10 mM

Tris

0,05 % (v/v)

Triton™ X-100

0,1 % (w/v)

BSA

pH 8

Basislosung 3D (PBSTT) =
Permeabilisierungslosung

3D

Basis

PBS

0,1% (v/v)
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0,1% (v/v) TWEEN® 20

Blockierungs- und
Antikorperverdunnungslosung 3D

Basis PBSTT

2% (w/v) BSA

FARBEPROTOKOLLE

Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der zwei- und dreidimensionalen Proben wie
Zelldichte und Schichttiefe wurden grundsitzlich zwei verschiedene Firbeprotokolle verwendet. Des
Weiteren wurde ein zusitzliches Protokoll fiir den Antikorper fiir CHRM3 auf zweidimensionalen

Proben angewendet, das vom Hersteller empfohlen wurde.

Standardimmunfluoreszenzfarbung zweidimensionaler

Proben

Die zweidimensional in ibidi-Zellkulturschalen kultivierten Zellen sowie Schnitte von kryofixiertem
Gewebe wurden nach dem Protokoll in Tabelle 18 gefirbt. Die kryofixierten Schnitte wurden
mindestens eine halbe Stunde bei RT getrocknet, bevor sie 10 min mit PFA mit Sucrose fixiert
wurden. Damit die Proben nicht austrockneten, wurden die ibidi-Zellkulturschalen wihrend
lingerer Inkubationszeiten verschlossen und die Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet.
Zudem wurden die Proben bei Bedarf in einer feuchten Kammer inkubiert. Wenn die Zellen zuvor
bei 4°C in PBS gelagert wurden, wurden sie vor dem Permeabilisieren erneut einmal mit PBS

gewaschen. Die eingesetzten Konzentrationen der Antikorper und Isotypenkontrollen sind in

Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6 zu finden.
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Tabelle 18: Firbeprotokoll fiir zweidimensional kultivierte Zellen und kryofixierte Gewebeschnitte. Das
Volumen bezieht sich auf die Firbungen in ibidi-Zellkulturschalen; fiir Schnitte wurde nur so viel eingesetzt, dass sie
durchgingig benetzt waren. Eingesetzte Konzentrationen der Antikorper siche Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6;

Zusammensetzung der Reagenzien siche Tabelle 17.

Schritt Temp. Dauer Volumen Reagenz
Fixierung RT 10 min 500 uL PFA mit Sucrose
Waschen RT 3x5min 500 uL PBS
Lagerung 4°C max. 2 1500 uL PBS
Monate

Waschen RT 1x5min 500 puL PBS
Permeabilisierung RT 10 min 500 uL 0,1 % TritonX100 in PBS
Waschen RT 3x5min 500 uL PBS
Blockierung RT 1h 500 uL PBS + 10 % Ziegennormalserum
PrimiarantikSrper 4°C . N. 400 uL TBST + 0,1% BSA
Waschen RT 3x5min 500 uL PBS
Sekundirantikérper  37°C 1h 400 uL TBST + 0,1% BSA
Waschen RT 2x5Smin 500 kL PBS
Kernfirbung RT S min 400 uL 1 ug/ml DAPI in PBS
Waschen RT 2x5Smin 500 kL PBS

RT 1x 500 uL VE-Wasser
Eindecken RT 1 Tropfen  Vectashield, Deckglischen
Lagerung 4°C

Immunfluoreszenzfarbung zweidimensionaler Proben mit

Antikorper fur CHRM3

Die Immunfluoreszenzfirbung mit CHRM3-Antik6rpern erzeugte nach dem Standardprotokoll
keine distinkten, artefaktarmen Firbungen. Deshalb wurden die CHRM3-Firbungen
zweidimensionaler Proben nach dem Protokoll des Antikorperherstellers durchgefiihrt. Bis zur
Permeabilisierung wurden die Proben ebenso behandelt wie die anderen zweidimensionalen Proben.

Die Blockierung erfolgte jedoch mit anderem Serum: die Proben wurden fiir 75 min bei RT in 4 %
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FKS in PBS blockiert. Auch um die Antikorper zu 16sen, wurde die Blockierungslosung mit FKS
verwendet. Der Primirantikrper wurde ebenfalls bei 4 °C tiber Nacht inkubiert. Dann wurde
viermal 10 min mit PBS gewaschen, bevor der Sekundirantikérper fiir 90 min bei RT im Dunkeln
inkubiert wurde. SchliefSlich wurde mit DAPI eine Kernfirbung vorgenommen und die Proben

gewaschen und eingedeckt wie die anderen zweidimensionalen Proben.
Immunfluoreszenzfarbung dreidimensionaler Proben

Die dreidimensionalen Sphiroide wurden nach einem Protokoll gefirbt, das an humanen
Schweif§driisen entwickelt wurde (Teresa Buck, 2022). Buck hat die Reagenzien sowie die Dauer der
einzelnen Schritte angepasst und im Vergleich zu zweidimensionalen Proben auf 48-72 h verlingert.
Auflerdem wurden die gefirbten Sphiroide mit Glyzerin (80 % 24.) behandelt. Dies nihert den
Brechungsindex der Probe an den der Linse des Objektivs an. Dadurch kann das Licht des
konfokalen Laserscanning-Mikroskops auch tiefere Schichten sowie das fluoreszierte Licht den
Sensor besser erreichen. Somit konnen dreidimensionale Proben wie die Sphiroide im Ganzen

mikroskopiert werden.

Tabelle 19: Firbeprotokoll fiir Sphiroide. Zusammensetzung der Reagenzien siche Tabelle 17.

Schritt Temp. Dauer Reagenz

Fixierung 4°C 48-72h PFA mit Sucrose

Waschen RT 3 x 5 min PBS

Permeabilisierung 4°C 48-72h PBSTT

Waschen RT 3 x S min PBSTT

Blockierung 4°C 48-72h PBSTT + 2% BSA

PrimirantikSrper 4°C 48-72h PBSTT + 2 % BSA + Antikorper

Waschen RT 3 x 5 min

Sekundirantikdrper 4°C 48-72h PBSTT + 2 % BSA + Antikorper
samt Kernfirbung +1 ug/ml DAPI

Waschen RT 3 x5 min

Clearing 4°C 48-72h 80 % Glyzerin mit VE-Wasser
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Schritt Temp. Dauer Reagenz

Eindecken RT Vectashield, Deckglischen

Lagerung 4°C

MIKROSKOPIE

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenzfirbungen wurden vorrangig mit dem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop LSM710 unter Benutzung der Software ZEN (black edition) angefertigt.
Die zweidimensionalen Proben wurden teilweise auch am Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1
mikroskopiert (Software ZEN, blue edition). Die Auftnahmen wurden mittels der ZEN-Softwares

und Image ] verarbeitet.

2.14 RNA-Seq

Zur weiterfuhrenden Analyse der Unterschiede in der Genexpression wurde RNA der hPDSCs aus
drei Kulturkonditionen bei Biosearch™ Technologies sequenziert: hPDSCs aus adhirenten
Kulturen in DMEM10 und DMEM/F12-EGF sowie hPDSC-Sphiroide kultiviert in DMEM/F12-
EGF.

VORBEREITUNG DER RNA-PROBEN

Um zu bestimmen, ob die RNA-Proben fiir RNA-Seq geeignet sind, wurde zunichst der RIN-Wert
mit einem 2100 Bioanalyzer ermittelt. Nur RNA mit einem RIN-Wert > 8 wurde verwendet und in

Aliquots a 2 pg (gelost in RNAse-freiem Wasser, auf Trockeneis) eingeschickt.

RNA-SEQ BEI BIOSEARCH™ TECHNOLOGIES

Die folgenden Schritte wurden bei Biosearch™ Technologies durchgeftihrt (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Prozessschritte der RNA-Sequenzierung samt Vorbereitung.

Prozessschritt

Kit/System

Firma

Qualititskontrolle RNA

Fragmentanalyzer

Agilent Technologies, USA

mRNA-Isolation NEBNext Poly(A) Magnetic  New England Biolabs, USA
Isolation Modules
cDNA-Synthese NEBNext RNA First Strand ~ New England Biolabs, USA
Synthesis Module, NEBNext
RNA Second Strand
Synthesis Module
cDNA-Aufreinigung AMPure XP Beckman Coulter, USA
Anlegen der cDNA- Encore Rapid DR Multiplex NuGEN, USA
Bibliotheken System 1-96
Amplifikation der cDNA- MyTagq-Polymerase Bioline, USA
Bibliotheken Standardprimer Ilumina, USA
Qualititskontrolle cDNA- Fragmentanalyzer Agilent Technologies, USA
Bibliotheken Thermo Fisher Scientific,
Qubit USA
Sequenzierung NextSeq550/500-System Illumina, USA
Base Calling Real-Time Analysis-Software  Illumina, USA
(RTA2)
Demultiplexing, Clipping, bcl2fastq v2.20-Software Illumina, USA

FastQC v0.11.9-Bericht

Vor der Sequenzierung wurden die cDNA-Bibliotheken in 100 uL mit MyTag-Polymerase und

Standardprimern fur 12 Zyklen amplifiziert. Fragmente der Gréfle 300 — SO0 bp wurden mittels

Gelelektrophorese selektiert und vor der Amplifikation erneut auf ihre Qualitit gepriift. Daraus

wurden cDNA-Bibliotheken angelegt.

Zur Amplifizierung des Signals mussten zunichst cDNA-Fragment-Kopie-Verbiinde gebildet

werden (Cluster Generation), was Uber Briicken-Amplifikation erfolgte. Dieser Prozess wurde

mehrfach wiederholt, sodass sich um die Position des als erstes gebundenen Original-cDNA-

Fragment-Komplexes ein Verbund an Kopien und komplementiren Kopien auf der Durchflusszelle
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bildete. Die cDNA-Bibliotheken wurden dann im Illumina NextSeq550/500-System sequenziert.
Dabei wurde jeder Base ein Qualititsscore zugewiesen, welche gemeinsam mit den Basendaten einer
Lane in Base-Call-Dateien (.bcl) gespeichert wurden. Die Sequenzierung in dieser Arbeit erfolgte mit
gepaarten Enden (engl. paired-end). Bei Sequenzierungen mit gepaarten Enden entstehen zwei reads
pro Cluster. Es wurden S Mio reads pro Probe sequenziert, indem die cDNA-Fragmente in jeweils

150 Zyklen von beiden Enden sequenziert wurden.

Biosearch™ Technologies stellte die Rohdaten und Adapterrest-bereinigten FASTQ-Dateien sowie
die zugehorigen FastQC v0.11.9-Berichte, Informationen zum Ablauf der Probenaufbereitung und
Sequenzierung und eine Tabelle mit den Gesamtzahlen der reads pro Probe (roh und Adapterrest-

bereinigt) zur weiteren Analyse zur Verfiigung.

DATENAUFBEREITUNG

Die Datenaufbereitung der RNA-Seq-Ergebnisse wurde mithilfe der Software OmicsBox
durchgefiihrt, die gingige Algorithmen und Skripte zur NGS-Analyse hinter einer grafischen

Benutzeroberfliche vereint (Tabelle 21).

Tabelle 21: Details zur Datenaufbereitung der RNA-Seq-Ergebnisse in OmicsBox. Alignment, Quantifizierung
der reads (counts) und die differenzielle Genexpressionsanalyse (DEA) wurden mithilfe von Tools in OmicsBox
durchgefithrt. CPM = counts per million; 1ogFC =log (fold change), zu Deutsch: Logarithmus des Vielfachen der
Anderung; FDR = false discovery rate, zu Deutsch: Falscherkennungsrate; DEG = differenziell exprimierte Gene;
GLM = generalized linear model; HKA = Hauptkomponentenanalyse; TMM = weighted trimmed mean of M-values.
Parameter-Einstellungen: alles, das nicht explizit erwihnt wird, wurde in den Standardeinstellungen belassen. Zur
Erhéhung der Reproduzierbarkeit wurden die Einstellungen wortwértlich aufgefithrt und nicht tibersetzt. *fiir Details

zum experimentellen Design und der Festlegung der Faktoren im Pazred Design siche Tabelle A. 1 und S. 60.

Schritt Alignment Counts DEA
Tool STAR HTseq edgeR
Art des Tools C++ code Python-Modul R-Paket
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Schritt Alignment Counts DEA
Input Refe- GCF_000001405.4 GCF_000001405.4 -
renz 0_GRCh38.pl4_ge 0_GRCh38.pl4_ge
nomic.gff nomic.gff
(Download: NCBI, (Download: NCBI,
25.5.2022) 25.5.2022)
Proben rohe reads nicht normalisierte,  Count-Tabelle
alignte reads
Parameter- paired end, gene quantification  CPM-filter = 2 samples
Einstellungen quantification level:  level, group by name, =2 CPM,

gene, grouped by

name, overbang:

non-strand specific,

union overlap mode,

normalization: TMM,
paired design”, GLM

100, sequencing lowest mapping (Quasi Likelihood F-
platform: lllumina  quality =10 Test), robust, Benjamini-
Hochberg
Out- Daten .bam mit alignten Count-Tabelle, u. a. logFC, FDR
put reads, Metadaten Metadaten - DEG, Metadaten
Graphen Balkendiagramm HKA Volcano-Plot, Heatmap

Metadaten

Literatur Dobin et al., 2013 Anders et al., 2015 Robinson et al., 2010

Alignment und Counts — Zuweisung und Quantifizierung der

reads

Zunichst wurden die reads mithilfe von ,,Spliced Transcripts Alignment to a Reference” (STAR)
anhand eines Referenzgenoms abgeglichen und ihnen Positionen auf dem Genom zugewiesen
(Alignment). STAR erfolgt in zwei Schritten: der Suche nach exakten Ubereinstimmungen kleiner
Sequenzen zwischen reads und Referenzgenom (seed search) und dem Zusammenfiigen und

Erginzen dieser einzelnen Ubereinstimmungen (Dobin et al., 2013).

Nachdem die 7eads bestimmten Positionen auf dem Genom zugewiesen waren, wurde die Anzahl
der reads bestimmt, die einem bestimmten Abschnitt (z. B. Gen, Exon etc.) zugeordnet wurde
(count). Dies erfolgte mithilfe von HTSeq, einem Modul mit Python-Skripten zur Analyse von NGS-

Daten (Anders et al., 2015). Neben den Dateien mit den zugewiesenen reads wurde zur
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Quantifizierung ein annotiertes Referenzgenom benétigt. Durch die Annotationen, also die
Einteilung des Referenzgenoms zu funktionalen Abschnitten wie Genen, kénnen reads beziiglich
der erwiinschten Einteilung quantifiziert werden. In dieser Arbeit wurden die counts anhand von
Genen erstellt und in der Liste nach Namen sortiert. In dem Fall, dass ein read an zwei sich
tberschneidenden Genen mappte (von engl. mapping, hier zu Deutsch: mappen = tibereinstimmen
bei Abgleich), wurde dieser read als zweideutig (ambiguous) gewertet (overlap resolution mode in
HTSeq: union). Nur die eindeutig an einem Gen (Feature) alignten reads wurden gezihlt und somit

als counts in die Bibliothek aufgenommen.

Auf Grundlage der counts wurde anschliefend eine Hauptkomponentenanalyse (HKA) mit drei
Hauptkomponenten durchgefiihrt, um einen ersten Eindruck iiber die (Un-)Ahnlichkeit der Proben

zu erhalten.
Differenzielle Genexpressionsanalyse (DEA)

Der nichste Schritt der Auswertung der RNA-Seq-Daten war, zu untersuchen, ob sich die
Genexpression in den hPDSCs je nach Kulturkondition signifikant unterschied. Zur Analyse der
differenziellen Genexpression wurde das Bioconductor-Paket edgeR (,empirical analysis of
Differential Gene Expression (DGE) in R“) verwendet (Robinson et al., 2010). Dazu wurden die
nicht normalisierten counts eingesetzt, die bei der Quantifizierung in HT-Seq eindeutig bestimmten
Genen zugewiesen werden konnten. Bevor die Expressionsdaten mittels statistischer Tests
miteinander verglichen wurden, wurden gering exprimierte Gene von der Analyse ausgeschlossen.
Nur die Gene, die in mindestens zwei Proben eine Expression von mindestens 2 counts per million
(CPM) aufwiesen, wurden in die DEA eingeschlossen. Des Weiteren wurden Skalierungstaktoren
berechnet, die die unterschiedlichen Grofien der Bibliotheken im statistischen Modell normalisieren.

Dazu wurden gewichtete getrimmte Mittelwerte von M-Werten herangezogen (engl. weighted

trimmed mean of M-values = TMM, (Robinson & Oshlack, 2010)).

Der Fokus der differenziellen Genexpressionsanalyse (DEA) lag darauf, herauszufinden, was die
hPDSCs in dreidimensionaler Kultur von denen in adhirenter Kultur unterscheidet und ob bereits
das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF einen signifikanten Einfluss auf die Zellen hat.

Deswegen wurden die folgenden Konditionen paarweise verglichen:
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1. Welchen Einfluss hat das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF auf die hPDSCs?
2D-DMEM10 vs. 2D-DMEM/F12-EGF, Medienvergleich

2. Welchen Einfluss hat die dreidimensionale Kultur auf die hPDSCs?
2D-DMEM/F12-EGF vs. 3D- DMEM/F12-EGF, 2D-3D-Vergleich

Der Vergleich erfolgte iiber einen Logarithmus des Vielfachen der Anderung (log»-fold-changes =log,

counts (Gen 1 in Kondition 1)

von vielfacher Anderung = log,( ) = logFC) und wurde mithilfe des

counts (Gen 1 in Kondition 2)

Quasi-likelihood F-Tests und der Benjamini-Hochberg-Methode statistisch getestet (engl. false
discovery rate = FDR, zu Deutsch: Falscherkennungsrate). Als hoher exprimiert gilt ein Gen, wenn
FDR <0.05 und logFC>1 sind; als niedriger exprimiert, wenn FDR <0.05 und
logFC <-1 sind. Als primirer experimenteller Faktor im experimentellen Design wurde die
Zellkulturkondition gesetzt, als sekundirer Faktor die Zelllinie (fiir Ubersicht siehe Tabelle A. 1). Als

Referenzkondition wurde in beiden Vergleichen die zuerst genannte festgelegt:

— 2D-DMEM10 im Medienvergleich 2D-DMEM10 vs. 2D-DMEM/F12-EGF,

— 2D-DMEM/F12-EGF im 2D-3D-Vergleich 2D-DMEM/F12-EGF vs. 3D-DMEM/F12-EGF.

Das heifSt fiir die Bedeutung der Ergebnisse z. B. wenn Gen X im Medienvergleich Daten mit
FDR <0.05 und logFC > 1 zugeordnet wurden, wird Gen X in 2D-DMEM/F12-EGF hé&her

exprimiert als in Standardkultur.

Die diftferenziell exprimierten Gene (DEG) wurden jeweils in Volcano-Plots dargestellt. Dazu wird in
einem Streudiagramm der Logarithmus des Vielfachen der Anderung der DEG (logFC) auf der x-
Achse gegentiber dem negativen Logarithmus der FDR (-logio(FDR)) auf der y-Achse aufgetragen.

Auflerdem wurden die DEG nach minimaler FDR an erster Stelle sortiert. Die Top 25 der
differenziell exprimierten Gene der beiden DEA wurden in einer Heatmap gemeinsam visualisiert.
In der Heatmap wurden die DEG und Proben hierarchisch gec/ustert. Die hierarchische Cluster-
Analyse beruht auf dem euklidischen Abstand zwischen den Genen (vertikales Clustering) und
Proben (horizontales Clustering) in Form ihrer skalierten Expressionsdaten (z-scores). Z-scores sind

wie folgt auf die Probe skaliert:

Genexpression einer Probe [counts] — durchschnittliche Genexpression tiber alle Proben [counts]

z-score =
Standardabweichung
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Dementsprechend zeigen die Farben in der Heatmap das MafS der Anderung an, nicht das
Expressionslevel selbst, und es kénnen nur Vergleiche zwischen den Proben, nicht aber zwischen den

Genen einer Probe gezogen werden.

Enrichment — Globale Analyse der durch DEG beeinflussten

biologischen Prozesse

Schlieflich wurde eine globale Analyse der biologischen Prozesse angefertigt, die durch die
differenzielle Genexpression am stirksten beeinflusst wurden. Diese Analyse wird auch Enrichment

genannt.

Besonders bei diesem Analyseschritt konnen viele unterschiedliche statistische Tests und
bioinformatische Tools verwendet werden, was eine direkte Auswirkung auf die ermittelten
Signalwege haben kann. Es wurden mehrere Enrichment-Methoden getestet, welche teilweise
unterschiedliche biologische Prozesse als enricht (von engl. enriched, zu Deutsch: auf Grundlage einer
Enrichment-Analyse als statistisch signifikant durch DEG beeinflusst angesehen) aufgezeigt haben.
Zwei Uberreprisentationsanalysen (engl. over-representation analysis = ORA) und ein Scoring nach

funktionellen Klassen (engl. functional class scoring = FCS) wurden durchgefiihrt:

1. ORA mit Gene Ontology (GO)-Datenbank in OmicsBox mit FatiGO (Al-Shahrour et al.,
2004)
2. ORA mit reactome-Datenbank im Browser auf reactome.org (Details in Tabelle 22)

3. FCS mit KEGG- und reactome-Datenbanken in R mit mitch (Kaspi & Ziemann, 2020)

In den ORA wurde der Anteil der differenziell exprimierten Gene eines biologischen Prozesses
(DEG =logFC # 0; FDR <0,05 in edgeR) in Relation zur gesamten Anzahl der in diesen
biologischen Prozess involvierten Gene bewertet. Wenn der Anteil an DEG im Prozess hoch genug
war, wurde der biologische Prozess als iiberreprisentiert angesehen (reactome: Binomialtest,
p < 0,05, FatiGO: Fisher’s Exact Test, p < 0,05 Al-Shahrour et al., 2004; Fabregat et al., 2017). Die
Wahrscheinlichkeit, dass die auf diese Weise ermittelten Prozesse somit in den verglichenen Proben
signifikant unterschiedlich abliefen, war sehr hoch, wurde jedoch noch durch die Benjamini-
Hochberg-Methode getestet. Daraus ergab sich neben dem p-Wert aus der ORA eine
Falscherkennungsrate  (engl.  false discovery rate = FDR <0,05), oder auch  korrigierte
Uberreprisentations-wahrscheinlichkeit, aus dem Benjamini-Hochberg-Test (Fabregat etal., 2017).
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Beim FCS wurden alle Gene anhand ihrer Expressionsdaten bewertet und in einer Rangliste sortiert,
nicht nur die nach edgeR signifikanten DEG. Darauf folgte ein statistischer Test zur Identifizierung
von enrichten Genen im oberen sowie unteren Extrem der Rangliste (hier mitch: rank MANOVA,
p < 0,05). Auch die FCS-Daten wurden durch die Benjamini-Hochberg-Methode abermals getestet

(FDR < 0,05; Kaspi & Ziemann, 2020).

Da die Analyse mit reactome zwei wichtige Ergebnisse aus den beiden anderen Analysemethoden
widerspiegelte und die Visualisierung sowohl intuitiver verstindlich als auch detailreicher ist, wurde
die Analysemethode ORA mit reactome gewihlt (fiir Details siche Limitationen und Ausblick). Die
reactome-Datenbank wird stetig nach neustem Stand der Forschung manuell aktualisiert, ist opern-
source und peer-reviewed. Neben der Signalweganalyse von RNA-Seq-Daten per OR A gibt reactome
die Moglichkeit die Gesamtheit des Wissens iber zusammenhingende biologische Prozesse zu
visualisieren oder die Erkenntnisse aus dem Enrichment im Kontext aller biologischen Prozesse
darzustellen. In dieser Arbeit wurden Reacfoam-Abbildungen genutzt, die die Gesamtheit bekannter
biologischer Prozesse in schaumihnlicher Form abbilden (engl. foam = Schaum) und die enrichten

Prozesse gemif$ des p-Werts der ORA farblich hervorheben.
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Tabelle 22: Details zum Enrichment mit reactome. DEG: differenziell exprimierte Gene; DEA: Differenzielle

Genexpressionsanalyse, Reacfoam: Visualisierung biologischer Prozesse der reactome-Datenbank mit schaumihnlichem

Aufbau (engl. foam, zu Deutsch Schaum; vgl. Abbildung 22, Abbildung 23).

Name

Enrichment

Analysetyp

Uberreprisentations-Analyse (engl. over-representation analysis = ORA)

Art des Tools

Webapplikation (auch méoglich mit R)

Input

Listen der DEG, getrennt nach hoch- und herunterreguliert, ohne

Expressionsdaten o. 4.

Datenbank

reactome (UNIPROT, ENSMBL)

Statistischer Test

Binomialtest (ORA, p < 0,05), Benjamini-Hochberg (FDR, p < 0,05)

Output Uberrepriisentierte biologische Prozesse und u. a. p-Wert; FDR; Top25
enrichter Prozesse mit Signalwegdiagrammen, Beschreibung sowie Liste
beteiligter Gene; Signalwegtibersicht z. B. als Reacfoam

Literatur

Fabregat et al., 2017 (optimierte ORA), Gillespie et al., 2022 (neustes
Update zur Datenbank)

Die Analyse der biologischen Prozesse erfolgte getrennt nach den Listen héher oder niedriger

exprimierter Gene der jeweiligen gepaarten DEA. Dementsprechend wurden vier globale Analysen

biologischer Prozesse durchgefiihrt:

1. In2D-DMEM/F12-EGF gegeniiber 2D-DMEM 10 héher exprimierte Gene

2. In2D-DMEM/F12-EGF gegentiber 2D-DMEM10 niedriger exprimierte Gene

3. In3D-DMEM/F12-EGF gegentiber 2D-DMEM/F12-EGF héher exprimierte Gene

4. In 3D-DMEM/F12-EGF gegeniiber 2D-DMEM/F12-EGF niedriger exprimierte Gene

Diese vier vergleichenden Analysen wurden einzeln in Reacfoam-Abbildungen visualisiert und

mithilfe der zugrunde liegenden enrichten Gengruppen sowie den enthaltenen Genen und ihrer

Expressionswerte ausgewertet wie oben beschrieben.

o4



3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss epithelialer Differenzierungsmedien auf

humane Parotis-abgeleitete Stammzellen

Um ein geeignetes Differenzierungsmedium fir ein zellulires Speicheldriisenmodell aus humanen
Parotis-abgeleiteten Stammzellen (hPDSCs) zu finden, wurden die Zellen zunichst in epithelialen
Medien kultiviert. Die beiden Medien DMEM/F12-EGF und KSFM wurden bereits zur epithelialen

Differenzierung von Schweifldriisenzellen oder in der Kultur von Speicheldriisenzellen eingesetzt.

Das Ausgangmaterial aller Experimente waren hPDSCs, deren Stammuzellartigkeit durch

Immunfluoreszenzfirbungen mit einem Antik6rper fir Nestin gepriift worden war (nicht in der

Arbeit abgebildet).

Morphologie sowie Wachstumsverhalten der Zellen wurden beobachtet und mittels qRT-PCR
wurde getestet, ob hPDSCs unter Einfluss der epithelialen Medien Marker fiir epitheliale
Speicheldriisenzellen exprimieren und diese somit zur Differenzierung der hPDSCs beitragen

konnen.

VERANDERTE MORPHOLOGIE UND WACHSTUMSVERHALTEN DER
HPDSCs IN DMEM/F12-EGF UND KSFM

Die Kultur in epithelialen Differenzierungsmedien verinderte die Morphologie sowie das
Wachstumsverhalten der hPDSCs. Im Standardmedium DMEM 10 verdreifachten sich die hPDSCs
in etwa einer Woche (Aussaat 1:3, nach 7 + 3 Tagen konfluent). Die hPDSCs unterschieden sich
morphologisch bereits geringftigig je nach Probe/Isolation; die typische Zellform der hPDSCs war
jedoch in allen hPDSC-Linien in adhirenter DMEM10-Kultur spindelférmig mit wenigen
Auslidufern (siche Abbildung 4, linke Spalte). In DMEM/F12-EGF kultivierte hPDSCs erschienen
flacher, ramifizierter und proliferierten schneller (siche Abbildung 4, mittlere Spalte). Im KSFM
hingegen proliferierten hPDSCs kaum. Die spindelférmige Form der hPDSC wurde noch schmaler,

wirkte hoher, als z6gen sich die Zellen zusammen; die Ausliufer erschienen sehr diinn; manche Zellen
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blieben linglich, andere rundeten sich eher ab und wiesen kugelige Soma auf (siche Abbildung 4,
rechte Spalte). In KSFM erreichten hPDSCs nach Medienumstellung keine Konfluenz mehr; nach

7 Tagen oder sobald die Tendenz zu negativem Wachstum erkennbar war, wurden sie zur RNA-

Extraktion geerntet.

DMEMIO DMEM/F12-EGF

Abbildung 7: Wachstumsverhalten und Morphologie der hPDSCs inderten sich in epithelialen
Differenzierungsmedien. Durchlichtmikroskopiebilder im Laufe der Zellkultur. Die gezeigte Konfluenz ist
reprisentativ fir das Wachstumsverhalten der hPDSCs in dem jeweiligen Medium: im Standard-Stammzellmedium
DMEMI0 proliferierten hPDSCs so, dass sie etwa innerhalb einer Woche konfluent waren (linke Spalte); in
DMEM/F12-EGF schneller, sodass sie innerhalb weniger Tage konfluent waren (mittlere Spalte); in KSFM erreichten
hPDSCs nach Medienumstellung keine Konfluenz mehr (rechte Spalte). hPDSCs unterschieden sich morphologisch
geringfiigig je nach Probe/Isolation (hier nur hPDSC3); die Morphologie zwischen hPDSCs in Standard- und
Differenzierungsmedien unterschied sich stirker; DMEM10 (linke Spalte): spindelf6rmig, aber noch relativ flach, wenige
Ausliufer; DMEM/F12-EGF (mittlere Spalte): flacher, mehr Ausliufer, die auch tiber andere Zellen wachsen; KSFM
(linke Spalte): kugeligeres Soma, wenige, diinnere Ausliufer. d = Tage; Mafistabsbalken 100 um.

VERGLEICH DER MARKERGEN-EXPRESSION VON HPDSCS IN

EPITHELIALEN DIFFERENZIERUNGSMEDIEN

Zur Charakterisierung der Genexpression von hPDSCs aus adhirenter Kultur in
Differenzierungsmedien wurden qRT-PCRs mit ausgewihlten Primern fiir speicheldriisen-

spezifische Markergene durchgefiihrt.
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Die Expression des Stammzellmarkers Nestin blieb in

hPDSCs in DMEM/F12-EGF und KSFM erhalten

Neben der Untersuchung speicheldriisenspezifischer Marker wurde die Stammzellartigkeit der
Zellen mit Primern fiir den Stammzellmarker Nestin gepriift. Das Ergebnis der qRT-PCR zeigte,
dass hPDSCs die Nestin-Genexpression nicht nur aufrechterhielten, sondern dass diese in hPDSCs
in DMEM/F12-EGF sogar signifikant erh6ht wurde (Abbildung 8). In KSFM kultivierte hPDSCs

exprimierten Nestin in unverindertem Mafe.

Die Expression speicheldrusenspezifischer Marker in hPDSCs

wurde nicht durch DMEM/F12-EGF und KSFM erhoht

Die sekretorischen Markergene CHRM3, TMEM16A und das ser6se Markergen a-Amylase 1 waren
in allen drei Konditionen exprimiert (Abbildung 8). Der letzte untersuchte sekretorische Marker
AQPS hingegen wurde nur in DMEM10 und KSFM, nichtin DMEM/F12-EGF exprimiert. CFTR

wurde nur in DMEM10 exprimiert.
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Abbildung 8: Adhirent kultivierte hPDSCs inderten die mRNA-Expression von Stammzell- als auch
speicheldriisenspezifischen Markern in epithelialen Differenzierungsmedien geringfiigig. Genexpressionsdaten
aus qRT-PCR relativ zum Haushaltsgen RPS18. hPDSCs aus Passagen < 10; wenn mdglich, bis zur Konfluenz
kultiviert, max. aber 7 d. Kruskal-Wallis-Test, post hoc Dunn-Test: keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Medienkonditionen (p > 0,05) auf8er bei Nestin: Kruskal-Wallis-Test p = 0,0238; post hoc Dunn-Test: 2D-DMEM10 vs.
2D-DMEM/F12-EGF signifikant (p < 0,05). n (DMEM10, DMEM/F12-EGF) = 4; n (KSFM) = 3.

Die Kultivierung der hPDSCs in DMEM/F12-EGF und KSFM hat keine signifikanten

Differenzierungsfortschritte der hPDSCs zu funktionalen Speicheldriisenzellen gezeigt. Die

folgenden Experimente wurden deswegen zunichst in allen drei mdglichen Kulturmedien
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durchgefiithrt, um weitere Informationen zu den optimalen Kulturkonditionen eines zelluliren

Speicheldrisenmodells zu sammeln.

3.2 Der Einfluss von 3D-Kultur auf hPDSCs

Um herauszufinden, ob die 3D-Kultur einen Einfluss auf den Differenzierungszustand der hPDSCs
hat, wurden hPDSCs fir 7 Tage in Agarose-Multiwell-Platten (AMP) kultiviert. So konnte getestet
werden, ob Zell-Zell-Kontakte, die Abwesenheit von synthetischem Substrat und andere Faktoren

in 3D-Kultur positiv zur Differenzierung der hPDSCs zu einen Speicheldriissenmodell beitragen.

MORPHOLOGIE UND WACHSTUM DER HPDSC-SPHAROIDE IN

UNTERSCHIEDLICHEN KULTURMEDIEN

Zellsuspensionen mit Standardmedium DMEMI10 sowie Differenzierungsmedien DMEM/F12-
EGF und KSFM wurden in AMPs gegeben, um die hPDSCs dreidimensional zu kultivieren. In allen
drei Medien formten sich tiber Nacht in den Mulden der AMPs Sphiroide aus den hPDSCs. Am
ersten Tag nach Aussaat sind in allen drei Medien noch einzelne Zellen am Boden der Mulden zu

sehen und die Oberfliche der Sphiroide ist iitberwiegend uneben (Abbildung 9, erste Reihe).

Das beeinflusste auch die Gréflenmessung der Sphiroide. Die Durchlichtmikroskopieaufnahmen
wurden genutzt, um die sichtbare Fliche der Sphiroidaufsicht und somit die Sphiroidgrofe zu
messen. In DMEM10 war die Aufsichtsfliche der Sphiroide am ersten Tag der Kultur am gréfiten
im Vergleich zu den anderen Tagen der Kultur (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10). Das legte der
Unterschied der Aufsichtsflichen der Sphiroide tiber die Zeit hinweg nahe (ANOVA mit
Messwiederholung, p = 0,0432). Es lieff sich jedoch keine Aussage dariiber treffen, welche
Konditionen an welchen Tagen sich signifikant unterscheiden (post hoc Bonferroni-Test, p > 0,05).
Ab Tag 3 schienen die Sphiroide keine Groflenverinderung mehr zu zeigen. An Tag 3 der 3D-Kultur
waren, unabhingig vom Medium, weniger Zellen am Boden der Mulden erkennbar; die Oberfliche
der Sphiroide in DMEM10 und DMEM/F12-EGF war tiberwiegend glatt und rund mit wenigen

Strukturauftilligkeiten wie z. B. Auswélbungen (Abbildung 9, zweite Reihe) oder eine eher lingliche
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Form. Auflerdem waren dunkle Stellen innerhalb mancher Sphiroide zu sehen (Abbildung 9,

Pfeilspitzen).

DMEMI10 DMEM/F12-EGF  KSFM
i .

Abbildung 9: hPDSCs lieflen sich iiber 7 Tage dreidimensional als Sphiroide in AMP kultivieren.
Reprisentative Durchlichtmikroskopieaufnahmen der 3D-Kultur von hPDSC1. Tag 1: Oberfliche der Sphiroide noch
uneben. Tag 3: Oberfliche der meisten Sphiroide glatter, mit auffilligen Strukturen wie Ausstiilpungen (Pfeile); erste
Unterschiede zwischen den Kulturmedien: in DMEM10 vermehrt dunkle Stellen innerhalb der Sphiroide (Pfeilspitzen).
Tag 7: Unterschiede zwischen den Kulturmedien deutlich: in KSFM I6sten sich einige Sphiroide auf (Kreise); in
DMEM10 und DMEM/F12-EGF blieben sie kompakt; in DMEM/F12-EGF waren die Sphiroide tendenziell grofier.
Maf3stibe: oben 200 wum; letzte Reihe: 100 pm.
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Sphéaroide aus der Kultur in DMEM/F12-EGF wirkten groBer

als die in den anderen beiden Medien

In DMEM/F12-EGF wirkten die Sphiroide grofier als in den anderen Medien. Dieser Eindruck lief§
sich zwar nicht signifikant belegen; aber die Sphiroide aus DMEM/F12-EGF-Kultur schienen nicht
wie die in DMEM10-kultivierten Sphiroide in den ersten 3 Tagen der Kultur zu schrumpfen
(Abbildung 10). Die Grofie der Sphiroide in DMEM/F12-Kultur war relativ gleichbleibend tiber
die 7 Tage der Kultur hinweg. Bei Betrachtung der Form der Sphiroide zeigte sich, dass sich auch die
Oberfliche der DMEM/F12-EGF-Sphiroide wihrend der Kultur dnderte: Wie in allen Medien
befanden sich einen Tag nach der Aussaat noch losere Zellgebilde in den Mulden der AMP oder
grofle Blasen an den Sphiroiden. An Tag3und7 jedoch waren besonders in DMEM10 und
DMEM/F12-EGF runde Sphiroide zu finden.
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Abbildung 10: Die hPDSC-Sphiroide in DMEM10 schienen in den ersten Tagen der Kultur kleiner zu
werden; in DMEM/F12-EGF-Kultur zeigten die hPDSC-Sphiroide keine deutliche Gréfienverinderung.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen der Fliche der Aufsicht von mind. 6 zufillig ausgewihlten
Sphiroiden pro hPDSC-Linie an Tag 1, 3 und 7 der 3D-Kultur (vgl. Abbildung 9). Messung per Bereichsauswahl
(Kontur polygonal) in ZEN lite (blue edition) in Durchlichtmikroskopieautnahmen. ANOVA: p (Zeitfaktor) < 0,05,
post boc Tukey p > 0,05. n = 3 biologische Replikate.

72



Ergebnisse

In KSFEM kultivierte hPDSCs bildeten weniger kompakte
Spharoide als hPDSCs in DMEM10 und DMEM/F12-EGF

Die in KSFM kultivierten Sphiroide wiesen auch an Tag 3 noch sehr unebene Oberflichen und lose
Zellen in den Mulden auf (Abbildung 9, zweite Reihe, rechts). Am siebten Tag der Kultur in AMPs
zeigten sich die Unterschiede zwischen den Serumgehalten noch deutlicher: In DMEM10 und
DMEM/F12-EGF befanden sich vorwiegend runde Sphiroide mit einigen Strukturauftilligkeiten.
In KSEM waren zwar ebenso runde Sphiroide mit Strukturauffilligkeiten wie Auswdlbungen zu
finden (Abbildung 9, dritte Reihe, rechts: Pfeil). Aber auffallend viele Mulden der AMPs
beinhalteten am siebten Tag der Kultur in KSEM lose Zellansammlungen (Abbildung 9, dritte
Reihe, rechts: Kreise). Deswegen wurde davon abgesehen die Sphiroide aus KSFM-Kultur in die
Flichenmessung fir Abbildung 9 einzubeziechen. Auflerdem wurden im Folgenden Vitalititsassays

angefertigt, um herauszufinden, ob die losen Zellansammlungen aus lebenden Zellen bestanden.

VITALITAT DER 3D-KULTUREN AUS HPDSCs

Um herauszufinden, welches Medium am besten fiir die 3D-Kultur in AMPs geeignet ist, wurde die
Vitalitit der Sphiroide mithilfe von Lebend-Tot-Firbungen mit Fluoresceindiacetat (FDA) und
Propidiumiodid (PI) bestimmt. Die Vitalitit wurde sowohl quantifiziert iber die Gesamtheit der

AMPs als auch im Detail innerhalb der einzelnen Sphiroide betrachtet.

Hohe Vitalitat bei hPDSC-Spharoiden nach 7 Tagen in

serumhaltiger 3D-Kultur

Zur Quantifizierung der Vitalitit der Sphiroide wurden diese am siebten Tag der Kultur direkt in
den AMPs mit FDA und PI gefirbt und Ubersichtsbilder durch Mosaikaufnahmen am
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 erstellt (Abbildung 11). Die in DMEMI10 und
DMEM/F12-EGF kultivierten Sphiroide zeigten nahezu alle eine FDA-Firbung, sind also vital
(Abbildung 11, oben links; Abbildung 12, links). Die Mulden, die keine FDA-Firbung aufwiesen,
enthielten keine Zellen mehr, was in Zellkern-Firbungen mit Hoechst deutlich wird (hier nicht

gezeigt). Nur wenige Sphiroide, die in DMEM10 und DMEM/F12-EGF kultiviert wurden, sind
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auch in der Ubersichtsaufnahme erkennbar Pl-positiv, was erst bei starker Vergroflerung der

Ubersichtsaufnahme sichtbar wurde (Vergréferung hier nicht gezeigt).

In KSFM kultivierte Sphiroide wurden deutlich hidufiger durch PI angefirbt (Abbildung 11, unten
rechts; Abbildung 12, rechts) und die FDA-Firbung im AMP wies mehr Liicken auf als die der
AMPs in DMEM10 und DMEM/F12-EGF (Abbildung 11, oben).

DMEMIO DFE

Abbildung 11: Die in DMEM10 und DMEM/F12-EGF kultivierten Sphiroide wiesen eine hohe Vitalitit auf,
die in KSFM kultivierten Sphiroide eine geringe Vitalitit. Reprisentative Ubersichtsaufnahmen der Lebend-Tot-
Firbung gesamter AMP an Tag 7. Griin: Fluoresceindiacetat (FDA), Vitalititsmarker; rot: Propidiumiodid (PI),
Zelltodmarker. In DMEM 10 und DMEM/F12-EGF kultivierte Sphiroide erschienen ausschlieflich vital; es ist keine PI-
Firbung in dieser Vergréflerung zu erkennen. Die Vertiefungen ohne FDA-Firbung sind in den serumhaltigen Medien

zumeist leer (Abgleich mit Hoechst-Kernfirbung nicht gezeigt). Maf$stabsbalken 2 mm.
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Abbildung 12: Der Anteil der PI-positiven Sphiroide in KSFM war hoher als in DMEM10 und DMEM/F12-
EGF. Zahl der FDA"- und PI'- Sphiroide pro AMP bezogen auf die Zahl der Hoechst*-Sphiroide pro AMP; gezihlt
anhand der Ubersichtsaufnahmen der Lebend-Tot-Firbung von Tag 7 der 3D-Kultur (siehe reprisentative Aufnahmen
in Abbildung 11). Kruskal-Wallis-Test, post boc Dunn-Test p>0,05. n(DMEM10, DMEM/F12-EGF) = 2;

n (KSFM) = 4.

Nur vereinzelt tote Zellen in hPDSC-Spharoiden nach

7 Tagen in serumhaltiger 3D-Kultur

Neben der Quantifizierung der Vitalitit der Sphiroide wurde auch analysiert, ob die iberwiegend
vital erscheinenden Sphiroide in DMEM10- und DMEM/F12-EGF-Kultur geringe Mengen an
toten Zellen beinhalteten und wo diese in den Sphiroiden verortet waren. Dazu wurden zufillig

ausgewihlte Sphiroide mit FDA und PI gefirbt und am LSM mikroskopiert.

Sowohl in DMEM10 als auch in DMEM/F12-EGF kultivierte Sphiroide wiesen vereinzelt PI-
positive Zellen auf, diese waren jedoch nicht auf eine bestimmte Lokalisierung innerhalb der
Sphiroide beschrinkt (Abbildung 13, links und Mitte). Die Sphiroide aus DMEM10- und
DMEM/F12-Kultur waren iiberwiegend intakt und FDA-gefirbt. In der zufilligen Auswahl der
Sphiroide aus KSFM-Kultur konnte kein intaktes Sphiroid mit FDA-Firbung gefunden werden.
Das gezeigte Sphiroid aus KSFM-Kultur erschien aufgelést und wies nur bruchstiickhafte

Kernfirbungen durch Hoechst und PI auf (Abbildung 13, rechts).
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Abbildung 13: Die in DMEM10 und DMEM/F12-EGF kultivierten Sphiroide waren iiberwiegend vital und
enthielten keinen nekrotischen Kern. Reprisentative Detailaufnahmen der Lebend-Tot-Firbung an Tag 7 zufillig
ausgewihlter Sphiroide (DMEM10 und DMEM/F12-EGF aus hPDSC3, KFSM aus hPDSC4); orthogonale Projektion
der Z-Stapel. Griin: Fluoresceindiacetat (FDA), Vitalititsmarker; rot: Propidiumiodid (PI), Zelltodmarker; blau:
Hoechst, Zellkernmarker. Mikroskopiert in Cell-Tak™-beschichteten ibidi-Schalen am konfokalen Laserscanning-
Mikroskop. In DMEM10 und DMEM/F12-EGF kultivierte Sphiroide zeigten eine gleichmiffige FDA-Firbung,
wohingegen in KSFM kultivierte Sphiroide keine FDA-Firbung aufwiesen, sondern ausschliefllich ungleichmifige
Kernfirbung mit Hoechst sowie PI. Die vereinzelten Pl-positiven Zellen in DMEM10 und DMEM/F12-EGF

kultivierten Sphiroiden waren nicht auf eine bestimmte Lokalisation begrenzt. Maf3stab 50 um.

Nur in DMEM/F12-EGF kultivierte Spharoide eigneten sich fur
RNA-Analysen

Die geringe Vitalitit der in KSFM kultivierten Sphiroide lief} es nicht zu, ausreichend mRNA fiir
eine umfassende qRT-PCR-Analyse zu extrahieren. Die RNA-Extraktion der Sphiroide, die im
Standardmedium DMEM10 kultiviert wurden, stellte sich ebenfalls problematisch dar: es konnte
keine Extraktionsmethode etabliert werden, die zu ausreichend groffen RNA-Mengen von hoher
Qualitit fihrte. Bereits zuvor zeigten Experimente mit Sphiroiden aus Schweif§driisen-abgeleiteten
Stammzellen kultiviert mit derselben 3D-Kultur-Methode im selben Medium ihnliche

Komplikationen bei der RNA-Extraktion. Die aufgereinigte RNA-Konzentration war nicht

76



Ergebnisse

ausreichend fiir vollumfassende Analysen wie eine RNA-Seq. Aufgrund dieser technischen
Einschrinkungen und den Vorteilen in Vitalitit und Proliferation, die in DMEM/F12-EGF
kultivierte hPDSCs und Sphiroide zeigten, wurden die weiterfithrenden Experimente nur mit den

folgenden drei Konditionen fortgesetzt:

1. Standardkultur humaner Parotis-abgeleiteter Stammzellen (hPDSCs):
adhirent in DMEM10 kultiviert (2D-DMEM10)

2. Durch Medium fiir epitheliale Zellen differenzierte hPDSCs:
adhirent in DMEM/F12-EGF kultiviert (2D-DMEM/F12-EGF)

3. hPDSC-Sphiroide:
dreidimensional in DMEM/F12-EGF kultiviert (3D-DMEM/F12-EGF)

GENEXPRESSIONSANALYSE AUSGEWAHLTER MARKER

Um einen ersten Eindruck zum Differenzierungsstatus der hPDSCs zu erhalten, wurde deren
Genexpression mit mRNA in qRT-PCRs untersucht. Dabei wurden Primer fiir ausgewihlte Gene
verwendet, die erste Aussagen tber die Vitalitit der hPDSC-Sphiroide und die Expression

sekretorischer Markergene zulieflen.

Die Expressionsdaten von Kie7 und Caspase 3 deuteten auf
verringerte Proliferation bei unveranderter apoptotischer

Aktivitat in hPDSC-Spharoiden hin

Um weitere Informationen tiber die Vitalitit der in DMEM/F12-EGF kultivierten Sphiroide zu
gewinnen, wurden die mRNA-Expression des Proliferationsmarkers Ki67 und des Apoptosemarkers
Caspase3 (Cas3) mittels gRT-PCR untersucht und mit der Expression in adhirent kultivierten
hPDSCs verglichen. Die Proliferation bzw. die Ki67-Expression war in adhirent wachsenden
hPDSCs unverindert in DMEMI10- und DMEM/F12-Kultur (Abbildung 14, links). In
dreidimensional kultivierten hPDSCs in DMEM/F12-EGF gab es eine Tendenz zu verringerter
Proliferation; die unverinderte Cas3-Expression liefd jedoch keinen Riickschluss auf vermehrte

apoptotische Prozesse zu (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Die mRNA-Expression von Ki67 und Caspase 3 deuteten auf verringerte Proliferation in
hPDSC-Sphiroiden gegeniiber hPDSCs in adhirenter Kultur bei unverinderter apoptotischer Aktivitit hin.
Genexpressionsdaten des Proliferationsmarkers Ki67 und des Apoptosemarkers Caspase 3 aus qRT-PCR relativ zum
Haushaltsgen RPS18. hPDSC1, 3 und 4 in P7-14 (n = 3); wenn méglich, bis zur Konfluenz kultiviert, max. aber 7 d.
Kruskal-Wallis-Test, post hoc Dunn-Test: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kulturkonditionen (p > 0,05).

Dies bestitigte die Ergebnisse der Vitalititsassays und die Auswertung der SphiroidgrofSen, in denen
es keine Anzeichen von vermehrtem Zelltod in den Sphiroiden aus DMEM/F12-EGF-Kultur gab
(vgl. Abbildung 9 bis Abbildung 13).

3D-Kultur in DMEM/F12-EGF erhohte die Expression des

azinusspezifischen Markers Aquaporin 5in hPDSCs

Des Weiteren wurde die mRNA-Expression einiger bekannter Speicheldriisenmarker in den
hPDSC-Sphiroiden mittels QqRT-PCR untersucht und mit der Expression in adhirent kultivierten
hPDSCs verglichen. CHRM3 ist ein muskarinerger Rezeptor und somit essenziell fiir die cholinerge
Stimulation der Speichelsekretion. In dem hier eingefithrten Modell der hPDSC-Sphiroide wurde
CHRM3-mRNA exprimiert (Abbildung 15). Entgegen den Ergebnissen des Medienvergleichs der
adhirent kultivierten hPDSCs in niedrigeren Passagen (siche Abbildung 8) wurde in den adhirent
kultivierten hPDSCs im 2D-3D-Vergleich (hohere Passagen) kein CHRM3 exprimiert. Der
Chloridkanal TMEM16A hingegen war sowohl in den undifferenzierten hPDSCs, den Sphiroiden
aus DMEM/F12-EGF-Kultur als auch allen adhirent in Differenzierungsmedien kultivierten
hPDSCs exprimiert (Abbildung 8, Abbildung 15). Zwischen den Konditionen liel sich kein
signifikanter Unterschied feststellen. Aquaporin 5 (AQPS), der dritte untersuchte Marker, der in die

Speichelsekretion involviert ist, wurde hingegen differenziell exprimiert: in adhirent kultivierten

78



Ergebnisse

hPDSCsist AQPS nur in 2D-DMEM 10 exprimiert; nichtin 2D-DMEM/F12-EGF. In den hPDSC-
Sphiroiden aus DMEM/F12-EGF jedoch war eine signifikant erhéhte AQPS-Expression
testzustellen (Kruskal-Wallis-Test p = 0,0241; Dunn-Test: p < 0,05 fur 2D-DMEM/F12-EGF vs.
3D-DMEM/F12-EGF; n = 3). Der serése Marker a-Amylase 1 (AMY1) war in allen Konditionen des
2D-3D-Vergleichs gleichermaf8en exprimiert. Eine Expression des Gangzellenmarkers CFTR war in
keiner der hPDSCs im 2D-3D-Vergleich zu verzeichnen.
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Abbildung 15: hPDSCs-Sphiroide aus DMEM/F12-EGF-Kultur exprimierten Stammzell- und Azini-
spezifische Gene. Genexpressionsdaten einer qRT-PCR relativ zum Haushaltsgen RPS18. hPDSCI1, 3 und 4 in P7-14
(n = 3); wenn mdglich, bis zur Konfluenz kultiviert, max. aber 7 d. Kruskal-Wallis-Test, post hoc Dunn-Test: p > 0,05;
aufler bei AQPS: Kruskal-Wallis-Test p = 0,0241; Dunn-Test: p < 0,05 fiir 2D-DMEM/F12-EGF vs. 3D-DMEM/F12-
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EGF und Nestin: Kruskal-Wallis-Test p =0,0332; post boc Dunn-Test zwischen allen paarweise verglichenen
Konditionen: p > 0,05.

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse speicheldriisenspezifischer Marker deuteten darauf hin,
dass die undifferenzierten hPDSCs bereits Eigenschaften azinirer Zellen besaflen, die sich durch die
dreidimensionale Kultur im Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF verfestigen oder sogar
verstirken  lieflen. Zur Evaluation dieser Ergebnisse auf Proteinebene wurden

Immunfluoreszenzfirbungen angefertigt.

NPDSCs zeigten keine distinkten

Immunfluoreszenzfarbungen der sekretorischen Marker

Zur Evaluation der Expression der azinus- und stammzellspezifischen Marker wurden
Immunfluoreszenzfirbungen angefertigt. Auf diese Weise sollte ermittelt werden, ob das vorliegende
Mafl an mRNA-Expression zur Translation der Marker ausreichte und wo die entstehenden Proteine
in den Zellen sowie den Sphiroiden verortet waren. Die Immunfluoreszenzfirbungen umfassten
AntikSrper von drei azinusspezifischen sekretorischen Markern: AQPS, TMEM16A und CHRM3.
Leider wies keine der Firbungen distinkte Signale auf, die auf eine Translation der fur die
Speichelsekretion erforderlichen Proteine hindeuten kénnten (siche Anhang). Des Weiteren wurden

die Expression von Nestin auf transkriptioneller und translationaler Ebene getestet.

hPDSCs erhielten die Expression des Stammzellmarkers
Nestin in Kultur mit DMEM/F12-EGF sowohl! in 2D- als auch in
3D-Kultur aufrecht

Die im Stammzellmedium DMEMI10 kultivierten hPDSCs exprimierten auch in der hoheren
Passage zum Zeitpunkt der Sphiroidkultur Nestin-mRNA (Abbildung 15). In DMEM/F12-EGEF-
Kultur schien die Nestin-Expression in héheren Passagen sowohl in adhidrenter als auch in
dreidimensionaler Kultur zu steigen (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,0332). Diese Tendenz stimmte mit
der Untersuchung der Nestin Expression der hPDSCs aus adhirenter Kultur in niedrigen Passagen
tberein (Abbildung 8). Der post hoc-Test liel jedoch keine Aussage dariiber zu, welche der drei
Konditionen im 2D-3D-Vergleich sich signifikant voneinander unterschieden (Abbildung 15,
Dunn-Test: p > 0,05).
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Die Nestin*-Subpopulation befand sich Uberwiegend in

aulBBeren Zellschichten der Spharoide

Die Immunfluoreszenzfirbungen zeigten nicht nur, dass Nestin in allen untersuchten Konditionen
exprimiert wurde (Abbildung 16), sondern auch die Lokalisierung in den hPDSC-Sphiroiden: die
Nestin-positiven hPDSCs befanden sich in der tiberwiegenden Mehrheit im dufleren Bereich des

Sphiroids.

In allen Konditionen zeigte sich die typische filamentdse Struktur des Nestins in den
Immunfluoreszenzfirbungen. Sowohl in den adhirenten Kulturen als auch in den Sphiroiden
handelte es sich um Subpopulationen. In dem abgebildeten hPDSC-Sphiroid befand sich diese
Subpopulation in einer Strukturauffilligkeit im dufleren Bereich des Sphiroids, die wie eine
Ausstiilpung oder Blase an der sonst glatten Oberfliche des Sphiroids erscheint. Die Nestin-
positiven Zellen lagen oben auf dieser Strukturauftilligkeit auf (siche Abbildung 16, unten); die
Nestin-Filamente reichten bis auf den glatten Bereich der Sphiroidoberfliche. Im Inneren der

Strukturauftilligkeit waren DAPI-gefirbte Zellkerne zu sehen; sie war demnach nicht hohl.
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Abbildung 16: hPDSCs wiesen in allen Konditionen Nestin-positive Subpopulationen auf, die sich in hPDSC-
Sphiroiden vorwiegend in dufleren Schichten befanden. Parotisschnitte (kryokonserviert, 12 um), adhirente
hPDSCs in DMEMI10 und DMEM/F12-EGF sowie hPDSC-Sphiroide in DMEM/F12-EGF wurden mit
monoklonalen Primirantik6rpern ftr Nestin (aus Maus IgG1) und Cy3-gekoppelten Sekundirantikdrpern (aus Ziege
gegen Maus) gefirbt (rot). Negativkontrolle bestand in einer Firbung mit nicht spezifischen IgG1-Antikdrpern aus Maus
statt des Nestin-Primirantikorpers. In der Parotis lag Nestin in spindelférmigen Zellen zwischen den Azini (oben links).
Die Negativkontrolle auf Parotis zeigte mittelgrofSe Einschliisse von Cy3 im Zytosol (oben rechts). In den adhirent
wachsenden Zellen in beiden Medien (Mitte) waren Nestin*-hPDSCs zu finden. In hPDSC-Sphiroiden befanden sich
die Nestin*-Zellen in der dufleren Schicht (unten links); hier befanden sich die Nestin*-hPDSCs vorwiegend in einer
Auswolbung an der Oberfliche des ansonsten kugelférmigen Sphiroids (maximale Projektion); Negativkontrolle der

Firbung auf Sphiroiden (unten rechts): ein Einzelbild aus der Mitte des Sphiroids. Mafistabsbalken 50 pm.
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3.3 Vergleich der Genexpressionsprofile mittels

explorativer Gesamttranskriptomanalyse

Um noch einen besseren Uberblick iiber das Genexpressionsprofil der hPDSCs in unterschiedlichen
Kulturkonditionen zu gewinnen, wurde schliefllich eine explorative Gesamttranskriptionsanalyse
mittels RNA-Seq (kurz fiir RNA-Sequenzierung, wird in dieser Form verwendet fiir Gesamt-
Transkriptom-Sequenzierung im Hochdurchsatzverfahren) angefertigt. Die Sequenzierung wurde

bei Biosearch™ Technologies durchgefiihrt.

Die von Biosearch™ Technologies erstellten Daten bestanden aus einer FASTQ-Datei je Probe, den
dquivalenten Adapterrest-bereinigten FASTQ-Dateien sowie den zugehorigen FastQC v0.11.9-
Berichten, Informationen zum Ablauf der Probenaufbereitung und Sequenzierung und einer

Tabelle mit den Gesamtzahlen der reads pro Probe (roh und Adapterrest-bereinigt).

Die FastQC v0.11.9-Berichte belegten eine erfolgreiche Sequenzierung. Also wurden die reads in
den  Adapterrest-bereinigten  FASTQ-Dateien anhand  eines Referenzgenoms  alignt.
Durchschnittlich wurden 85,64 + 0,47 % der reads eindeutig am Referenzgenom gemappt. Die
eindeutig an einem Feature gemappten counts machten mit durchschnittlich 68,25% + 1,63 % den
Grof3teil der reads aus (Abbildung 17). Die count-Bibliotheken beinhalteten durchschnittlich
4.822.149 = 1506869 reads.

Alle reads konnten einem Locus zugeordnet werden (keine ,,Noz Aligned®, rot in Abbildung 17) und
kein Alignment wurde aufgrund von schlechter Qualitit herausgefiltert (keine ,,Low Alignment
Quality®, grau in Abbildung 17). Ein kleiner Anteil der reads wurde an nicht-codierenden Loci (,/No
Feature“, orange in Abbildung 17, & 1,81 % + 0,1 %) oder uneindeutig alignt (,,4mbiguous, violett
in Abbildung 17, @ 9,22% + 0.19%, ,dlignment not unique“, hellblau in Abbildung 17, &
20,73 % + 1,63 %).
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Abbildung 17: Die Mehrheit der reads waren assoziiert mit einem Gen. Durchschnittlich mappten 68 ,25% +
1,63 % reads an einem Gen. Probenabkiirzung: Kulturform-Medium-Nummer der hPDSC-Linie. Feature (griin):
Locus, dem eine Funktion zugeordnet werden konnte, hieraus ergaben sich coxnts und Bibliothek; 7o feature (orange):
Locus, dem keine Funktion zugeordnet werden konnte; ambiguons (violett): zweideutig, read an zwei sich
tberschneidenden Genen gemappt; Alignment not unique (hellblau): read an mehr als einem Locus gemappt; Low
Alignment Quality (grau): aufgrund geringer Qualitit herausgefiltert; Not Aligned (rot): reads ohne Alignment. Erstellt
mit OmicsBox auf Grundlage von HT Seq.

Der Anteil der Gen-assoziierten reads in hPDSC3-3D-DMEM/F12-EGF erschien geringer als der
durchschnittliche Anteil der Gen-assoziierten reads in allen Proben. Die Bibliothek der Probe
hPDSC3-3D-DMEM/F12-EGF war die grofite (8.428.139 reads), weil die Zahl der insgesamt
sequenzierten reads in dieser Probe am hochsten ist (13.106.068 reads). Die Abweichungen waren
darauf zuriickzufiihren, dass die hPDSC3-Proben zuerst sequenziert wurden, also auf einer anderen

Durchflusszelle als die anderen Proben, und waren zu vernachlissigen.

DIFFERENZIELLE GENEXPRESSION IN DEN UNTERSCHIEDLICHEN
KULTURKONDITIONEN DER HPDSCs

Der Fokus der differenziellen Genexpressionsanalyse (DEA) lag darauf herauszufinden, was die
hPDSCs in dreidimensionaler Kultur von denen in adhirenter Kultur unterschied und, ob bereits

das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF einen signifikanten Einfluss auf die Zellen hatte.

Deswegen wurden die Konditionen paarweise mithilfe von edgeR verglichen:
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1. 2D-DMEMI10 vs. 2D-DMEM/F12-EGF = Standardkultur vs. adhirente Kultur in
Differenzierungsmedium = Medienvergleich

2. 2D-DMEM/F12-EGF vs. 3D- DMEM/F12-EGF = adhirente Kultur in DMEM/F12-
EGF vs. hPDSC-Sphiroide (in DMEM/F12-EGF) = 2D-3D-Vergleich

Beide DEA zeigten signifikante Unterschiede zwischen den Konditionen, also differenziell
exprimierte Gene (DEG). Beim Medienvergleich waren 1619 Gene differenziell exprimiert; davon
1036 geringer exprimiert in DMEM/F12-EGF und 583 hoher exprimiert in DMEM/F12-EGF
(Abbildung 18).

1log10(FDR)
w

logFC
@ FOR=0.05 FDR=0.05 @ FDR<0.05, logFC>1.0 @ FDR<0.05, logFC<-1.0
Abbildung 18: Die Genexpression von in DMEM10 und DMEM/F12-EGF adhirent kultivierten hPDSCs
unterschied sich in 1619 Genen signifikant (1036, 583). Volcano-Plot der differenziellen Genexpressionsanalyse
zwischen 2D-DMEM10 und 2D-DMEM/F12-EGF (Medienvergleich). FC: fold change (= x-fache Anderung); FDR:
false discovery rate (= Falscherkennungsrate). Differenziell exprimierte Gene: 1619; rot: 583 in DMEM/F12-EGF hoher
exprimierte Gene; griin: 1036 in DMEM/F12-EGF niedriger exprimierte Gene; schwarz: herausgefiltert aufgrund hoher

FDR; grau: herausgefiltert aufgrund geringen Unterschiedes zwischen Konditionen (geringer FC).

Beim 2D-3D-Vergleich waren 1439 Gene differenziell exprimiert; davon 630 niedriger exprimiert in

hPDSC-Sphiroiden und 809 héher exprimiert in hPDSC-Sphiroiden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die Genexpression von adhirent und dreidimensional in DMEM/F12-EGF kultivierten
hPDSCs unterschied sich in 1439 Genen signifikant (630, 809). Volcano-Plor der differenziellen
Genexpressionsanalyse zwischen 2D-DMEM10 und 2D-DMEM/F12-EGF (2D-3D-Vergleich). FC: fold change (= x-
fache Anderung); FDR: false discovery rate (= Falscherkennungsrate). Differenziell exprimierte Gene: 1439; rot: 809 in
hPDSC-Sphiroiden hoher exprimierte Gene; griin: 630 in hPDSC-Sphiroiden niedriger exprimierte Gene; schwarz:
herausgefiltert aufgrund hoher FDR; grau: herausgefiltert aufgrund geringen Unterschiedes zwischen Konditionen

(geringer FC).

Die Volcano-Plots zeigten eine typische Verteilung von DEG. Dies war ein erster Hinweis darauf, dass
die Genexpressionsprofile der hPDSC in unterschiedlichen Kulturkonditionen sich nicht nur in
einzelnen Genen signifikant unterschieden, sondern auch global. Diese globalen Unterschiede und
die daraus resultierenden (Un-)Ahnlichkeiten der Proben wurden mithilfe einer

Hauptkomponentenanalyse der counts ermittelt.

STARKE PRAGUNG DER GENEXPRESSION DER HPDSCS DURCH DIE

KULTURKONDITIONEN

In einer Hauptkomponentenanalyse (HKA) mit den counts aller Proben zeigte sich, dass sich die
Proben nach Kulturkonditionen clusterten, nicht nach Zelllinie (Abbildung 20). Die Datenpunkte
der Proben, die auf dieselbe Art kultiviert wurden, hatten kleinere Abstinde untereinander als die
Proben aus demselben Patientenmaterial, sprich derselben Zelllinie. Besonders bei Betrachtung in
der Dimension der Hauptkomponente 1 (engl. principal component 1 =PC1), die 35% der

Variabilitit der Proben abbildete, konnte man erkennen, dass die hPDSCs aus adhirenter Kultur in
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DMEM10, kaum voneinander abwichen. Dasselbe galt fiir die hPDSCs in beiden DMEM/F12-
EGF-Konditionen: die hPDSC1- und hPDSC4-Proben lagen besonders in der Dimension der PC1
nah beieinander. Nur bei den Datenpunkten der hPDSC3-Proben fiel wie bei der Verteilung der
reads (vgl. Abbildung 17) eine Abweichung auf. Diese Abweichungen waren auf den fritheren
Sequenzierungslauf zurtickzuftihren und deshalb hier zu vernachlissigen. In der Dimension der PC2
zeigte sich ein dhnliches Bild wie bei PC1. Die groften Distanzen zwischen den Datenpunkten der
Proben derselben Kondition waren in der Dimension der dritten Hauptkomponente (PC3) zu

verzeichnen.
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Abbildung 20: Die differenzielle Genexpression in hPDSCs durch Verinderung der Zellkulturbedingungen
war reproduzierbar. Die Genexpression unterschiedlicher Zelllinien innerhalb einer Zellkulturkondition war Zhnlicher
als die derselben Zelllinie in einer anderen Zellkulturkondition. Hauptkomponentenanalyse zur Visualisierung der (Un-
) Ahnlichkeit der Genexpression. Grundlage: counts aus RNA-Seq. Je grofer die Abstinde, desto stirker unterschied sich
die Genexpression zwischen diesen beiden Proben. PC = engl. principal component, zu Deutsch Hauptkomponente;
Prozentzahl: Anteil der Variabilitit aller Proben, der durch diese PC abgebildet wurde.

Die drei Hauptkomponenten bildeten zwar nur 70% der Variabilitit der Datenpunkte aller Proben
ab (PC135% +PC219% + PC3 16 % =70%). Trotzdem war das Ergebnis der HKA nicht zu
vernachlissigen, da insbesondere in Dimension der PC1, die den gréfSten Anteil der Variabilitit der

Proben abbildete, die Proben aus denselben Kulturbedingungen clusterten.

Dasselbe Ergebnis der HKA auf Ebene der counts spiegelte sich in einem hierarchischem Clustering
der Ergebnisse der DEA wider: die Top 50 differenziell exprimierten Gene clusterten die Proben
ebenso nach den Zellkulturkonditionen. Jeweils 25 Gene, die mit der geringsten

Fehlerwahrscheinlichkeit in einem der beiden Vergleiche differenziell exprimiert worden waren
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(minimale FDR bei FDR <0.05, logFC =21 oder FDR <0.05, logFC =-1), wurden in einer

hierarchisch geclusterten Heatmap visualisiert (Abbildung 21).

Die hierarchische Cluster-Analyse beruht auf dem euklidischen Abstand zwischen den Genen
(vertikales Clustering) und Proben (horizontales Clustering, siehe Dendrogramm) in Form ihrer
skalierten Expressionsdaten (z-scores). Das Clustering der Proben (Abbildung 21, Dendrogramm)
zeigte erneut, dass die hPDSCs mit denselben Kulturkonditionen sich in der Expression dhnlicher
waren als die Proben aus derselben hPDSC-Linie. Auflerdem machte es deutlich, dass die sechs
Proben, die im gleichen Medium (DMEM/F12-EGF) kultiviert worden waren, sich in der
Genexpression dhnlicher waren, als die Proben aus dem Standardmedium (DMEM10). Die erste
Verzweigung des Dendrogramms trennte die Gesamtheit der Proben in zwei Cluster: Proben, die in
DMEM/F12-EGF kultiviert worden waren und Proben die in DMEM 10 kultiviert worden waren.
Das Cluster der Proben aus DMEM/F12-EGF verzweigte sich dann in adhirent oder
dreidimensional kultivierte hPDSCs, sodass dieselben Cluster wie in der HKA entstanden: ein

Cluster pro Kulturkondition.
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Abbildung 21: Heatmap der Top 50 differenziell exprimierten Gene nach minimalem FDR: Das Clustering

der Proben zeigte, dass die Expression stirker durch die Kulturkonditionen als durch die Herkunft der
hPDSCs geprigt wurden.
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Fortsetzung Abbildung 21: Nach den beiden gepaarten DEA (2D-DMEM10 vs. 2D-DMEM/F12-EGF und 2D-
DMEM/F12-EGF vs. 3D-DMEM/F12-EGF) wurden jeweils die 25 DEG (FDR < 0.05, logFC < -1 und FDR < 0.05,
logFC > 1) mit dem geringsten FDR-Wert ausgewihlt. Die hierarchische Cluster-Analyse beruht auf dem euklidischen
Abstand zwischen den Genen (vertikales Clustering) und Proben (horizontales Clustering, siche Dendrogramm) in Form
ihrer skalierten Expressionsdaten (2-score = (Genexpression in einer
Probe [counts] - durchschnittliche Genexpression tiber alle Proben [counts]) / Standardabweichung). Die Proben
clusterten nach Konditionen. Die vertikalen Gen-Cluster kdnnten somit Konditions-spezifische Gene enthalten (z. B.
SFRP4 bis CD36 fur Standardkondition). Die farbigen Markierungen der Gen-Namen beziehen sich darauf, in welcher

DEA dieses Gen unter den Top 25 war und die Expressionsabweichung von der Referenz.

Neben dieser Erkenntnis konnten die Gen-Cluster, die in einer der drei Konditionen besonders hoch
exprimiert sind, Auskunft tiber mogliche neue Markergene geben: das oberste Cluster verbindet die
beiden Konditionen (IFI44L bis CIDEC), die in DMEM/F12-EGF kultiviert wurden; darunter
liegen zwei Cluster mit Genen, die besonders in der 3D-Kultur hoch exprimiert wurden (DNM1 bis
PLTP und CILP bis FBXO32); und das unterste Gen-Cluster zeigt Gene, die besonders in den
hPDSCs in Standardkultur, also humanen Parotis-abgeleiteten Stammuzellen, stark exprimiert
wurden (SFRP4 bis CD36). Zwei Gene, die aus der Literatur zu Speicheldriisen bekannt sind, fielen
auf: Das Gen fuir Keratin 7 (KRT7), einem Marker fiir Gangzellen, befindet sich in dem Cluster
derjenigen Gene, die in beiden Differenzierungskonditionen niedriger exprimiert wurden als in
hPDSCs in Standardkultur. Das Gen FAM20A (engl. member A of family with sequence similarity
20), ein Akteur in der verzweigenden Morphogenese, ist in einem Cluster mit Genen zu finden, die

in hPDSC-Sphiroiden hoher als in den adhirenten Kulturkonditionen exprimiert wurden.

ENRICHMENT VON EXTRAZELLULARMATRIX-BEZOGENEN

PROZESSEN

Das Enrichment, also eine globale Analyse der durch die DEG beeinflussten Signalwege, wurde

mithilfe der reactome-Datenbank und von reactome bereitgestellten Webtools durchgefiihrt.

Die durch DEG beeinflussten Signalwege wurden mittels Uberreprisentationsanalyse (engl. over-
representation analysis = ORA) ermittelt und mit Reacfoam-Abbildungen dargestellt. Dabei

wurden Listen der hoher und niedriger exprimierten Gene getrennt voneinander analysiert. Dies

91



ermoglichte nachzuvollziehen, welche Signalwege verstirkt und welche weniger wahrscheinlich in

den untersuchten hPDSCs abliefen.

Medienvergleich: Enrichment induzierte erhohte
Proliferation und Anderungen der EZM in adharenter

DMEM/F12-EGF-Kultur, aber keine epitheliale Differenzierung

Die Ergebnisse der ORA im Medienvergleich bekriftigten die Beobachtung, dass die hPDSCs in
adhirenter Kultur in DMEM/F12-EGF stirker proliferierten als in DMEM10. In adhirent in
DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs waren einige Prozesse, die DNA-Replikation und Zellzyklus
betreften, durch hoher exprimierte Gene enricht (Abbildung 22). Es handelt sich um Signalwege aus
den tibergeordneten Prozessen ,G1/S Transition, ,G2/M Checkpoints®, ,Assembly of the pre-
replicative complex” sowie ,Activation of the pre-replicative complex®, ,DNA strand elongation® und
wExtension of Telomeres”. Unter den durch niedriger exprimierte Gene enrichten Signalwegen
befanden sich hingegen keine die Zellproliferation betreffenden Signalwege. Dies war konform mit
den Beobachtungen wihrend der Zellkultur, dass die hPDSCs sich in adhirenter DMEM/F12-EGF-
Kultur schneller teilten als in DMEM10.

Des Weiteren zeigte das Enrichment im Medienvergleich, dass die Signalweggruppe ,,Cell-Cell
communication” durch in DMEM/F12-EGF niedriger exprimierte Gene enricht war (Abbildung
22). Bei niherer Betrachtung stellte sich heraus, dass die differenzielle Expression des Cadherin 11-
Gens (CDH11) all die Signalwege der Gruppe ,,Cell-Cell communication enrichte: ,,Regulation of
CDH11 function®, ,,Regulation of CDHI11 gene transcription® und ,,Regulation of CDHI11 mRNA

translation by microRINAs“.

Es waren weder epitheliale, noch speicheldriisenspezifische Signalwege unter den durch die in
DMEM/F12-EGF hoher exprimierten DEG enrichten Signalwegen zu finden. Auch aus der
Gesamtheit der enrichten Prozesse in adhirentin DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs ging weder
eine deutlich epitheliale Differenzierung, noch eine Entwicklung zu sezernierenden

Speicheldriisenzellen hervor.
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2D-DMEMI0 vs. 2D-DMEM/F12-EGF
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Abbildung 22: Reacfoam-Visualisierung der ORA des Medienvergleichs: Die DEG beeinflussten EZM-Organisationsprozesse.

93



Fortsetzung Abbildung 22: Input: Listen der niedriger bzw. hoher exprimierten Gene aus dem Medienvergleich (2D-
DMEM10 vs. 2D-DMEM/F12-EGF). Links: Uberblick iiber alle in der reactome-Datenbank befindlichen Signalwege,
schwarze Schrift: iibergeordneter Gruppenname. Skalen und gelbe bis ockerfarbene Markierungen: nach p-Wert aus
Uberreprisentationsanalyse mit Benjamini-Hochberg, n = 3. DOWN: durch in DMEM/F12-EGF niedriger exprimierte
Gene beeinflusste Signalweggruppen: ,,Extracellular matrix organization®, ,,Cell-Cell communication; UP: durch in
DMEM/F12-EGF héher exprimierte Gene beeinflusste Signalweggruppe: ,,Extracellular matrix organization®; (nur
Nennung und fortfihrend diskutiert, wenn Signalweggruppe héchster Ordnung signifikant enricht (gelb). Rechts:
Vergroflerung der Signalweggruppe ,,Extracellular matrix organization®, v. r. n. L.: ,Elastic fibre formation: Molecules
associated with elastic fibres; ,ECM proteoglycans®; ,Degradation of the extracellular matrix: Collagen degradation,
Activation of Matrix Metalloproteinases®; ,,Collagen formation: [Collagen biosynthesis and modifying engymes: Collagen
chain trimerization], [Assembly of collagen fibrils and other multimeric structures: Anchoring fibril formation,
Crosslinking of collagen fibrils|“; ,Non-integrin membrane ECM interactions: Syndecan interactions.

2D-3D-Vergleich: Enrichment induzierte niedrigere

Proliferation und Anderungen der EZM in Spharoiden

Gene, die den Zellzyklus, die DNA-Replikation und die DNA-Reparatur betreffen, waren in
hPDSC-Sphiroiden niedriger exprimiert als in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur der hPDSCs
(Abbildung 23). Dies bekriftigte die Ergebnisse der qRT-PCR mit Primern fur Ki67: Der
Proliferationsmarker Ki67 wurde in hPDSC-Sphiroiden tendenziell geringer exprimiert als in

Standardkultur und adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs (vgl. Abbildung 14).

Was aber in beiden DEA besonders auffiel, war, dass EZM-assoziierte Prozesse enricht waren; sowohl

durch hoher als auch niedriger exprimierte DEG (Abbildung 22 und Abbildung 23).

Viele der Signalweggruppen, die durch hoher exprimierte DEG im Medienvergleich enricht wurden,
sind im 2D-3D-Vergleich ebenfalls durch in den Sphiroiden hoher exprimierte DEG enricht: Sowohl
das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF als auch die 3D-Kultur haben dazu geftihrt, dass die
Transkription der Gene in folgenden Signalweggruppen stieg: ,ECM proteoglycans®, ,Degradation

of the extracellular matrix®, “Collagen formation”, “Non-integrin membrane ECM-interactions”,

“Integrin cell surface interactions” und “Laminin interactions”.

Das Enrichment anderer Signalweggruppen wurde im 2D-3D-Vergleich durch DEG herbeigefiihrt,
dieim Medienvergleich in die entgegengesetzte Richtung differenziell exprimiert waren: Die Prozesse
wElastic fibre formation® und ,Invadopodia formation® wurden im Vergleich der adhirenten
Kulturen durch niedriger exprimierte DEG in DMEM/F12-EGF enricht; im 2D-3D-Vergleich
wiederum wurden diese durch in Sphiroiden hoher exprimierte DEG enricht. ,,Integrin cell surface

interactions” wurde durch sowohl hoher als auch niedriger exprimierte DEG im Medienvergleich
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enricht. Im 2D-3D-Vergleich in Sphiroiden wurde diese Signalweggruppe nur durch héher

exprimierte Gene beeinflusst.

hPDSC-Spharoide exprimierten viele Gene von EZM-

Molekulen der Speicheldruse

Die grofle Summe der enrichten Prozesse zur EZM-Organisation verdeutlichte das Potenzial der
hPDSC-Sphiroide, eigens eine gewebsihnliche Umgebung zu erschaffen. Um zu evaluieren, ob die
hPDSC-Sphiroide in DMEM/F12-EGF-Kultur sich sogar zu einem Speicheldriisenmodell
entwickeln kénnten, wurden die DEG, die zum Enrichment von Prozessen der EZM-Organisation
fithrten, mit einer Liste von Genen abgeglichen, die aus murinen adulten SMG isoliert wurden (vgl.
Tabelle A. 2 (O. N. Tran et al, 2022)). Diese EZM-Bestandteile zeigten auflerdem
differenzierungstérdernde Eigenschaften bei der Entwicklung eines Speicheldriisenmodells aus
MSCs. Einige Gene von EZM-Molekiilen, die die verzweigende Morphogenese beeinflussen, sind
nicht in der Liste der von Tran und Kollegium identifizierten SMG-EZM-Bestandteile aufgefiihrt.
Diese Gene wurden erginzt und in Abbildung 24 sortiert nach den Expressionsinderungen, die in
den DEA aufgedeckt wurden. Das Kreisdiagramm verdeutlicht, dass der Grofiteil der untersuchten

Speicheldrisen-EZM-assoziierten Gene in den hPDSCs exprimiert werden.
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Abbildung 23: Reacfoam-Visualisierung der ORA des 2D-3D-Vergleichs: Die DEG beeinflussten EZM-Organisationsprozesse; niedrigere Genexpression in hPDSC-
Sphiroiden beeinflusste Proliferations-assoziierte Prozesse.
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Fortsetzung Abbildung 23: Input: Listen der niedriger bzw. héher exprimierten Gene aus dem 2D-3D-Vergleich (2D-
DMEM/F12-EGF vs. 3D-DMEM/F12-EGF). Links: Uberblick iiber alle in der reactome-Datenbank befindlichen
Signalwege, schwarze Schrift: tibergeordneter Gruppenname. Skalen und gelbe bis ockerfarbene Markierungen: nach p-
Wert aus Ubcrreprisentationsanalyse mit Benjamini-Hochberg, n=3. DOWN: durch niedriger exprimierte Gene
beeinflusste Signalweggruppen: ,,DNA Replication®, ,Cell Cycle, DNA Repair”, ,Extracellular matrix organization®;
UP: durch hoher exprimierte Gene beeinflusste Signalweggruppe: ,Extracellular matrix organization®; nur Nennung
und fortfithrend diskutiert, wenn Signalweggruppe hochster Ordnung signifikant enriche (gelb). Rechts: Vergroflerung
der Signalweggruppe ,,Extracellular matrix organization®, v. 1. n. 1.: ,Elastic fibre formation: Molecules associated with
elastic fibres; ,ECM proteoglycans®; ,Degradation of the extracellular matrix: Collagen degradation, Activation of
Matrix Metalloproteinases”; ,,Collagen formation: [Collagen biosynthesis and modifying enzymes: Collagen chain
trimerization], [Assembly of collagen fibrils and other multimeric structures: Anchoring fibril formation, Crosslinking of

collagen fibrils]; ,,Non-integrin membrane ECM interactions: Syndecan interactions®.

Das Gen von Connexin 43, GJA1 (engl. gap junction protein I), wird in adhirenter DMEM/F12-
Kultur héher exprimiert als in Standardkultur der hPDSCs und in hPDSC-Sphiroiden abermals
hoher als in adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs (Abbildung 24, griin-dunkelgriin
kariert). HPSG2, das Gen von Perlecan, wurde in allen Konditionen der hPDSCs stark exprimiert,
aber in hPDSCs in den DMEM/F12-EGF-Kulturen geringer als in hPDSCs in Standardkultur
(Abbildung 24, rot). Laminin al ist eine Untereinheit in verlinkenden Lamininen in der EZM der
sich entwickelnden Speicheldriise. Das zugehorige Gen LAMA1 wurde in beiden Vergleichen erh6ht
exprimiert; also in hPDSCs in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur hoher als in Standardkultur und
in hPDSC-Sphiroiden abermals hoher als in adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs
(siche Abbildung 24, griin-dunkelgriin kariert). FN1, das Gen des fiir die Spaltenbildung essenziellen
EZM-Molekiils Fibronektin, wurde im 2D-3D-Vergleich nicht differenziell exprimiert, es wurde in
adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur gegeniiber Standardkultur jedoch erh6ht (siehe Abbildung 24,

griin).
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Abbildung 24: Der Grofiteil der untersuchten EZM-Gene wurde in hPDSCs in den Differenzierungs-
konditionen auf demselben Level oder hoher als in hPDSCs in Standardkultur exprimiert. Gene sortiert in
Gruppen nach ihren Genexpressionsinderungen anhand beider DEA. Alle Griint6ne: Gene, die in hPDSCs unverindert
oder erhdht exprimiert wurden; gelb: Gene, die durch die Differenzierungskonditionen unterschiedlich beeinflusst
wurden; rot: Gene, die durch die Differenzierungskonditionen niedriger exprimiert wurden; leer (weiff): Gene, die in
keiner hPDSC-Kultur exprimiert wurden; kariert: durch 3D-Kultur beeinflusst, Ausnahme: Gene des gelben Abschnitts
wurden auch ohne kariertes Muster durch 3D-Kultur beeinflusst. Bedeutungen der Gennamen sind dem Glossar zu

entnehmen.

Von den 40 durch Tran et al. gefundenen EZM-Genen der Speicheldriise wurden nur fiinf in den
hPDSC-Sphiroiden nicht exprimiert (Tabelle A. 2). Die nicht exprimierten Gene codieren fiir zwei
Kollagenuntereinheiten (COL2A1 und COL4A3), Asporin (ASPN), Osteoglyzin (OGN) und
Serpin Family A Member 1 (SERPINAL).

Detektierbar in hPDSC-Sphiroiden exprimiert, aber niedriger exprimiert als in adhirenter
DMEM/F12-EGF-Kultur, waren die Gene von Annexin A2 (ANXA?2), Fibrillin 1 (FBN1) und
Laminin-UntereinheitaS (LAMAS). Die Genexpression von LAMAS zeigte sich im
Medienvergleich jedoch héher in der DMEM/F12-Kultur. Deshalb lief3 sich nicht feststellen, wie die
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LAMAS-Expression in hPDSC-Sphiroiden im Vergleich zu hPDSCs in Standardkultur ist (siche
Abbildung 24, gelb-weif3 kariert).

In gleichen Maflen in adhirenter sowie dreidimensionaler DMEM/F12-EGF-Kultur exprimiert
wurden die Gene vieler Kollagen- und Laminin-Untereinheiten, ebenso wie Calreticulin (CALR),
Calcium/Calmodulin abhingige Serin-Proteinkinase (CASK), Dystroglykan (DAG1), Integrin a 6
(ITGA6), Nidogen 1 (NID1), Profilin 1 (PFN1) und Prolargin (PRELP; siche Abbildung 24,
hellgriin). Der Expressionsunterschied im Medienvergleich kénnte dabei Aufschluss dariiber geben,
ob die Expression in hPDSC-Sphiroiden trotzdem héher ist als in den hPDSCs aus Standardkultur
in DMEM10:

COL4AS und NID1 wurden in hPDSCs in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur hoher
exprimiert als in Standardkultur. Das Expressionslevel dieser Gene in hPDSC-Sphiroiden war
ihnlich wie in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur; also war es voraussichtlich hoher als in

Standardkultur (siche Abbildung 24, griin).

Unter den in hPDSC-Sphiroiden erhéht exprimierten Genen befanden sich Gene vieler Kollagen-

und Laminin-Untereinheiten, ebenso wie Gene einiger Proteoglykane:

Biglykan (BGN), COL18A1, COL3A1, COL4A1, COL4A2, COL6A1, COL6A2, Decorin
(DCN), Dermatopontin (DPT) und Lumican (LUM) wurden in hPDSC-Sphiroiden héher
exprimiert als in adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs. Im Medienvergleich konnte
bei diesen Genen kein Expressionsunterschied festgestellt werden (siche Abbildung 24, griin-weif$
kariert). Die Expression der Gene LAMA2 und LAMBI1 war in adhirent in DMEM/F12-EGF
kultivierten hPDSCs héher als in Standardkultur und zeigte sich in hPDSC-Sphiroiden abermals
hoher als in adhidrenter DMEM/F12-EGF-Kultur (siche Abbildung 24, griin-dunkelgriin kariert).

Agrin (AGRN) und Periostin (POSTN) wurden in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur geringer
exprimiert als in Standardkultur der hRPDSCs. Ihre Genexpression war in hPDSC-Sphiroiden jedoch
héher als in adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs. Es lie sich keine eindeutige

Aussage tber ihr Expressionslevel in Sphiroiden im Vergleich zur Standardkultur treffen (siche

Abbildung 24, gelb).
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Filamentose Kollagen IV-Farbung in hPDSC-Spharoiden

Kollagen IV ist Hauptbestandteil der Basalmembran, die die Azini der Parotis umgibt. Die Gene von
fiunf der sechs Kollagen IV-Untereinheiten wurden in hPDSC-Sphiroiden exprimiert: COL4A1,
COL4A2, COL4A4, COL4AS5 und COL4AG6, drei davon in hPDSC-Sphiroiden hoher als in
adhirenter Kultur. Um die Translation und Lokalisation von Kollagen IV in den hPDSCs zu priifen,

wurden Immunfluoreszenztirbungen angefertigt (Abbildung 25).
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Kolagen IV Negativkontrolle

Parotis

Kollagen IV Kollagen IV
DMEMIO DMEM/F12-EGF

Adharent
kultivierte hPDSCs

Kollagen IV Kollagen IV
hPDSC2 . - hPDSC3 " .-5a

hPDSC-Spharoide
DMEM/F12-EGF

Abbildung 25: hPDSC wiesen in allen Konditionen eine filamentdse Kollagen IV-Firbung auf, in hPDSC-
Sphiroiden ist diese aber nicht eindeutig lokalisiert. Parotisschnitte (kryokonserviert, 12 um), adhirent in
DMEM10 und DMEM/F12-EGF kultivierte hPDSCs sowie hPDSC-Sphiroide aus DMEM/F12-EGF-Kultur.
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Fortsetzung Abbildung 25: wurden mit polyklonalen Primirantikorpern fiir Kollagen IV (aus Kaninchen) und FITC-
gekoppelten Sekundirantikdrpern (aus Ziege gegen Kaninchen) gefirbt (griin). Die Negativkontrolle bestand in einer
Firbung ohne den Primirantikorper. In der Parotis liegt Kollagen IV vorwiegend in der Basalmembran (Parotisschnitte;
obere Reihe). Die Negativkontrolle zeigte keine auftilligen Artefakte oder Rauschen. In den adhirent wachsenden Zellen
in beiden Medien (mittlere Reihen) sind nur wenige Zellen Kollagen IV-positiv und die Firbung der filamentésen
Strukeuren schien teilweise unterbrochen zu sein. In den hPDSC-Sphiroiden (untere Reihen, orthogonale Projektionen
der Z-Stapel) fanden sich mehr Kollagen IV-positive Zellen als in adhirent wachsenden hPDSCs. In manchen hPDSC-
Sphiroiden (z. B. hier hPDSC2) waren die Kollagen IV-Filamente vorwiegend im Innern des Sphiroids lokalisiert; in
anderen befanden sich die Kollagen IV-positiven Zellen in der dufieren Schicht des hPDSC-Sphiroids (hier z. B.
hPDSC3). Mafistabsbalken 50 pm.

Die Kontrollfirbung von Parotis zeigte die natiirliche Lokalisation des Kollagen IV in der
Basalmembran um die Azini und Ginge. Alle Firbungen der Parotis sowie der hPDSCs wiesen die
typischen filamentésen Strukturen von Kollagen IV auf. Auch kleine Subpopulationen der adhirent
wachsenden hPDSCs in DMEM10 sowie DMEM/F12-EGF waren Kollagen IV-positiv. Wie bereits
durch die RNA-Seq-Daten zu erwarten war, erschien der Anteil der Kollagen IV-positiven Zellen in
manchen hPDSC-Sphiroiden gréfler (Abbildung 25, untere Hilfte). Die Lokalisation in den
Sphiroiden war jedoch nicht eindeutig begrenzt: in einigen Sphiroiden zogen sich die filamentsen
Kollagen IV-Strukturen durch das gesamte Sphiroid (Abbildung 25, untere Hilfte links), in anderen
Sphiroiden beschrinkte sich die Kollagen IV-Firbung auf die dufleren Zellschichten (Abbildung 25,
untere Hilfte rechts). Auflerdem erschien die Firbung in den Sphiroiden briichiger als auf dem

Parotisgewebe.
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4 Diskussion

41 Die adharente hPDSC-Kultur in epithelialen
Differenzierungsmedien — ein potenzielles

Speicheldrusenmodell?

Um herauszufinden, welches Differenzierungsmedium zur Unterstiitzung der Speicheldriisen-
differenzierung der hPDSCs am besten geeignet ist, wurden diese zunichst adhirent in den zwei
epithelialen Differenzierungsmedien KSFM und DMEM/F12-EGF kultiviert. Die hPDSCs
inderten in beiden Medien ihre Morphologie und ihr Wachstumsverhalten: in KSFM zogen die
Zellen sich scheinbar zusammen und proliferierten kaum noch; in DMEM/F12-EGF lief§ sich das
Gegenteil beobachten: die hPDSCs erschienen flacher, erreichten schneller eine Konfluenz und
exprimierten den Zellzyklus betreffende Gene stirker als die hAPDSC-Sphiroide. In allen drei Medien
exprimierten die adhirent kultivierten hPDSCs mRNA des Stammzellmarkers Nestin und in

geringen Maflen mRNA azinirer Marker.

OPTIMIERUNG DER HPDSC-KULTUR IN SERUMFREIEN MEDIUM

ERFORDERLICH

Die hPDSCs in KSFM-Kultur zeigten keine ersichtliche Proliferation und wurden nach
Medienumstellung nicht mehr konfluent, obwohl KSFM mit dem mitogenen Wachstumsfaktor
EGF und bovinem Hypophysenextrakt (engl. bovine pituitary extract = BPE) supplementiert war.
Trotz fehlender Proliferation koénnte KSFM ein geeignetes Medium fur Differenzierungs-
experimente der hPDSCs sein. Die Zellen in adhirenter KSFM-Kultur exprimierten azinire Marker
wie a-Amylase 1, CHRM3, TMEM16A und Aquaporin 5, wihrend die hPDSCs aus DMEM/F12-
Kultur kein AQPS exprimierten (vgl. Abbildung 8). hPDSCs in KSFM-Kultur exprimierten auch
den Stammzellmarker Nestin, der eigentlich mit proliferierenden Zellen in Verbindung gebracht
wird (Wiese et al., 2004). Die Expression von Nestin scheint keinen direkten Zusammenhang mit der
Proliferationsfihigkeit zu haben. Da Proliferation keine essenzielle Voraussetzung fiir ein

ausdifferenziertes zelluldres Testsystem ist, wurde das Medium nicht ausselektiert. Auflerdem haben
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sich serumfreie Medien fiir dreidimensionale zellulire Speicheldriisenmodelle bewdhrt (Joraku et al.,
2005; Shin, Hong, et al., 2018; Sui et al., 2020). Die Umstellung der Standardkultur auf serumfreie
Kultur mit KSFM erfolgte hochstwahrscheinlich zu abrupt. Passagierte hPDSCs wurden
unverziiglich in 100 % KSFM resuspendiert und kultiviert, statt das Medium wie vom Hersteller
empfohlen zunichst anteilig auszutauschen. Eine andere Moglichkeit wire, die Medien
DMEM/F12-EGF und KSFM durch eine zeitliche Abfolge miteinander zu kombinieren, um eine
epitheliale Differenzierung zu erhalten und die Zellen an eine Serumreduktion zu gewohnen. Dieses
Protokoll wurde anhand von primiren Schweifdriisenzellen etabliert (Ertongur-Fauth, 2017; Gao
et al., 2014; Hilger, 2021). Der Versuch, das Protokoll auf Speicheldriisen zu ibertragen, erzeugte
zunichst vielversprechende Zellkulturen (siehe Anhang (Hilger, 2021)). Leider proliferierte die
primire Zellkultur weder tiber mehr als vier Passagen, noch lieff sie sich in einem Labor zur
Immortalisierung reproduzierbar etablieren. Die Medien aus dem Protokoll zur Isolation epithelialer

Schweifddriisenzellen fanden folglich Anwendung in der Differenzierungskultur der hPDSCs.

VERSTARKTE PROLIFERATION ABER KEINE EINDEUTIGE

SPEICHELDRUSENDIFFERENZIERUNG DURCH DMEM/F12-EGF

Die adhirente hAPDSC-Kultur in DMEM/F12-EGF wuchs schneller konfluent alsin DMEM10 und
verinderte sich geringfiigig morphologisch. Die hPDSCs in niedrigen Passagen exprimierten wie in
Standardkultur und in KSFM die in der qRT-PCR untersuchten aziniren Marker a-Amylase 1,
CHRM3 und TMEMI6A, jedoch kein AquaporinS (siche Abbildung 8). Die
Immunfluoreszenzfirbungen der hPDSCs wiesen jedoch keinen der aziniren Marker auf (siehe

Anhang). Dies konnte an fehlender Translation und Translokalisation der Proteine liegen.

Die Expression des Stammzellmarkers Nestin wurde in den hPDSCs in DMEM/F12-EGF-Kultur
signifikant erhoht, was gegen eine differenzierende Wirkung des Mediums sprach (siche Abbildung
8). Viele Ergebnisse und Beobachtungen verdeutlichten das starke Proliferations-potenzial der
hPDSCs, die in DMEM/F12-EGF kultiviert wurden. Die adhirente Kultur in DMEM/F12-EGF
wurde am schnellsten konfluent (siche Abbildung 7). Die Genexpression des Proliferationsmarkers
Ki67 war in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur tendenziell am hochsten (siche Abbildung 14). In

hPDSC-Sphiroiden waren Zellzyklus-assoziierte Gene geringer exprimiert als in adhirenter
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DMEM/F12-EGF-Kultur (siche Abbildung 23). Aber auch bei hPDSC-Sphiroiden in
DMEM/F12-EGF deutete sich ein grofleres Proliferationspotenzial als in DMEM10 an (siehe
Abbildung 10). Worauf ist die starke Proliferation der hPDSCs in dem Differenzierungsmedium
DMEM/F12-EGF zuriickzufithren?

Triiodothyronin (T3) ist ein Schilddriisenhormon, das auch in FKS vorkommt. Es wird
Zellkulturmedien gewohnlicherweise zugesetzt, um Zelldifferenzierung zu regulieren und die
Proteinsynthese zu erhéhen. T3 hat sowohl das Potenzial Stammzellkulturen zu stabilisieren als auch
definierte Differenzierung zu unterstiitzen (Deng et al., 2022). Mglicherweise hatte es auf hPDSCs
in DMEM/F12-EGF-Kultur diesen stabilisierenden Einfluss und erhéhte die Uberlebensrate nach
der Passagierung. Dies, ebenso wie eine erhohte Proteinsynthese, konnte die frithere Konfluenz im
Vergleich zur Standardkultur erkliren. Moglicherweise ist auch die erhhte Nestin-Expression auf
die Stabilisierung des Stammzellzustands der hPDSCs zurtickzufithren. Wiese und Kollegium
beschreiben eine steigende Nestin-Expression in Zusammenhang mit der beginnenden
Differenzierung von pluripotenten embryonalen Stammzellen (ESC) zu multipotenten
Vorlduferzellen (Wiese etal., 2004). Womdglich liuft ein dhnlicher Prozess auch bei der beginnenden
Differenzierung der hPDSCs durch Kultur in DMEM/F12-EGF ab. Die Anderung der
Zellmorphologie in DMEM/F12-EGF-Kultur konnte durch Hydrocortison geprigt sein, fiir das ein
solcher Effekt beschrieben ist (Wu & Sato, 1978). In serumfreier HeLa-Zellkultur hat Hydrocortison
Einfluss auf die Zelloberfliche und somit auch die Zellmorphologie. Insulin-Transferrin-Selen
(ITS), Hydrocortison und EGF sind klassische mitogene Supplemente, die in serumreduzierter oder
serumfreier ~ Zellkultur  eingesetzt ~ werden. Insulin  begiinstigt die  Glukose- und
Aminosiureaufnahme von Zellen (Hay & Paul, 1967). Auflerdem hat ITS eine antioxidative
Wirkung, da Transferrin reaktive Eisenionen und Selen freie Sauerstoffradikale bindet (Freshney,
1990). Transferrin war essenziell in der Kultur explantierter embryonaler muriner submandibuliren
Speicheldriise (engl. submandibulary gland = SMG). In serumfreier Kultur ohne Transferrin
wurden signifikant weniger Verzweigungen in der Morphogenese beobachtet (Kadoya et al., 1995).
Dies spricht fiir einen positiven Effekt von Transferrin auf die Differenzierung von hPDSCs und
konnte in der Sphiroidkultur zur Strukturierung durch Spaltenbildung beitragen. Dasselbe gilt fiir
den epithelialen Wachstumsfaktor (EGF), der ein potenter mitogener Faktor als auch ein

unterstiitzender Faktor in der verzweigenden Morphogenese ist (Kadoya et al., 1997). All diese
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Mediumkomponenten kénnten die starke Proliferation der hPDSCs in Kultur mit DMEM/F12-
EGF erkliren. Die starke Proliferation kénnte von Vorteil sein, um viele Zellen zu generieren, die in
Hochdurchsatz-verfahren in industriellen Experimenten zur Entdeckung neuer Wirkstofte verhelfen

konnten.

Jedoch exprimierten hPDSCs in hoéheren Passagen, die fuir den direkten Vergleich zwischen
adhirenter und dreidimensionaler Kultur eingesetzt wurden, in den adhirenten Konditionen kein
AQPS oder CHRM3 (siche Abbildung 15). Weder die in DMEM10 kultivierten noch die in
DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs wiesen in hohen Passagen messbare CHRM3-Expression
auf. Das bestitigte die Erkenntnisse, dass primire Zellen im Verlauf der Kultur auf Plastik

dedifterenzieren (Rapoport et al., 2009; Szldvik et al., 2008; B.-X. Zhang et al., 2015).

Auch die Gesamttranskriptomanalyse der adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs
offenbarte keine eindeutige Differenzierung zu epithelialen Speicheldriisenzellen. Weder befanden
sich viele Speicheldriisenmarkergene unter den Top 25 differenziell exprimierten Genen (DEG) des
Medienvergleichs (siche Abbildung 21), noch sprach das Enrichment fir vermehrt ablaufende
Speicheldriisenprozesse in den adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs (siche
Abbildung 22).

Ein Speicheldriisenmarkergen, das unter den Top 25 DEG des Medienvergleichs auffiel und in
hPDSCs in DMEM/F12-EGF niedriger exprimiert wurde, war KRT7. Das zugehdrige Protein
Keratin 7 ist in Speicheldriisen ein Marker fir Gangzellen (Born et al., 1987). Die niedrigere
Expression in den hPDSCs in den Differenzierungskonditionen koénnte bedeuten, dass die Zellen
sich zu aziniren Zellen entwickeln; sicher spricht die verringerte KRT7-Expression gegen die

Entwicklung zu Gangzellen durch DMEM/F12-EGF.

Das Enrichment legte nahe, dass die EZM und die Zell-Zell-Verbindungen der in DMEM/F12-EGF
kultivierten Zellen sich verinderten. Die Untersuchung ausgewihlter EZM-Gene, die in muriner
SMG identifiziert wurden und differenzierungstérdernd wirkten, sowie weiterer an der
Speicheldriisenmorphogenese beteiligter EZM-Gene ergab, dass Dreiviertel davon in adhirenter
DMEM/F12-EGF-Kultur exprimiert wurden; ein Fiinftel sogar hoher als in Standardkultur (siche
Abbildung 24). Dies konnte auf eine Differenzierung zu Speicheldriisenzellen durch DMEM/F12-
EGF hinweisen.

106



Diskussion

Im Enrichment des Medienvergleichs fiel die Signalweggruppe ,,Cell-Cell-Communication durch
niedriger exprimierte Gene auf. Ein Blick in die Genliste der betroffenen Signalwege zeigte, dass
dieses Enrichment auf die niedrige Expression des Gens von Cadherin 11 (CDH11) in adhirent in
DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs zuriickzufiihren ist. Cadherin 11 spielt eine Rolle bei der
Zellmigration sowie der Bildung von Fokaladhisionen und ist fiir gegensitzliche Funktionen in
einigen Erkrankungen bekannt (Langhe etal., 2016; D. Li et al., 2021; G. Zhang et al., 2023). Sowohl
orale adenoidzystische Karzinome als auch fibrotisches Speicheldriisengewebe aus Sjogren-Syndrom-
Erkrankten weisen erhohte CDH11-Expression auf (W. Li et al., 2021; H. Yin et al., 2021). In Kopf-
und-Hals-Plattenepithelkarzinomen hingegen unterdriickt es die Tumorentwicklung (G. Zhang et
al., 2023). Cadherin 11 ist essentiell zur Bildung fokaler Adhisionen (Langhe etal,, 2016; D. Lietal,,
2021). In gesundem Speicheldriisengewebe sind Fokaladhisionen besonders in der Entwicklung von
Bedeutung (Bonnet et al., 2023; Sequeira et al., 2012). Da das Genexpressionsprofil der hPDSCs in
adhirenter DMEM/F12-Kultur nicht auf eine ausgereifte Speicheldrisendifferenzierung
hindeutete, konnte die geringere Expression von Nachteil in der Entwicklung eines
Speicheldriisenmodells aus hPDSCs sein. Eine exakte Hypothese tiber die Bedeutung der geringen
CDH11-Genexpression fiir die hPDSCs lief sich aufgrund der variablen Rollen von Cadherin 11

nicht aufstellen.

Die Genexpression der untersuchten Speicheldriisenmarkergene zeigte jedoch keine bedeutenden
Vorteile der adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs gegeniiber anderen adhirenten
primiren Speicheldriisenzellkulturen. Experimente anderer Forschungsgruppen brachten adhirent
kultivierte epitheliale Speicheldriisenzellkulturen hervor, die nach adrenerger Stimulation a-
Amylase 1 sezernieren konnen (Chopra & Xue-Hu, 1993; B.-X. Zhang et al., 2015). Auch die
Zelllinien HSY und HSG, die aus Gang- oder Tumorzellen etabliert wurden, sind unter den
entsprechenden Kulturbedingungen in der Lage, azinire Eigenschaften anzunehmen (Rose et al.,
2023). Der Vorteil der hPDSC-Kultur, dass sie aus einem kleinen humanen Gewebsfragment viele
Zellen generieren kann, konnte Einsatz in regenerativen Therapien und industriellen
Substanztestungen finden. Solange die hPDSCs jedoch Anzeichen von Dedifferenzierung in hohen
Passagen zeigen und das Differenzierungsmedium die hPDCSs nicht mit aziniren Eigenschaften

ausstattet, kdnnen sie nicht als Testsystem eingesetzt werden.
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42 hPDSCs in 3D-Kultur - Spharoide mit

Speicheldrusencharakter?

Die hPDSCs liefien sich in serumhaltigem Medium tiber 7 Tage in AMP kultivieren und bildeten
kompakte, vitale Sphiroide. Die Sphiroide wiesen Strukturen an der Oberfliche auf, die Nestin-
positiv sein konnen und sezernierten eine Kollagen IV-haltige EZM. Auflerdem wurden viele Gene

transkribiert, dessen Produkete fiir eine funktionale Speicheldriisen-EZM relevant sind.

MORPHOLOGIE, VITALITAT UND PROLIFERATION DER SPHAROIDE

Die Vitalitit der hPDSC-Sphiroide in serumhaltigen Medien nach 7 Tagen in AMP-Kultur war auf
einem hohen Niveau: nahezu 100 % der Sphiroide in einer AMP bestanden iiberwiegend aus
metabolisch aktiven Zellen; nur sehr wenige Sphiroide einer Zelllinie in serumhaltiger Kultur zeigten
in der AMP-Ubersicht auch tote Zellen. Fiir die Erhaltung der Vitalitit in serumhaltigen Medien
schien die eingesetzte Zellzahl pro Sphiroid angemessen zu sein. Die Vitalitit der in serumhaltigem
Medium kultivierten Sphiroide war vergleichbar mit anderen dreidimensionalen zelluliren
Speicheldriisenmodellen (Shin, Hong, et al., 2018). Die eingesetzte Zellzahl wurde am Protokolls ftir
hingende Tropfen angelehnt, da die eingesetzten Zellzahlen in der Literatur zu
Speicheldriisensphiroiden stark variieren: es gibt sowohl Ansitze, Organoide aus einer einzelnen

Zelle sowie aus Millionen Zellen zu ziichten (Adine et al., 2018; Kruse & Fuhr, 2007; Sui et al., 2020).

Je nachdem, welchen Zweck das etablierte Sphiroidmodell verfolgen soll, ist die Grofie zu wihlen:
Sphiroide mit einem Durchmesser bis etwa 200 um sind besser fiir Tissue Engineering und
regenerative Therapieansitze geeignet, wohingegen groflere Sphiroide (ab etwa 500 pm
Durchmesser) aufgrund potenzieller hypoxischer Effekte im Inneren besser fiir Tumormodelle
geeignet sind (Decarli, Mizukami, et al., 2022). Die hPDSC-Sphiroide zihlten mit ihrer Grofie zu
der kleineren Gruppe, was zur angestrebten Funktion als gesundes Speicheldriissenmodell passte. Die
Forschungsgruppe um Decarli arbeitete mit Mikromulden mit einem Durchmesser von etwa
1,1 mm an der Offnung, verschiedenen Stammzelltypen und mehreren Tausend Zellen pro Mulde

(Decarli, De Castro, et al., 2022). Dabei fanden sie heraus, dass die Gréfe der Sphiroide von vielen
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Faktoren beeinflusst wird; z. B. eingesite Zellzahl, Zelltyp, Kompaktheit Giber die Zeit, Lage der
Mulde in der AMP (Decarli, De Castro, et al., 2022). Ahnliche Beobachtungen sind auch im Laufe

der Experimente zu dieser Arbeit gemacht worden (nicht quantifiziert und abgebildet).

Um einen Eindruck iiber das Wachstum der hPDSC-Sphiroide zu erlangen, wurde die Grofie der
Sphiroide in Form der Aufsicht der Oberfliche an Tag 1, 3 und 7 nach Aussaat gemessen (siche
Abbildung 10). Die dazu verwendeten Aufnahmen wurden vornehmlich vom Zentrum der AMP

gemacht, um Schwankungen durch die Lage im AMP zu vermeiden.

In DMEM10 kultivierte Sphiroide schienen von Tag 1 zu Tag 3 zu schrumpfen; in DMEM/F12-
EGF kultivierte Sphiroide schienen tiber die gesamten Kultur gleich groff zu bleiben. Die
Varianzanalyse zeigte zum Zeitfaktor eine signifikante Anderung an (p (Zeit) < 0,05). Die Analyse
lief aber keine Aussage dartiber zu, zu welchem Zeitpunkt die Konditionen oder die Sphiroide
innerhalb einer Kondition signifikant voneinander abwichen (ANOVA: p (Medium)> 0,05;
p (Interaktion) > 0,05; post hoc Tukey, alle Vergleiche: p > 0,05). Unveréffentlichte Ergebnisse aus
Zeitraffer-Aufnahmen von Schweif§driisen-abgeleiteten Stammzellen, die nach demselben Protokoll
in AMP kultiviert wurden, legten den Schluss nahe, dass die Zellen sich in den Sphiroiden
kompakter umlagerten. Das konnte erkliren, warum die Sphiroide in DMEM10 zunichst zu
schrumpfen schienen. Die stirkere Proliferation in DMEM/F12-EGF kénnte die Kompaktheit an

Tag 3 ausgleichen, was zu der relativ unverinderten Sphiroidgrofienkurve fithren wiirde.

Da am ersten Tag auch noch lose Zellansammlungen in den Mulden lagen und die Sphiroide spiter
nicht exakt kugelf6rmig waren, konnte nicht immer eine klare Grenze um die Fliche der Aufsicht
gezogen werden und die Fliche erschien grofler. Um den Fehler gering zu halten wurde nicht auf eine
einfache Durchmessermessung zuriickgegriffen, sondern die Aufsichtstliche gemessen. Die
Zellansammlungen waren womdglich darauf zurtickzuftihren, dass sich noch nicht alle Zellen in das
Sphiroid integriert hatten. Das hatte grofSe Auswirkungen auf die Gréflenmessung: die Grofie der
Sphiroide in DMEM/F12-EGF-Kultur schien sich kaum zu dndern, obwohl sich die Morphologie
in den 7 Tagen der Kultur 4dnderte: von einem Haupt-Sphiroid mit nicht ganz abzugrenzenden
Zellansammlungen in derselben Mulde zu kompakten Sphiroiden mit Auswélbungen. Auch das

konnte die scheinbar gleichbleibende Grof8e der Sphiroide erkliren.
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Zuletzt ist auch eine Volumeninderung der Zellen nicht als Grund fiir unterschiedliche
Sphiroidgroflen auszuschlielen. Azinire Zellen sind Volumeninderungen ausgesetzt, die zur
Aktivierung von Chloridkanilen und einer funktionalen Speichelsekretion beitragen (Cataldn et al.,
2015; Derouiche et al., 2018). Diese Effekte konnten auch in den hPDSCs auftreten, da es sich um

Zellen handelt, die von adulten Speicheldriisenzellen abstammen.

Um diese Hypothesen zur Grofle in den verschiedenen Medien sowie iiber die Zeit belegen zu
konnen, bedarf es einer systematischen Gréflenmessung mit groferer Stichprobe, mehreren

Zeitpunkten und festen Orten innerhalb der AMP sowie neuen Zeitraffer-Aufnahmen.

Die Morphologie der hPDSC-Sphiroide liefd noch keine Riickschliisse auf glandulire Eigenschaften
zu: die Sphiroide sind relativ rund. Gelegentlich hatten sie linglichere, ovale Formen oder
blasenihnliche Strukturen an der Oberfliche, aber keine Azini- oder Gangstrukturen (siche
Abbildung 9). Decarli und Kollegium streben moglichst uniforme, kugelférmige Sphiroide fir
Reproduzierbarkeit an (Decarli, De Castro, et al., 2022). Viele Forschungsgruppen, die zellulire
Speicheldriisenmodelle entwickeln, streben hingegen strukturierte Organoide an. Einige Protokolle
ermoglichen bereits Speicheldriisenstrukturen nachzustellen: die Formen der Sphiroide erinnern an
Azini- und Gang-Strukturen (Joraku et al., 2007; Sui et al., 2020; Yoon et al., 2022). Die hPDSC-
Sphiroide lassen sich zwischen den beiden Extremen von uniformen kugelférmigen Sphiroiden und
strukturierten gewebedhnlichen Organoiden einordnen. Es waren keine Strukturen zu erkennen, die
deutlich an Azini oder Ginge erinnerten, aber die Zellen bildeten Sphiroide unterschiedlicher Form
und Struktur. Ein besonderes Maf$ an Strukturierung in den hPDSC-Sphiroiden offenbarte sich in
den Immunfluoreszenzfirbungen: die Nestin-positiven Zellen befanden sich ausschlielich in der
dufleren Zellschicht und teilweise in ausgewdlbten Strukturen an der Sphiroidoberfliche (vgl.
Abbildung 16). Wenn man ein Sphiroid mit einem sich entwickelnden Azinus vergleicht, erinnert
die Lokalisation der Nestin-positiven Zellen an die in murinen Speicheldriisen (Do Valle et al., 2022).
Auch innerhalb von Sphiroiden aus embryonalen Stammzellen (EB, von engl. embryoid bodies)
waren Nestin-positive Zellen dhnlich lokalisiert (Wiese et al., 2004). Die Existenz und Funktion von
Nestin-positiven Zellen in gesunden humanen Speicheldriisenzellen ist wenig erforscht. Nestin
wurde im Kontext der Speicheldriisen bisher mit der Proliferation von Krebszellen und rezidiven

Kopf-Hals-Tumoren assoziiert, sowie als Marker fiir Speicheldriisenkrebs identifiziert (Pérez-Saydns
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et al., 2021; Yanai et al., 2013). Do Valle und Kollegium betrachteten 2022 erstmals Nestin- und
Neuron-glial antigen 2-positive Zellpopulationen um murine Azini und Ginge systematisch (Do
Valle et al., 2022). Die Forschungsgruppe um do Valle schrieb von dhnlichen Beobachtungen in
humanen Studien; eine systematische Untersuchung fehlte jedoch. In den fiir diese Arbeit gefirbten
Parotisschnitten lagen vereinzelt Nestin-positive Zellen an der beschriebenen Stelle: lingliche Zellen
zwischen Azini (siche Abbildung 16). Wiese und Kollegium beschrieben die Nestin-positiven Zellen
in den EBs als Vorlduferzellpopulation, die proliferativ und in der Lage sind, bei Verletzungen des
Gewebes rekrutiert zu werden (Wiese et al., 2004). Die Nestin-positive Zellpopulation in den
hPDSC-Sphiroiden konnte eine solche Population multipotenter Stammzellen sein, die bei
Anheftung der hPDSC-Sphiroide an Zellkulturplastik oder anderem Substrat beginnen zu
migrieren. Unwahrscheinlich erscheint, dass die Zellen vergleichbar proliferativ wie Krebszellen sind,

da Gene zum Zellzyklus in hPDSC-Sphiroiden geringer exprimiert wurden als in adhirenter

DMEM/F12-EGF-Kultur.

EIGENSCHAFTEN ADULTER SPEICHELDRUSEN IN HPDSC-

SPHAROIDEN?

Um die hPDSC-Sphiroide auf die beabsichtigte Diftferenzierung zu Speicheldriisengewebe zu testen,
wurden in qRT-PCR und Immunfluoreszenzfirbungen sekretorische Marker untersucht. Die
Sphiroide zeigten die erwiinschte Markerexpression nicht in vollem Umfang, wiesen aber

Tendenzen auf, sich zu einem Speicheldriisenmodell entwickeln lassen zu konnen.
Sekretorische Marker

Die mRNA-Expression sekretorischer Markergene in den hPDSC-Sphiroiden aus DMEM/F12-
EGF-Kultur deutete auf vielversprechende Speicheldriiseneigenschaften hin. Wie in den adhirenten
Konditionen wurden die Gene fir a-Amylasel und TMEMI6A in hPDSC-Sphiroiden
transkribiert. Einzigartig war die CHRM 3-Expression in hPDSC-Sphiroiden: Wihrend die hPDSCs
in hohen Passagen adhirenter Kultur keine CHRM3-mRNA mehr aufwiesen, exprimierten
hPDSC-Sphiroide in denselben Passagen CHRM3. AQPS wurde zwar in Standardkultur in hohen

Passagen exprimiert, aber nicht in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur. Sphiroide zeigten daher
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eine signifikant héhere AQPS-Expression als in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur, was einen
deutlichen Vorteil dieser Kulturmethode darstellt. Die Genexpression der sekretorischen Marker
Aquaporin 5, CHRM3, TMEM16A und a-Amylase 1 wies auf epitheliale azinire Zellen in den
hPDSC-Sphiroiden hin.

Das Genexpressionsmuster der Gangmarker Keratin 7 und CFTR sprach gegen eine Differenzierung
zu Gangzellen in den hPDSCs. CFTR wurde in keiner der Konditionen exprimiert (siche Abbildung
8 und Abbildung 15). Wihrend KRT?7 in den hPDSCs in Standardkultur noch exprimiert wurde,
verringerte das Differenzierungsmedium die KRT7-Expression stark. Das Gen von Keratin 7
befindet sich unter den Top 25 DEG des Medienvergleichs. KRT7 ist in der Heatmap in einem
Cluster verortet, das Gene vereint, die in beiden Differenzierungskonditionen geringer exprimiert
sind als in Standardkultur. Das spricht gegen eine Differenzierung zu Gangzellen durch

DMEM/F12-EGF und die Sphiroidkultur.

Um die Translation der Marker-mRNA und Anordnung der Zellen und Proteine in einem polaren
Monolayer zu priifen, wurden in Immunfluoreszenzfirbungen mit entsprechenden Antikérpern
angefertigt. Die Immunfluoreszenzfirbungen konnten keine distinkte Firbung der sekretorischen
Marker AQPS, CHRM3 und TMEM16A in der basolateralen oder apikalen Membran nachweisen
(siche Anhang). Dies sprach gegen einen funktionalen epithelialen Monolayer. Die Dissonanz
zwischen den Ergebnissen auf transkriptionaler und translationaler Ebene ldsst sich womdglich auf
die Stichprobengréfle und Effekte der Zusammenfithrung von Sphiroiden zurtickfithren: Die
Immunfluoreszenzfirbungen wurden an vergleichsweise wenigen, zufillig ausgewihlten Sphiroiden
durchgefithrt. Moglicherweise wurden durch Effekte der Dichte oder Oberflichenbeschaffenheit
der Sphiroide im Firbeprozess durch Abschwemmen abermals Sphiroide ausselektiert. Die RNA-
Proben hingegen beruhten auf nahezu allen Sphiroiden einer AMP, die zu einer Probe zur RNA-
Extraktion zusammengeftihrt wurden. In der RNA-Probe war also womdéglich RNA einiger weniger
Sphiroide  enthalten, die Markergene transkribierten und translatierten; fur die
Immunfluoreszenztirbung wurden solche Sphiroide moglicherweise nicht verwendet. Wenn die
Sphiroide hingegen uniform waren, wiirde es bedeuten, dass die Sphiroide die sekretorischen
Marker auf einem niedrigen Niveau exprimierten und womdglich nicht ordnungsgemif3

translatierten und translokalisierten. Dies kénnte auf einen geringen Differenzierungsstatus bzw.
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eine frithe Entwicklungsstufe der hPDSC-Sphiroide hinweisen. Auf Grundlage der Untersuchung
der sekretorischen Marker war von einer unvollstindigen aziniren Spezialisierung der hPDSC-

Sphiroide nach 7 Tagen in Kultur auszugehen.

Zur weiteren Untersuchung der Strukturierung und EZM-Beschaffenheit der hPDSC-Sphiroide
wurde die Hauptkomponente der Basalmembran Kollagen IV in einer Immunfluoreszenz-firbung
adressiert. Die hPDSC-Sphiroide wiesen zwar Kollagen IV auf, die Firbung stellte aber neue Fragen
in den Raum: warum waren einige hPDSC-Sphiroide von Kollagen IV-Fasern durchzogen und
andere von den Fasern umschlossen? Wieso erschien die Firbung der Kollagen IV-Fasern in den
hPDSC-Sphiroiden briichiger als in der Kontrollfirbung der Parotis? Im folgenden Abschnitt wird
die Expression der EZM-Gene, ihre Rolle in der Morphogenese der Speicheldriise, die Ausprigung
der beteiligten Molekiile in den hPDSC-Sphiroiden und somit auch Kollagen IV und der

Differenzierungsstatus der Sphiroide niher betrachtet.

PARALLELEN ZUR SPEICHELDRUSENMORPHOGENESE BEI DER

GENEXPRESSION IN HPDSC-SPHAROIDEN

Das Enrichment der RNA-Seq-Daten wies auf eine Umstrukturierung der EZM durch die Kultur
DMEM/F12-EGF sowie durch die Sphiroidkultur hin. Sowohl niedriger als auch hoher exprimierte
DEG beider Vergleich enrichten die Signalweggruppe . Extracellular matrix organization®. Anhand
einer Liste von EZM-Proteinen aus muriner submandibulirer Speicheldriise (engl. submandibulary
gland = SMG) wurden die Genexpressionsinderungen in den hPDSCs exemplarisch betrachtet.
Diese Liste haben Tran et al. mittels Massenspektrometrie von SMG und azellularisierter SMG
ermittelt. Auflerdem wiesen sie eine differenzierungsférdernde Wirkung der EZM-Komponenten
auf MSCs nach. Diese EZM-Bestandteile konnten auch in der Kultur der hPDSCs von Bedeutung
sein. Zur Evaluierung der Ergebnisse wurde die Liste durch einige in der humanen Speicheldriise und
besonders in der Morphogenese relevante EZM-Gene erginzt. Die Untersuchung der Expression
dieser Gene vermittelt also sowohl einen Eindruck, ob die EZM der hPDSCs der EZM einer adulten
Speicheldriise dhneln kénnte, als auch, ob die hPDSC-Sphiroide womdglich die EZM-Gene einer

embryonalen Speicheldriise exprimieren.
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Die Liste der EZM-Gene erinnert an die Hauptakteure in der Spaltenbildung nach Mattingly und
Kollegium: HSPGs, Kollagene und Laminine bilden einen Grofteil ab (siche Abbildung 2, schwarzer
Kasten). Auflerdem wire die Bildung von Spalten in den hPDSC-Sphiroiden ein essenzieller Schritt,
um sie zu strukturierten Organoiden zu entwickeln. Deshalb wurden besonders die an der

Spaltenbildung beteiligten Molekiilgruppen niher betrachtet.
Heparansulfatproteoglykane (HSPGs)

Eine bedeutende Gruppe der Proteoglykane sind Heparansulfatproteoglykane (HPSGs). HSPGs
regulieren die Wirkung von Wachstumsfaktoren, indem sie als deren Ko-Rezeptoren oder Speicher
dienen. Perlecan ist Ko-Rezeptor und Speicher von FGF10 in der Basalmembran muriner SMG
(Patel et al., 2007). Das Gen von Perlecan (HSPG2) wurde in allen Konditionen der hPDSCs
exprimiert, in DMEM/F12-EGF-Konditionen jedoch geringer als im Standardmedium. Auch
Kollagen XVIII weist Eigenschaften der HSPGs auf. Das Gen COL18A1 war in hPDSC-Sphiroiden
héher exprimiert als in adhirent kultivierten hPDSCs. HSPGs kénnen die Funktionen anderer
HSPG-Vertreter in Teilen iibernehmen (Halfter et al., 1998). Somit kénnte die erhdhte Expression
des Kollagen XVIII-Gens und anderer HSPG-Gene womdglich die verringerte HSPG2-Expression

ausgleichen.

Zwei weitere speicheldriisenrelevante HSPGs sind Agrin und Periostin. Ihre Gene AGRN und
POSTN wurden in adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs geringer exprimiert als in
hPDSCs in Standardkultur. In hPDSC-Sphiroiden jedoch war die Expression beider Gene héher als
in den adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs. Die dreidimensionale Kultur schien die
gegenteilige Wirkung zum Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF zu haben. Dies erhéhte die
Chancen fir eine ordnungsgemifle Speicheldriisenmorphogenese in  hPDSC-Sphiroiden.
Womdglich war das Expressionslevel von Perlecan jedoch nicht ausreichend, um Spaltenbildung zu
unterstiitzen. HSPG2 ist in humanen f6talen Speicheldriisen eins der am stirksten exprimierten
Gene (Saitou et al., 2020). Auflerdem ist anzunehmen, dass die anderen HSPGs nicht genau
dieselben, sehr expliziten, Funktionen erfiillen konnen wie Perlecan. Eine ordnungsgemifle
Morphogenese in den hPDSC-Sphiroiden konnte nicht gewihrleistet werden. An einem
weiterentwickelten Modell der hPDSC-Sphiroide konnte untersucht werden, inwiefern sich die

HSPGs gegenseitig ersetzen konnen.
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Auch Periostin wird in fotalen humanen Speicheldriisen stark exprimiert. Die starke POSTN-
Expression wird nur in der sublingualen Speicheldriise im adulten Menschen aufrechterhalten
(Saitou et al., 2020). Das erhohte Periostin-mRNA-Level in hPDSC-Sphiroiden konnte fiir eine
sublinguale Differenzierung oder den fétalen Entwicklungsstand der hPDSC-Sphiroide sprechen.
Auflerdem spielt Periostin eine Rolle in der Regeneration einiger Organe; u. a. im Pankreas durch
Regulation der Zelldifferenzierungsentscheidung azinirer Zellen (Hausmann et al., 2016). Wenn
Periostin auch in der Regeneration von Speicheldriisenzellen diese Funktion erfiillt, stellt die erhhte
POSTN-Expression in hPDSC-Sphiroiden einen grofien Vorteil der 3D-Kultur gegentiber adhirent
differenzierten hPDSCs dar.

Kollagene

Der grofle Anteil von Kollagen IV-Untereinheiten an den EZM-Genen aus der Speicheldriise, ist
darauf zurtickzuftihren, dass Kollagen IV Hauptbestandteil der Basalmembran ist, die Azini und
Ginge umschliefit. Der hohe Anteil von Kollagen IV spiegelte sich auch in der Genepression der
Untereinheiten in hPDSC-Sphiroiden wider: Die Untereinheiten COL4A4, COL4AS und
COL4A6 wurden unverindert zu adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs exprimiert.
Im Medienvergleich zeigte sich, dass die Genexpression von COL4AS durch das
Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF erhéht wurde. Auch wenn COL4AS in den hPDSC-
Sphiroiden nicht héher exprimiert war als in 2D-DMEM/F12-EGF, ist davon auszugehen, dass die
COL4AS5-Expression in den Sphiroiden hoher ist als in Standardkultur. Die Untereinheiten
COL4A1 und COL4A2 wurden sogar stirker in Sphiroiden exprimiert (Abbildung 24). Das ist von
besonderer Bedeutung, weil diese beiden Kollagen IV-Untereinheiten die ubiquitir in

verzweigenden Organen vorkommende Kollagen IV-Tripelhelix bilden (Rebustini et al., 2009).

Die hohere Expression von Kollagen IV-Untereinheiten kdnnte auf eine Spezialisierung der EZM zur
Basalmembran hindeuten. Die Basalmembran zeichnet ein hohes Maf$ an Organisation aus und sorgt
fir polare Orientierung, da sie ausschliellich an der basalen Seite der epithelialen
Speicheldrisenzellen liegt (Daley et al., 2012; Overeem et al., 2015; Yu et al., 2005). Diese
Lokalisierung konnte in Immunfluoreszenztirbungen der hPDSC-Sphiroide nicht einwandfrei
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 25). In manchen Sphiroiden bildeten die filamentésen

Kollagen IV-Strukturen ein Netzwerk durch das gesamte Sphiroid; in anderen Sphiroiden
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beschrinkte sich das Kollagen IV auf die duf8erste Zellschicht. Die Basalmembran wiirde man nur
aufSerhalb der dufferen Zellschicht erwarten, wenn das Sphiroid einem Azinus ihnelte. Die diffus
verteilten und teilweise briichigen Kollagenstrukturen weisen auf fehlende Orientierung und
Polarisierung der Zellen hin. Ein Grund dafiir kénnte die fehlende Expression einer Kollagen IV-
Untereinheit sein. Das Gen COL4A3 wurde in den hPDSC-Sphiroiden nicht exprimiert. Eine
andere Erklirung fiir den Unterschied in der Firbung kdnnte sein, dass die Zusammensetzung der

Kollagen-Helices von der in adulten Speicheldriisen abweicht.

Neben Kollagen IV spielen auch Kollagen I und III eine wichtige Rolle in den Speicheldriisen: sie
sammeln sich wihrend der verzweigenden Morphogenese an sich bildenden Spalten und ihr Verdau
durch Kollagenasen fiihrt zu stark verringerter Spaltenbildung in murinen embryonalen SMG in ex
vivo-Kultur (Nakanishi et al., 1986). KollagenI ist der Hauptbestandteil allgemeiner EZM und
COLI1A1 ist in allen hPDSC-Konditionen exprimiert. Die COL3A1l-Expression wird sogar
signifikant durch die 3D-Kultur erhoht (vgl. Tabelle A. 2). Dies konnte darauf hindeuten, dass die
hPDSC-Sphiroide sich an Tag 7 der Kultur im Stadium der Spaltenbildung befanden. In einer
humanen Studie an Proben aller drei groflen Speicheldriisen ist die Expression der Kollagen-
Untereinheiten COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4A1, COLSA1 und COLSA2 in f6talen
Speicheldriisen besonders hoch eingestuft worden (Saitou et al., 2020). Dass diese Kollagen-
Untereinheiten in hPDSC-Sphiroiden alle exprimiert oder sogar durch 3D-Kultur erhSht exprimiert
wurden, bekriftigt die Hypothese, dass die hPDSC-Sphiroide sich in einem frithen

Entwicklungsstadium befanden.

Bei COL3A1 und COL4A1 ist ein erhohtes Expressionslevel nur in hPDSC-Sphiroiden nicht in
adhirent in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs festzustellen. Dasselbe gile fir die
Kollagenuntereinheiten COL18A1, COL4A2, COL6A1 und COL6A2, die in der Liste von EZM-
Komponenten von Tran et al. aufgefithrt sind. Diese Tatsache stiitzt die Hypothese, dass die
Sphiroidkultur zur Differenzierung der hPDSCs zu Speicheldriisenzellen stirker beitragen konnte

als das Differenzierungsmedium allein.
Laminine

Laminine bilden einen essenziellen Anteil der Basalmembran und spielen ebenfalls eine Rolle in der

Spaltenbildung der Speicheldriisenmorphogenese (Durbegj et al., 2001; Kadoya et al., 1995, 1997;
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Rebustini et al., 2007). Auch in der Liste der EZM-Bestandteile, die die Differenzierung von MSCs
zu Speicheldrisenzellen férdern befinden sich viele Laminin-Untereinheiten (siche Tabelle A. 2; O.
N. Tran et al., 2022). Unter diesen Laminin-Untereinheiten befinden sich LAMB1 und LAMCI,
die neben LAMAL1 das Trimer Laminin 111 bilden. Die dreidimensionale Kultur von epithelialen
Speicheldriisenzellen in polymerisiertem Laminin 111 unterstiitzt die Organoide dhnlich wie die
Kultur in Matrigel (Hosseini et al., 2018). LAMC1 wurde auflerdem als ein stark exprimiertes Gen
in humanen fétalen Speicheldriisen identifiziert (Saitou et al., 2020). Die Bindung von Laminin y1
an Nidogen ist essenziell in der verzweigenden Morphogenese (Kadoya et al., 1997). Die LAMCI-
Expression in hPDSCs war nicht differenziell, jedoch deutlich messbar. Das Gen von Nidogen NID1
wurde durch DMEM/F12-EGF hoher exprimiert als in Standardkultur, was auf EGF im Medium
zurtickzuftihren sein kénnte (Kadoya et al., 1997). Die Genexpression von LAMA1 sowie LAMB1
in den hPDSCs wurde sowohl durch das Differenzierungsmedium als auch die Sphiroidkultur
erhoht. Die erh6hte Expression dieser Gene bietet gute Voraussetzungen fiir eine Spaltenbildung in
den hPDSC-Sphiroiden. Die Untereinheit Laminin a1 ist besonders zu Beginn der Morphogenese
von Bedeutung (Kadoya et al., 1995). Die Bindung von Laminin al an a-Dystroglykan oder
Integrin a6 ist essenziell fir eine ordnungsgemifle Verzweigung der Speicheldriise (Durbeej et al.,
2001; Kadoya et al., 1995). DAG1, das Gen von a-Dystroglykan, wird in hPDSCs unverindert in
allen Konditionen exprimiert. Obwohl das im Differenzierungsmedium enthaltene EGF die
Wirkung haben kann, die ITGA6-Expression zu erhhen, wurde das Gen von Integrin a6 in
DMEM/F12-EGF-Konditionen niedriger exprimiert als in Standardkultur (Kashimata & Gresik,
1997). Womdglich war das Niveau der Integrin a6-Expression nicht ausreichend fur eine
ordnungsgemifle verzweigende Morphogenese der hPDSC-Sphiroide. Dies konnte ein Grund fiir

die unverzweigten, nicht ausdifferenzierten hPDSC-Sphiroide sein.

Die erh6hte LAMA1- und die niedrigere LAMAS-Expression sind ein weiteres Indiz dafiir, dass die
hPDSC-Sphiroide sich in einem Stadium zu Beginn der verzweigenden Morphogenese befanden.
Die LAMA1-Expression sinkt in SMG bei voranschreitender Morphogenese, wihrend die LAMAS-
Expression steigt (Kadoya et al., 2003; Rebustini et al., 2007). LAMAS trigt nicht nur zu einer
normalen Basalmembran-Zusammensetzung, Spaltenbildung und Verzweigung, sondern auch zur
Organisation und Differenzierung der aziniren und Gangzellen bei (Rebustini et al., 2007). Letzteres

weist auf die Bedeutung von LAMAS in der spiteren Morphogenese der Speicheldriise hin. In
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hPDSCs in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur war LAMAS hoher exprimiert als in
Standardkultur. In hPDSC-Sphiroiden war die LAMAS-Expression wiederum niedriger als in
adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur (vgl. mit Tabelle A. 2). Dies verdeutlicht abermals, dass die

hPDSC-Sphiroide sich in einem frithen Entwicklungsstadium befunden haben kénnten.

Die anderen Laminin-Untereinheiten aus der Liste der EZM-Gene (Tabelle A. 2) sind LAMA2,
LAMA4 und LAMB2. Alle drei Gene wurden in den hPDSCs exprimiert; die LAMA2-Expression

wurde sogar sowohl durch das Differenzierungsmedium als auch durch die 3D-Kultur erhdht.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Expression differenzierungstérdernder Laminin-
Untereinheiten durch die Differenzierungskonditionen unterstiitzt wurde. Auflerdem deutet das
Expressionsmuster der Laminin-Untereinheiten an, dass die hPDSC-Sphiroide sich in einem frithen

Entwicklungsstadium der Speicheldriise befanden.
Fibronektin

Eines der wichtigsten Molekiile bei der Spaltenbildung ist Fibronektin (Gen FN1). Fibronektin ist
ein Zelladhisionsprotein, das die EZM tiber Integrine an die Zellen bindet, wihrend die Zell-Zell-
Verbindungen tiber E-Cadherin bei der Spaltenbildung zurtickgehen (Sakai et al., 2003).

FN1 wurde in hPDSCs in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur hoéher exprimiert als in
Standardkultur. In adhirent und dreidimensional in DMEM/F12-EGF kultivierten hPDSCs
unterschied sich die FN1-Expression nicht. Somit ist davon auszugehen, dass die FN1-Expression
durch das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF gesteigert wurde und, dass die Expression
vermutlich auch in hPDSC-Sphiroiden héher als in Standardkultur war. Dies stellt eine wichtige

Voraussetzung fiir Spaltenbildung in den hPDSC-Sphiroiden dar.

Fibronektin aktiviert einen Signalweg, der die Expression von E-Cadherin (CDHI) inhibiert
(Onoderaetal., 2010). Die CDH1-Expressionsdaten erzeugten keine signifikanten Ergebnisse in den
DEA, sodass sich keine Aussage iiber die Expression des E-Cadherin-Gens in den unterschiedlichen
hPDSC-Konditionen treffen ldsst. An einer sich bildenden Spalte in der Speicheldriisenentwicklung
ist ein Riickgang von E-Cadherin zu erwarten. E-Cadherin sollte aber an anderer Stelle in
Speicheldriisenzellen lokalisiert sein und wird in der Speicheldriisenentwicklung stark exprimiert,

um Zell-Zell-Interaktionen zu vermitteln (Hsu & Yamada, 2010). Eine ubiquitir geringe Expression
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des E-Cadherin-Gens in hPDSC-Sphiroiden konnte bedeuten, dass diese essentiellen Zell-Zell-
Interaktionen fehlen. Die Untersuchung der Translation und Lokalisation von E-Cadherin kénnte

Aufschluss tiber die fehlende Strukturierung der hPDSC-Sphiroide geben.
Wachstumsfaktoren

Die Wachstumsfaktoren der FGF- und EGF-Familien sind besonders relevant fiir die verzweigende

Morphogenese und epitheliale Diftferenzierung (Chibly et al., 2022).

FGF-Vertreter spielen in der Spaltenbildung eine besondere Rolle (siche Abbildung 2). Die
Untersuchung der Genexpression der Wachstumsfaktoren ist aber nicht der beste Ansatz, um den
Ablauf der Signalkaskaden in hPDSCs einschitzen zu kénnen. Die native Quelle von FGF fiir die
Speicheldriise wihrend der Embryogenese sind mesenchymale Zellen (Patel et al., 2007). Diese sind
in der 3D-Kultur nicht enthalten. Demnach konnte eine FGF-Supplementierung erforderlich sein.
Anhand der geringeren HSPG2-Expression in den Differenzierungs-konditionen lief§ sich bereits
eine weitere Komplikation fir die FGF-Signalkaskade ablesen: Perlecan, der Speicher sowie Ko-
Faktor fir FGF7 und FGF10, konnte unzureichend exprimiert sein. Connexin 43 ist ein
Zellverbindungsmolekiil, ~ welches ~ FGF 10-abhingige  Signalkaskaden in  epithelialen
Speicheldriisenzellen wihrend der verzweigenden Morphogenese reguliert (Yamada etal., 2016). Das
Connexin 43-Gen GJA1 wurde sowohl durch das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF als
auch durch die dreidimensionale Kultur h6her exprimiert. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass
FGF-Signalkaskaden zur verzweigenden Morphogenese in hPDSC-Sphiroiden ordnungsgemif3
ablaufen konnten. Schliefflich fehlt jedoch die Information tiber die Expression und Sp/zce-Varianten
des Rezeptors FGR2 in den hPDSCs, um eine Aussage tiber die Funktionalitit der FGF-Signalwege
zu treffen (Lombaert et al., 2013; Steinberg et al., 2005; Y. Zhang et al., 1999).

Ein weiteres Gen, dessen Produkt Auswirkungen auf einen Signalweg der Speicheldriisen-
morphogenese hat, wurde in dem Cluster der Heatmap aus DEG, die in hPDSC-Sphiroiden hoher
exprimiert sind, identifiziert: die Pseudokinase FAM20A. Fehlende Expression von FAM20A wirkt
sich abschwichend auf den BMP/ERK-Signalweg aus. In der Speicheldriisenmorphogenese fithrt
das u. a. zu diftus verteilter AQPS-Expression (M. Yin et al., 2022). Die hohere Genexpression von
FAM20A in hPDSC-Sphiroiden stellt also einen Vorteil der dreidimensionalen Kultur dar.
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Auflerdem weist diese Beobachtung auf das Potenzial hin, das die fortfithrende Analyse der Gen-

Cluster bietet.

Der Wachstumsfaktor EGF wurde supplementiert, die Auswirkungen dessen erschienen
widerspriichlich: die Genexpression von Nidogen 1 wurde erhht, wihrend Integrin a6 durch das
EGF-haltige Differenzierungsmedium sogar niedriger exprimiert wurde. EGF-Supplementierung ist
dafiir bekannt, die Expression beider Gene zu erhéhen und beide Genprodukte sind essenziell fir
eine ordnungsgemifle Verzweigung (Kadoya et al., 1995, 1997, 2022). Womdglich hat die EGF-
Konzentration nicht ausgereicht, um die ITGA6-Expression zu férdern. Nidogen 1 ist ubiquitir in
der Basalmembran und tritt vermehrt an sich bildenden Spalten auf (Kadoya et al., 2022). Die
erhohte NID1-Expression in beiden DMEM/F12-EGF-Konditionen zeigt den positiven Effekt des
Mediums auf die Entwicklung der hPDSCs. Auflerdem ist die NID1-Expression ein weiteres Indiz
fir den frihen Entwicklungsstatus der Sphiroide. Die Supplementierung mit dem
Wachstumsfaktor EGF reichte jedoch nicht, um eine verzweigende Morphogenese und

Speicheldriisendifferenzierung zu induzieren.

4.3 Der Einfluss der Zellkulturbedingungen — Chemische

oder mechanische Reize..oder beides?

Die Organogenese der Speicheldriise ist ein gutes Beispiel dafiir, dass nur das Zusammenspiel von

chemischen und mechanischen Reizen aus undifferenzierten Zellen ein funktionales Organ erzeugt.

Auch in dieser Arbeit wurde deutlich, dass die Umgebungsbedingungen die Genexpression und
somit die Differenzierung der hPDSCs stark beeinflussen. Die Kulturbedingungen prigten das
Transkriptom stirker als die Einflussfaktoren ,Patient® und ,Isolationsprozess“. Sowohl in der
Hauptkomponentenanalyse aller counts als auch in der Heatmap der Top SO DEG bildeten
diejenigen Proben Cluster, die unter denselben Bedingungen kultiviert wurden. Dies erscheint
logisch, da es sich bei den hPDSCs um Zellen mit dem Potenzial zur Differenzierung in verschiedene
Keimblitter handelt (Petschnik, 2011). Das stammzellihnliche Potenzial der hPDSCs duflert sich in
dieser Arbeit abermals; hier in Form der differenziellen Genexpression als Reaktion auf die

Kulturkonditionen.
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Die Anzahl der DEG im Medienvergleich war hoher als im 2D-3D-Vergleich (siche Abbildung 18
und Abbildung 19). Demnach hatte die Umstellung auf ein anderes Medium bereits einen grofien
Einfluss auf die Genexpression. Die 3D-Kultur bringt die hPDSCs aber dazu, die Expression EZM-
bezogener und Morphogenese-relevanter Gene stirker zu dndern als das Medium. Dabei verringert
sich die Genexpression mancher EZM-Gene zwar durch die 3D-Kultur. Uber ein Viertel der EZM-
Gene wird jedoch durch die Sphiroidkultur héher exprimiert. Fast die Hilfte der untersuchten
EZM-Gene wird in den hPDSCs in adhirenter DMEM/F12-EGF-Kultur messbar exprimiert oder
sogar durch DMEM/F12-EGF erhéht exprimiert. Fast Dreiviertel der Gene werden in hPDSC-
Sphiroiden exprimiert oder hoher als in Standardkultur exprimiert; davon die Hilfte erhoht durch

die Sphiroidkultur, nicht das Medium.

Aber nicht nur auf die untersuchten Speicheldriisen-EZM-Gene hatte die Sphiroidkultur einen
positiven Einfluss. Auch die sekretorischen Marker AQP5 und CHRM3, deren Expression in hohen
Passagen in der adhirenten DMEM/F12-EGF-Kultur nicht mehr messbar war, wurden in den

hPDSC-Sphiroiden exprimiert.

Der Grof3teil der Daten weist darauf hin, dass die hPDSC-Sphiroide sich in einer Entwicklungsstufe
befanden. Da die hPDSCs aus adulten Zellen dedifferenziert worden sind, lisst sich nicht sagen, dass
die hPDSC-Sphiroide sich in einem bestimmten embryonalen Entwicklungszustand befanden. Die
Mehrheit der in Sphiroiden exprimierten EZM-Gene deutet jedoch auf einen Zustand ihnlich der
embryonalen Phase hin, in der die Spaltenbildung beginnt. Die fehlende oder niedrigere Expression
von Gangzellenmarkern CFTR und Keratin 7 in den beiden Differenzierungskonditionen sowie die
Expression einiger azinirer Marker (AQPS nur in Standard und 3D; CHRM3 nur in 3D) deutet eine

Differenzierung Richtung azinire Zellen an.

Das Differenzierungsmedium DMEM/F12-EGF hatte einen positiven Einfluss auf einen kleinen
Anteil der untersuchten Gene. Die Kultur der hPDSCs in einem dreidimensionalen Zellverbund
zeigte jedoch deutliche Vorteile gegentiber der adhirenten Kultur. Die hPDSC-Sphiroide stellen

damit einen vielversprechenden Ansatz fiir ein Speicheldriisenmodell dar.

121



4.4 Limitationen und Ausblick

Die adhirente Kultur ist in vielerlei Hinsicht limitiert. Die chemische Stimulation der hPDSCs mit
KSFM oder DMEM/F12-EGF hat nicht ausgereicht, um die Zellen zu aziniren Speicheldriisenzellen
zu differenzieren. Von der Expression der untersuchten exprimierten EZM-Gene kénnten nur die
Sphiroide profitieren. Wihrend die adhirent kultivierten Zellen die Form des starren Substrats
annechmen miissen, kénnten die Sphiroide eine verzweigende Morphogenese und somit
Differenzierung durchlaufen. Deswegen fokussiert sich der folgende Abschnitt darauf, welche
Experimente und Einsatzmdglichkeiten die Erkenntnisse zur Genexpression der EZM-Gene fiir die

hPDSC-Sphiroide implizieren.

Zunichst sind methodische Weiterentwicklungen notwendig; besonders in Bezug auf die
Kulturkonditionen, die RNA-Seqg-Auswertung und die Untersuchung der Marker auf
Proteinebene. Um die adiquaten Konditionen fiir eine serumfreie Kultur eines funktionalen
Speicheldriisenorganoids zu etablieren, sollte man in zukiinftigen Experimenten an folgenden

Faktoren arbeiten:

1. Alter/Passage/Einfrier-Auftau-Zyklen der Zellen

2. Eingesite Zellzahl

3. Medienumstellung von serumhaltig zu serumfrei

4. Kulturdauer

S. Supplementierung von Wachstumsfaktoren

6. Supplementierung oder Uberschichtung mit EZM-Proteinen

7. Ko-Kulturen

[1] Um die Dedifterenzierungserscheinungen in den hPDSCs in hoheren Passagen zu vermeiden,
sollten die Zellen mdglichst direkt nach Isolation vermehrt und ohne Einfrier-Auftau-Zyklus in
Sphiroidkulturen gebracht werden. Dies ist aufgrund der Vorexperimente und der grofien
eingesetzten Zellzahlen in dieser Arbeit nicht praktikabel gewesen. Der Einsatz von DMEM/F12-
EGF in jungeren Passagen konnte dabei helfen, schneller an die erforderliche Zellzahl fiir
Sphiroidkultur zu gelangen. Es sollte jedoch auf Seneszenz- oder (De-) Differenzierungs-

erscheinungen geachtet werden.
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[2] Auflerdem konnte eine Reduzierung der eingesiten Zellzahl in 3D-Kultur in Betracht gezogen
werden. Die grof8e Variation an Zellzahlen in bestehenden 3D-Modellen beweist, dass je nach Zelltyp
eine andere eingesite Zellzahl optimal sein kann. Deswegen bedarf die eingesite Zellzahl einer
systematischen Testung vergleichbar mit den Experimenten von Decarli und Kollegium. Diese
Forschungsgruppe hat auch die Lage im AMP und die Bewegung beim Einsien der Zellsuspension
analysiert (Decarli, De Castro, et al., 2022). Aufgrund hnlicher Beobachtungen in dieser Arbeit

sollten auch solche Untersuchungen fiir die hPDSC-Kultur in Betracht gezogen werden.

[3] Des Weiteren gilt es, die Kultur in serumfreiem Medium zu optimieren. Die serumfreie Kultur
ist aus ethischen und experimentellen Griinden erstrebenswert. Die adhirent in KSFM kultivierten
Zellen zeigten ein vielversprechendes Expressionsprofil. Die undefinierte Zusammensetzung von
Seren kann die Ergebnisse zu Experimenten von morphogenetisch relevanten Wachstumstaktoren
verfilschen. Auflerdem erhéht tierserumfreie Kultur die Chance auf Zulassung zum Einsatz in
regenerativen Therapien. Demnach wire ein mogliches Vorgehen, die Medienumstellung nach
Herstellerempfehlung schrittweise durchzufithren. Auch die Adaption des Protokolls von Gao und

Kollegium in Bezug auf Sphiroidkultur ist erfolgsversprechend (Gao et al., 2014).

[4] Da das Genexpressionsprofil der hPDSC-Sphiroide auf ein frithes Entwicklungsstadium
hinweist, konnte eine lingere Kulturdauer von Vorteil fiir die Differenzierung sein. Es sollte evaluiert
werden, wie lange die Sphiroide vital bleiben, und ob sich der Differenzierungsgrad durch eine

lingere Kulturdauer erhéht.

[S] Um die Morphogenese und Strukturierung der Sphiroide zu unterstiitzen, kénnte man dem
Medium Wachstumsfaktoren der FGF-Familie zusetzen. Die hPDSC-Sphiroide exprimierten EZM-
Gene, die auf einen frithen Entwicklungszustand hindeuten. Mattingly und Kollegium fiihren die
Signaltransduktion von Vertretern der FGF-Familie als essenziell in dieser Phase an (siche Abbildung
2, schwarzer Kasten, (Mattingly et al., 2015)). Neben der fehlenden FGF-Supplementierung wurde
der FGF-Speicher und -Ko-Faktor Perlecan durch DMEM/F12-EGF geringer exprimiert. Das
mRNA-Level und die daraus folgende Menge an Perlecan schien zu gering zu sein, um einen
ordnungsgemifien Ablauf der Morphogenese gewihrleisten zu konnen. Die Supplementierung mit
FGF7 und FGF10 konnte die geringere Expression von HSPG2 und den daraus womdglich

entstehenden Mangel an Perlecan ausgleichen.
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[7] Die Supplementierung mit FGF-Vertretern konnte auch iiber eine Ko-Kultur mit
mesenchymalen Zellen erfolgen. FGF10 wird besonders zu Beginn der Verzweigung beinahe
ausschliefSlich vom Mesenchym exprimiert, das die Speicheldriise umgibt (Patel et al., 2007).
Auflerdem haben Hosseini und Kollegium gezeigt, dass FGF2 eine autokrine Wirkung auf
mesenchymale Zellen hat, die wiederum die Verzweigung der epithelialen Zellen positiv beeinflusst
(Hosseini et al., 2018). Die Ko-Kultur der hPDSCs mit mesenchymalen Zellen aus der Umgebung
der Speicheldriise konnte die Differenzierung der hPDSCs und eine driisenihnliche Morphogenese
enorm vorantreiben. Die Sphiroidkultur in Mikromulden ermdéglicht eine simple Ko-Kultur-
Technik: die hPDSCs lagern sich bereits nach einem Tag zusammen. Dann liegen die Sphiroide am
Grund der Mulden und Zellen eines weiteren Typs konnten durch die Offnung der Mulde
hinzugegeben werden. Neben mesenchymalen Zellen und myoepithelialen Zellen kénnten auch
neuronale Zellen als Ko-Kultur geeignet sein (Emmerson et al., 2017; Ozdemir et al., 2017).
Neuronale Stimulation wirke sich positiv auf die Zellregeneration azinirer Zellen aus (Emmerson et
al., 2017). In zukiinftigen Experimenten kénnte erforscht werden, ob auch hPDSCs in der Lage sind

sich unter dem Einfluss neuronaler Stimulation zu aziniren Zellen zu entwickeln.

[6] Eine weitere Variante, um den Mangel an Perlecan auszugleichen, ist die Sphiroide damit zu
supplementieren. Perlecan findet bereits Einsatz als Beschichtung in der Zellkultur (Nakamura et al.,
2014). Wenn man die Sphiroide in ein definiertes Perlecan-Gel einbettete, wiirde das HPSG nicht
nur die Morphogenese vorantreiben kénnen; das Gel wiirde zudem die Sphiroide fixieren. Man
konnte angelehnt an das Protokoll von Song und Kollegium ein Mikrofluidiksystem implementieren
und die hPDSC-Kultur als Organ-Chip einsetzbar machen (Song et al., 2021). Anders als Matrigel
bieten definierte Hydrogele aus einem einzigen EZM-Protein die Moglichkeit, die Bedeutung des
jeweiligen Proteins bei der Entwicklung des Modells gezielt herauszufinden. Auch Laminin-111
wurde bereits in dieser Form eingesetzt und untersucht: es ist essenziell in der verzeigenden
Morphogenese und hat sich bereits als Hydrogel fiir ein dreidimensionales Speicheldriisenmodell

bewihrt (Hosseini et al., 2018).
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Nach den Mafinahmen zur Optimierung der Kulturbedingungen, sollten die Methoden zur
Charakterisierung der hPDSC-Sphiroide angepasst und erweitert werden. So konnte das volle

Potenzial des Speicheldriisenmodells erfasst und ausgeschopft werden.

Die Zugabe von definiertem Hydrogel aus einzelnen EZM-Komponenten erweitert auch das
Einsatzgebiet des Modells: hPDSC-Sphiroide konnten zur Untersuchung der EZM in
dreidimensionaler Kultur von Speicheldriisenzellen dienen. Die EZM spielt eine grofie Rolle in der
Embryonalentwicklung und der Differenzierung von Zellen 7z vitro (Bonnans et al., 2014; Guilak et
al., 2009). Die Relevanz einer intakten Basalmembran zeigt sich in Untersuchungen an
Speicheldriisen von an Sjégren-Syndrom Erkrankten (Goicovich et al., 2003; Molina, 2006). Ein
Speicheldriisenmodell, in dem der Einfluss einzelner EZM-Bestandteile untersucht werden kann, ist
somit von grofler Bedeutung. Experimente mit definierter Zugabe von Wachstumsfaktoren und
EZM-Proteinen, wie fir FGF und Perlecan beschrieben, konnen neue Informationen zur
Speicheldriisenmorphogenese und den einzelnen beteiligten Molekiilen liefern. Die Kultur in
Mikromulden bietet die einzigartige Gelegenheit, dies unter Ausschluss einer undefinierten Matrix

wie Matrigel zu untersuchen.

hPDSC-Sphiroide haben womdglich das Potenzial als Modell zur Untersuchung von Volumen-
inderungen der Zellen zu dienen. Dazu muss zunichst die Ursache der Grofleninderung der
Sphiroide bestimmt werden, z. B. durch Zeitrafferaufnahmen von hPDSC-Sphiroiden wihrend der
Kultur. Sowohl die Erfassung sichtbarer Zellteilungen als auch die Beobachtung der Entstehung der
blasenihnlichen Ausstilpungen konnten helfen, die Ursache fur Groflen-entwicklung der
Sphiroide zu finden. Auflerdem sollte die finale Zellzahl bestimmt werden. Dies kénnte tiber eine
Zellkernzihlung nach enzymatischem Verdau oder in einer 3D-Aufnahme der Sphiroide erfolgen.
Der Vergleich von eingesiter und finaler Zellzahl konnte enthiillen, worauf die GréfSeninderungen
der Sphiroide zuriickzufithren sind. Wenn sich herausstellt, dass die hPDSCs in dreidimensionaler
DMEM/F12-EGF-Kultur nicht mehr Zellen enthalten als in DMEM10, kénnte die Beobachtung
der grofleren Sphiroide in DMEM/F12-EGF auf Volumeninderungen der Zellen beruhen. Nach
einer Bestitigung dieser Hypothese und der Entwicklung von aziniren Zellverbtinden innerhalb der

hPDSC-Sphiroide, wiren sie geeignet als Modell zur Untersuchung von Zellvolumeninderungen.
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Die RNA-Seq-Daten bieten viele weitere Moglichkeiten der Analysen und Deutungen, da es noch
keinen Goldstandard in der RNA-Seq-Auswertung fiir jedwedes experimentelle Design gibt. Bereits
bei der Erzeugung der Daten sollte man darauf achten, alle Proben auf einer Durchflusszelle zu
sequenzieren. Bei den bioinformatischen Tools zur Datenaufbereitung und statistischen Analyse
bestehen vielzihlige weitere Optionen zur Optimierung oder zur Untersuchung anderer
Zusammenhinge. Zur technischen Optimierung kénnte man z. B. in Algorithmen einbeziechen, dass
die Daten aus verschiedenen Sequenzierungsldufen stammen, die A/ignment-Rate verbessern oder
geringer exprimierte Gene sensitiver untersuchen (Liu et al., 2022; Musich et al,, 2021). Die
Uberreprisentationsanalyse ist nur eine Art des Enrichments. Wenn man weder auf OmicsBox noch
auf reactome im Browser zuriickgreift, sondern Analysen in R anstellt, kann man auf weitere
Datenbanken sowie DEA- und Enrichment-Tools zurtickgreifen, mit denen man die
Sequenzierungsdaten auswerten kann (Al-Shahrour et al., 2004; Godoy et al., 2018; Kanehisa, 2000;
Kaspi & Ziemann, 2020; Kuleshov et al., 2016; Peng et al., 2019; The Gene Ontology Consortium

etal., 2023).

In den beiden ORA wurden nur DEG (edgeR: p < 0,05; FDR < 0,05) verwendet; somit wurden
geringere Schwankungen in der Genexpression herausgefiltert und nicht in das Enrichment
einbezogen. Fur diesen Schwellenwert gab es keine biologische Indikation: weder vorangegangene
Experimente deuteten darauf hin, noch der direkte Vergleich zu RNA aus humaner Parotis lieferte
einen Schwellenwert. Diese Limitation besteht in beiden ORA-basierten Enrichment-Methoden
und verringert somit die Sensitivitit der Methoden. Bei FCS mittels mztch hingegen wurden, statt
nur der DEG, alle detektierten Gene in die Enrichment-Analyse einbezogen; also auch kleine
Anderungen der Genexpression erfasst. Aufferdem wurden beide ORA mithilfe von Tools
durchgefithrt, die gewisse Variablen voreingestellt und somit unverinderlich verwenden.
Beispielsweise verwendeten die ORA-Tools alle Gene als Hintergrund-Genliste (eng. background
gene list), was fur nicht Genom-weite Studien wie Transkriptomanalysen nicht optimal ist. Somit
verringern nicht eigens programmierte Tools die Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der

Analyse sowie Ergebnisse; auch durch mogliche Software-Updates (z. B. in OmicsBox).

Auflerdem ist der hierarchische Aufbau der Signalwegdaten in den GO- und reactome-Datenbanken

mit Vorsicht zu betrachten: Die hierarchische Struktur verstirkt kiinstlich die Relevanz der
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Gengruppen oberer Ordnung, was die diese Gruppen in beeinflussten biologischen Prozessen falsch
positiv in den Fokus riicken kénnte. Die hierarchische Visualisierung im enrichten GO-Graph trug
aber einen groflen Teil dazu bei, das Ergebnis der FatiGO-ORA schneller zu verstehen. Die
tbergeordneten GO-Terms lieen Riickschliisse auf die biologischen Prozesse zu, die durch spezielle
untergeordnete und nicht sofort zuordenbare biologische Prozesse zunichst mdglicherweise
unbekannt erschienen. Der GO-Graph mit allen Prozessen war jedoch relativ grof§ und
unibersichtlich, da die biologischen Prozesse oberster Ordnung sehr allgemeine Vorginge
beinhalten. Das Ergebnis des FCS barg das gegenteilige Problem: Die Zuordnung der Klassen zu
tibergeordneten biologischen Prozessen war schwer erkennbar und lieff sich nur durch intensive
Recherche zu den funktionellen Klassen herausfinden. Die Visualisierung mit reactome hingegen ist
intuitiv verstindlich und die Gruppen oberster Ordnung sind fur die erste Einordnung der

Ergebnisse angemessen spezifisch.

Eine Tendenz war in allen drei Enrichment-Methoden erkennbar: Prozesse, die die DNA-
Replikation, den Zellzyklus oder aber auch Reaktionen auf Stress und andere Stimuli betreffen,
wurden in 2D-DMEM/F12-EGF gegeniiber 2D-DMEM10 offenbar aktiviert; Gene, die dhnliche
oder dieselben Prozesse betreffen, waren in der 3D-Kultur gegeniiber 2D-DMEM/F12-EGF
hingegen geringer exprimiert. Die Ergebnisse der reactome-ORA und mitch zeigten diese
Ubereinstimmungen besonders. Auch legten beide ORA nahe, dass besonders in hPDSC-

Sphiroiden Prozesse zur Organisation der EZM hochreguliert waren.

Das Ergebnis der ORA in reactome bildete die grofite Schnittmenge aller drei Enrichment-
Methoden. Deswegen wurden die Ergebnisse der ORA in reactome als Grundlage fur die weitere

Auswertung verwendet.

Mit der groflen Datenbank zu einzelnen Signalwegen ermdglicht reactome auch tiefergreifende
Untersuchungen zur Beeinflussung einzelner Signalwege durch differenziell exprimierte Gene
vorzunehmen (Gillespie et al., 2022). Detaillierte Darstellungen ausgewihlter enrichter Signalwege
erldutern beteiligte Reaktionen, die durch DEG beeinflusst wurden. Dies konnte fur fortfiihrende

Analysen genutzt werden.

Zudem konnte man mehr als die Top 50 DEG in einer Heatmap clustern und in den Clustern weiter

nach Stammzell- oder Sphiroid-spezifischen Markern suchen. In dieser Diskussion wurden aus den

127



Clustern beispielhaft der Gangmarker Keratin7 und die in der Morphogenese relevante
Pseudokinase FAM20A betrachtet. Diese Beispiele verdeutlichen das grofe Potenzial, das eine solche

Untersuchung der Cluster bietet.

Es bleibt zu betonen, dass die Ergebnisse aus einer differenziellen Genexpressionsanalyse nicht als
Quelle biologischer Fakten einzuordnen sind! Es lassen sich lediglich neue Hypothesen ableiten, die
einer Bestitigung oder Widerlegung durch Experimente bediirfen, die die Genprodukte sowie ihre
Funktionalitit und Lokalisation untersuchen. Die RNA-Seq-Daten konnen keine Auskunft dariiber
geben, ob das Genprodukt translatiert und an welcher Stelle es in einer Zelle bzw. einem Sphiroid
lokalisiert ist. Die Lokalisation der Genprodukte wie die der EZM-Molekiile ist jedoch besonders
wihrend der Morphogenese und fiir die Funktion der Speicheldriise von gréfiter Bedeutung. Des
Weiteren sollte nicht auf8er Acht gelassen werden, dass die Daten auf Grundlage gepoolter RNA

einer Grof8zahl morphologisch heterogener Sphiroide beruhen.

Demnach sind in folgenden Experimenten die Ergebnisse der RNA-Seq zu EZM-Genen auf
Proteinebene und auf Funktionalitit zu testen. Durch weitere Inmunfluoreszenzfirbungen konnte
man die korrekte Translation und Lokalisation bestimmen. Es sollten besonders Antikorper fir
Proteine eingesetzt werden, die die Struktur der Zellen und ihrer EZM bestimmen. Firbungen mit
Antikorpern gegen E-Cadherin, TJP1, Fibronektin, Perlecan und Kollagen I oder III kénnten
Aufschluss tiber das Mafl an Organisation zu einem Monolayer oder zur Spaltenbildung geben.
Erginzend zu der Zugabe einzelner EZM-Komponenten kénnten Immunfluoreszenzfirbungen
Aufschluss geben, wie gewisse EZM-Proteine in der Speicheldriisenmorphogenese involviert sind. Es
sollte untersucht werden, wie Agrin in den hPDSC-Sphiroiden verteilt ist, wihrend Perlecan gering
exprimiert wird. Fiir andere HSPG-Vertreter ist beschrieben, dass sie die Funktionen anderer HSPG-
Vertreter teilweise ersetzen konnen (Halfter et al., 1998). Die Agrin-Lokalisation und eine Ko-
Firbung mit FGFR2b kénnte Hinweise dafiir liefern, ob Agrin die Funktion von Perlecan als FGF-

Ko-Faktor iibernimmt.

Dazu sollte man auch in Betracht ziehen, die Firbemethode zu verfeinern. Firbungen von mehr
Sphiroiden aus einer AMP als bisher, konnten die Selektionseffekte verringern. Die Zahl der
Organoide, die in Cell-Tak™-beschichteten ibidi-Schalen gefirbt werden und wihrend des

Firbeprozesses kleben bleiben, sollte erhoht werden. Aber auch Methoden wie die von Ivanov und
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Grabowska konnten hilfreich sein: sie betten Sphiroide wie Gewebe ein, sodass eine Vielzahl an

Sphiroiden gleichzeitig gefirbt werden kann (Ivanov & Grabowska, 2017).

Eine weiteres attraktives FEinsatzgebiet der hPDSCs sind regenerative Therapien wie
Transplantationen. Fiir dieses Anwendungsgebiet muss ausgeschlossen werden, dass die vermehrte
Expression von EZM-assoziierten Genen auf eine fibrotische Differenzierung der hPDSCs hinweist.
Exzessive Sekretion von EZM-Molekiilen ist auch ein Symptom von Fibrose in alternden oder
bestrahlten Speicheldriisen (Cheng et al., 2011; Nelson et al., 2024). Deshalb sollten die hPDSC-
Sphiroide darauf untersucht werden, ob sie weitere Anzeichen von Fibrose aufweisen, wie z. B. die
Expression des Bindegewebswachstumsfaktors CTGF (von engl. connective tissue growth factor
(Leask et al., 2002)). Sobald eine fibrotische Entwicklung ausgeschlossen ist, wire es moglich, die
hPDSC-Sphiroide in Transplantationsversuchen beztiglich ihrer Regenerationsfihigkeit zu
charakterisieren. Der geringe Differenzierungsstatus konnte fiir eine Transplantation sogar von
Vorteil sein: die hPDSCs sind noch in der Lage sind sich an die 7% vivo-Umgebung anzupassen.
Indizien dafiir sind die differenzielle Expression in den unterschiedlichen Konditionen sowie die
Expression des Stammzellmarkers Nestin. Ob transplantierte hPDSCs eine dhnliche Plastizitit
aufweisen, wie die, die native Speicheldriisenzellen bei der Regeneration zeigen, ist in
Transplantationsexperimenten herauszufinden (Weng et al., 2018). Aufgrund ihrer humanen
Herkunft und dem Kulturansatz ohne Matrigel sind hPDSC-Sphiroide attraktive Kandidaten fiir

regenerative Therapien.

Der Einsatz in der Testung neuer bioaktiver Substanzen und industriellen Hochdurchsatzverfahren,
setzt eine hohe Funktionalitit voraus. Wenn optimierte Kulturbedingungen zu einer erhéhten
Expression sekretorischer Marker fiihren, kénnte man funktionale Tests wie Calcium Imaging mit
Stimulatoren und Inhibitoren von muskarinergen Rezeptoren anschlieffen. Die von Buck etablierte
Methode zum Calcium Imaging an Schweifddriisen eignet sich zur Adaption fiir Tests mit den
hPDSC-Sphiroiden. Die Sekretionsmechanismen in Schweif$- und Speicheldriisen dhneln sich (Cui
& Schlessinger, 2015; Proctor, 2016). In beiden Driisen werden die sekretorischen Zellen sowohl
tiber adrenerge als auch muskarinerge Stimulation aktiviert, was Buck im Calcium Imaging mit
Schweifldriisen visualisiert. Aulerdem sorgen in beiden Driisen Ionenkanile und -pumpen datfiir,

dass eine erhohte Natriumchloridkonzentration im Driisenlumen den Einstrom von Wasser nach
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sich zieht, wodurch Primirschweif$ oder Primirspeichel entsteht. Das Verfahren zur Fixierung der
Mikrogewebe wurde an den hPDSC-Sphiroiden bereits fiir die Immunfluoreszenzfirbungen
etabliert. Ein Calcium Imaging an  Speicheldrisensphiroiden wire eine bedeutende

Weiterentwicklung der hPDSCs zum funktionalen Testsystem.

Ein klassischer und simpler Test auf Amylaseaktivitit konnte Auskunft iiber die Sekretion des
Speichelenzyms liefern. Die Spaltung von Amylopektin-Anthranilat durch a-Amylase 1 kann in
fluometrischen Messungen mit den kultivierten Zellen oder mit Mediumiiberstand erfolgen (Owen
& Jordan, 1981). Die Sekretion von Speichelproteinen wird vorrangig durch adrenerge Stimulation
aktiviert und erfolgt tiber Exozytose proteingefiillter Vakuolen. Die Erginzung von adrenergen
Inhibitoren konnte Aufschluss dariiber geben, ob auch diese Rezeptortypen in dem Modell
exprimiert wurden. Der Nachweis, dass auch der Proteinsekretionsmechanismus stimuliert werden

kann, wiirde die hPDSC-Sphiroide als Speicheldriisenmodell noch attraktiver machen.

4.5 Fazit

Das Ziel dieser Arbeit war, ein dreidimensionales zellulires Speicheldriisenmodell zu entwickeln, das
azinire Eigenschaften widerspiegelt ohne auf den Einfluss von Matrigel angewiesen zu sein.
Auflerdem sollten die Einflusse von Differenzierungsmedium allein und Kultivierung im
dreidimensionalen Zellverbund miteinander verglichen werden. Auf diese Weise sollte die
Differenzierung der kultivierten hPDSCs evaluiert und die beste Kulturmethode fiir ein potenzielles
Speicheldriisenmodell identifiziert werden. Schlieflich sollten anhand der Untersuchung des
Expressionsprofils von EZM- und Morphogenese-assoziierten Genen Maoglichkeiten zur

Optimierung der Kulturbedingungen gefunden werden.

Beide Differenzierungskonditionen hatten einen groflen Einfluss auf die Expression von EZM-
assoziierten Genen, forderten jedoch weniger die Expression der sekretorischen Marker. Die hPDSC-
Sphiroide zeigten den hochsten Anteil an mRNA azinirer Marker (3 von 4 untersuchten
Markergenen); die dazugehorigen Proteine konnten aber nicht nachgewiesen werden. Trotzdem
zeigten die dreidimensional kultivierten hPDSCs deutliche Vorteile gegeniiber den adhirent
differenzierten hPDSCs. Bei genauerer Betrachtung der differenziell exprimierten Gene in hPDSC-

Sphiroiden wurde deutlich, dass diese vermehrt EZM-assoziierte Gene exprimierten, die zu einer
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ordnungsgemifien Speicheldriisenmorphogenese beitragen kénnen. Dabei wurden ebenso Gene
identifiziert, deren geringe Expression ein Grund fiir die fehlende Verzweigung der hPDSC-
Sphiroide sein koénnte. Die Expressionsaktivierung oder die Supplementierung dieser EZM-
Bestandteile konnten die Optimierung des Modells enorm vorantreiben. Eine intakte Basalmembran
und umgebende EZM sind essenziell fiir die Morphogenese und Speichelsekretion. In der
Entwicklung von Gewebemodellen ist es iiblich, den Zellen ein EZM-ihnliches Geriist vorzugeben.
Auch viele Speicheldriisensphiroide werden unter dem Einfluss von EZM-Bestandteilen kultiviert.
Weiterfithrende Untersuchungen zur EZM in Speicheldriisen sind deshalb bisher abhingig von
Tierversuchen und Probenmaterial von Erkrankten. Eine optimierte hPDSC-Sphiroidkultur mit
Zellen, die EZM-Proteine auf physiologische Weise sezernieren, wiirde ermdglichen, die Rolle der
einzelnen EZM-Komponenten ohne Tierversuch oder den Einfluss von xenogenen Proteinen

untersuchen zu konnen.
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Sweat glands and salivary glands share a similar secretion mechanism. The secretion is based
on ion and water currents towards the glandular lumen which are triggered by Ca?' signaling
following adrenergic or cholinergic stimulation [1,2]. Both glands fulfill crucial physiological
functions (temperature homeostasis, first steps in digestion). However, currently available cell
lines often lack functional markers which are required for

activation of sweat and saliva formation via Ca® signaling and the exploration of bioactive
substances. Aim of this project was to generate functional secretory sweat and parotid cells.
This was approached by 2D- and 3D-differentiation of long established adult parotid gland-
derived stem cells (PDSCs; Fig. 1, B} and via establishment of a new isolation protocol to gain
primary functional secretory cells directly (Fig. 1, A).
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Fig 1: Isolation, differentiation and analyses of primary secretory cells and of paratid gland-derived stem cells (PDSCs). A. Glandular explants were cultured in differentiation medium u
cultured in serum-free keratinocyte medium (KSFM, Thermo Fisher Scientifich until 2-4 days prior to experiments. Half of the cells were then differentiated in differentiation medium. Cells’ gene expression was analyzed by
QPCR. To reveal calcium dynamics in live cell calcium imaging using LSM, cells were incubated with Fluo and FuraRed™ and stimulated with CCh. B. PDSCs were isolated and cultured as described befare [3]. PDSCs suspended
ferentiation medium were given onto agarose multiwell plates (AMPs) to make 400 cells per micrewell settle and farm a spheroi
standard and differentiation medium. Cells and spheroids were analyzed by qPCR and immunafluarescent staining. Usage of human parotid gland samples was accredited by the Ethics Committees Rhineland-Palatinate: 2020-
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Fig. 2: Primary cell morphologies differ in standard and differentiation media but resemble between glands.
Brightfield microscopy at confluency befere experiments. Cells show epithelial cobblestone marphelogy in
KSFM and contract/farm dense layers in differentiation medium; hence, areas already covered are clear again
{right side, second image). Resemblance between cells of different glands may indicate similerity in
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Fig. 4: Acetylcholine-elicited Ca** signaling in sweat gland cells. Generic snapshots of live cell calcium imaging
at LSM. Cells were incubated with FuraRed™ (fluorescent in Ca’*-absence) and Fluo4 (flucrescent in Ca®*-
abundance) and stimulated with increasing concentrations of carbachel (CCh}, cumulative, stimulus every 250s.

Three-dimensional culture of PDSCs in differentiation medium enhances
functional marker expression

Fig. 5: Gene expression of PDSCs cultured
under standard conditions or in
differentiation medium - 2D or 3D, The
expression of functional markers either
does not decrease remarkably or is even
enhanced (CHRM3, AQPS, ACE2) when
PDSCs are cultured 30 in differentiation
medium. TMEM16A-expression seems to
be higher in undifferentiated PDSCs. 3D-
culture for 7 days leads to decreased
proliferation (Ki&7), but not to increased
apoptosis (CAS3). Expression levels are
relative ta the HKG RPS18. n=3.
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6:  Immunofluorescent
staining of crucial functional
markers for saliva production in
PDSCs cultured standardly and
cultured in  differentiation
medium - 2D and 3D. Spheroids
were imaged in z-stacks; shown
as maximum intensity
projections. Neither of the 20-
cultured cells were positive for
CHRM3- or TMEMI16A-protein.
Some cells on the surface of
spheroids express TMEMI16A.
CHRM3-stainings  and
TMEM16A-stainings
artefacts, mainly in nuclei. All
secondary  antibodies  were
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A iations: ACE2: Angiotansi enzyme 2 (receptor for spike protein of SARS-Cov-2); AMP:
Agarase multiwell plate; AMY1: Amylase 1; AQP3/S: Aquaporin3/s (H,0-channel); CAS3: Caspase 3 (apoptosis
marker}; CEA: Carcino-embryonic antigen (sweat gland differentiation marker); CFTR: Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (Cl-channel in duct); CHRM3: Cholinergic Receptar Muscarinic 3; HKG:
Housekeeping gene; Ki67: Proliferation marker; KSFM: Serum-frae keratinocyte medium; LRRCBA: Leucine Rich
Repeat Containing 8 VRAC Subunit A {crucial subunit of volume-regulated anion channell; LSM: Laser scanning
microscope/microscopy; MUCIL: Mucin 1 (epithelial marker); NESI: Nestin (stem cell marker); RPS18:
Ribosomal Protein $18; TMEM16A: Transmembrane member 16A (Cl-channel); TMPRSS2: trans-membrane
protease serine subtype 2 (primes spike proteins of SARS-CoV-2 enabling infection)

Picture in header: Dissection of human parotid gland under sterile conditions prior to cell isolation.

Both acquired glandular models show promising features that can be of interest for different
applications: A secretory sweat gland cell line expressing CHRM3 and, in parotid glands cells
also TMPRSS2, may be used in high-throughput screenings for bioactive substances (e.g.
antiperspirants or TMPRSS2 inhibitors). Whereas, 3D-models of

parotid glands may be more adequate in basic research on parotid genesis or cell-cell-contacts.
Further experiments need to be performed to confirm functionality of parotid gland cells in
calcium imaging and to explore characteristics and structure of the parotid 3D-model.
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Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikorpern fur

sekretorische Marker
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Abbildung A.1: Weder adhirent kultivierte hPDSCs noch hPDSC-Sphiroide zeigten sich in
Immunfluoreszenzfirbungen eindeutig AQPS5-positiv. Parotisschnitte (kryokonserviert, 12 um), antikSrper sowie
hPDSC-Sphiroide in DMEM/F12-EGF wurden mit monoklonalen Primirantikérpern fiir AQPS (aus Maus IgG1) und
Cy3-gekoppelten Sekundirantikdrpern (aus Ziege gegen Maus) gefirbt (rot). Die Negativkontrolle bestand in einer

Adharent wachsende hPDSCs
DMEMTI0 Parotis

DMEM/F12-EGF

hPDSC-Spharoide
DMEM/F12-EGF

Firbung mit nicht spezifischen IgG1-Antikérpern aus Maus statt des AQP5-Primirantikdrpers. In der Parotis liegt
AQPS in der apikalen Membran der Azini, was in der Firbung zu erkennen war. Die Negativkontrolle auf Parotis zeigte
mittelgrofie Einschliisse von Cy3 z. B. um den Nukleus einiger Gangzellen. In den adhirent wachsenden Zellen in beiden
Medien waren keine AQPS-positiven Zellen zu finden, sondern nur Artefakte in Form von kleinen Einschliissen im
Nukleus oder Zytosol zu verzeichnen. In den hPDSC-Sphiroiden (untere Reihe, orthogonale Projektionen der Z-Stapel)
fand sich sowohl in der Negativkontrolle als auch in der AQP5-Firbung ein Cy3-Signal, was darauf hindeutete, dass
dieses unspezifisch waren; Asterisk: einzige Zelle, die stirker als die Artefakte in der Negativkontrolle gefirbt zu sein
scheint. Mafistabsbalken SO pm.
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Abbildung A.2: Weder adhirent noch in Sphiroiden kultivierte hPDSCs zeigten eine Immunfluores-
zenzfirbung fiir CHRM3. Parotisschnitte (kryokonserviert, 12 um), adhirent in DMEM10 und DMEM/F12-EGF
kultivierte hPDSCs sowie hPDSC-Sphiroide in DMEM/F12-EGF wurden mit polyklonalen Primirantikorpern fiir
CHRM3 (aus Kaninchen) und FITC-gekoppelten Sekundirantikdrpern (aus Ziege gegen Kaninchen) gefirbt (griin).
Die Negativkontrolle bestand in einer Firbung ohne den Primirantikérper. In der Parotis liegt CHRM3 vorwiegend in
der basalen Membran azinirer Zellen, was in der Firbung der Parotisschnitte (oben) zu erkennen war. Die
Negativkontrolle wies ebenso wie die CHRM3-Antik6rperfirbung Artefakte in bzw. zwischen den Azini auf
(Pfeilspitzen). In den adhdrent wachsenden Zellen in beiden Medien (mittlere Reihen) befanden sich unspezifische
Firbungen in den Zellkernen (Pfeilspitzen). In hPDSC-Sphiroiden (unten; hier hPDSC2) waren dhnlich wie in den
Parotisschnitten neben den punktuellen Artefakten im Zellkern auch Artefakte auferhalb der Zellkerne (Pfeilspitzen)

sowie Rauschen im Innern der Sphiroide zu erkennen. Mafistabsbalken SO pm.
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Abbildung A.3: Weder adhirent kultivierte hPDSCs noch hPDSC-Sphiroide zeigten sich in
Immunfluoreszenzfirbungen eindeutig TMEM16A-positiv. Parotisschnitte (kryokonserviert, 12 um), adhirent in
DMEM10 und DMEM/F12-EGF kultivierte sowie hPDSC-Sphiroide in DMEM/F12-EGF wurden mit monoklonalen
Primirantikorpern fiir TMEM16A (aus Maus IgG1) und Cy3-gekoppelten Sekundirantikérpern (aus Ziege gegen

hPDSC-Spharoide
DMEM/F12-EGF

Maus) gefirbt (rot). Die Negativkontrolle bestand in einer Firbung mit nicht spezifischen IgG1-Antik6rpern aus Maus
statt des TMEM16A-Primirantikorpers. In der Parotis liegt TMEM16A in der apikalen Membran der Azini, was in der
Firbung zu erkennen war (obere Reihe, Pfeile). Die Negativkontrolle auf Parotis zeigte mittelgrof$e Einschliisse von Cy3
z. B. um den Nukleus einiger Gangzellen (obere Reihe, Pfeilspitzen). In den adhirent wachsenden Zellen in beiden
Medien (mittlere Reihen) waren keine TMEM16A-positiven Zellen zu finden, sondern nur Artefakte in Form von
kleinen Einschliissen im Nukleus oder Zytosol zu verzeichnen (Pfeilspitzen). In den hPDSC-Sphiroiden (untere Reihe)
fand sich sowohl in der Negativkontrolle als auch in der TMEM16A-Firbung ein Cy3-Signal, was darauf hindeutet, dass
dieses unspezifisch war. Die Fragezeichen markieren Zellen, die womdglich TMAMI16A-positiv sein kénnten.
Maf3stabsbalken 50 pm.



Zusatzliche Infos zur RNA-Seg-Auswertung

Tabelle A. 1: Experimentelles Design fiir differenzielle Genexpressionsanalyse mit edgeR in Omicsbox.
hPDSC: humane Parotis-abgeleitete Stammzellen (engl. human parotid-derived stem cells); 2D: adhirent kultiviert; 3D:
Sphiroidkultur; DMEM10: Standardmedium; DMEM/F12-EGF: epitheliales Differenzierungsmedium.

Probe Kondition Zelllinie
hPDSC1_2D-DMEM10 Stammzellen hPDSC1
hPDSC1_2D-DMEMF12-EGF  differenziert durch Medium hPDSC1
hPDSC1 _3D-DMEMF12-EGF  differenziert durch Medium und 3D hPDSC1
hPDSC3_2D-DMEM10 Stammzellen hPDSC3
hPDSC3 2D-DMEMF12-EGF  differenziert durch Medium hPDSC3
hPDSC3 3D-DMEMF12-EGF  differenziert durch Medium und 3D hPDSC3
hPDSC4_2D-DMEM10 Stammzellen hPDSC4
hPDSC4 2D-DMEMF12-EGF  differenziert durch Medium hPDSC4
hPDSC4 3D-DMEMF12-EGF  differenziert durch Medium und 3D hPDSC4
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Tabelle A. 2: Die Mehrzahl der Gene, die Bestandteil adulter muriner EZM sind und die Differenzierung zu
Speicheldriisenzellen fordern, werden in hPDSC-Sphiroiden exprimiert oder sogar héher exprimiert als in
adhirenter Kultur. Liste von EZM-Proteinen der SMG nach Tran et al. (1. Spalte) samt Expressionsdaten der hPDSC-
Sphiroide (2. Spalte: durchschnittliche coxnts der 3D-DMEM/F12-EGF; n = 3) und der DEA-Ergebnisse aus 2D-
DMEM10vs. 2D-DMEM/F12-EGF (Vergleich: Medien) und 2D-DMEM/F12-EGF vs. 3D-DMEM/F12-EGF
(Vergleich: 2D vs. 3D): Spalten und 4-7; der Unterschied bezieht sich immer auf die zuletzt genannte Kondition (z. B.
AGRN, Medien: niedriger in 2D-DMEM/F12-EGF); FDR = false discovery rate (zu Deutsch Falscherkennungsrate),
logFC = log (fold change) (zu Deutsch Logarithmus der x-fachen Anderung).

Genname O counts Vergleich Unter- logFC p-Wert FDR
in 3D schied
AGRN 749 Medien niedriger -1,45  S,44E-07  S,57E-05
2D vs.3D  hoher 1,0758 1,65E-07  4,77E-06
ANXA2 4544 Medien - 0,81 0,002 0,009
2D vs. 3D niedriger -1,5205 1,45E-09 1,58E-07
ASPN Medien -
2Dvs. 3D -
BGN 5736 Medien - -0,28 0,14 0,24
2D vs.3D  hoher 1,3766 1,45E-07  4,32E-06
CALR 8504 Medien - 0,66  6,00E-02 1,30E-01
2Dvs.3D - -0,2601 1,70E-02  4,87E-02
CASK 280 Medien - 0,03 8,86E-01 9,10E-01
2Dvs. 3D - 0,1246  2,53E-01 3,84E-01
COL18A1 131 Medien - 1,26  3,00E-02  8,00E-02
2D vs. 3D hoher 2,373 2,45E-08  1,19E-06
COL1A1 88329 Medien - -0,83  3,00E-03  1,50E-02
2Dvs. 3D - -0,1342  5,29E-01  6,58E-01
COL22A1 58 Medien - 1,95 2,00E-02  6,00E-02
2Dvs.3D - -0,6757  4,38E-01  5,76E-01
COL2A1 0 Medien -
2Dvs. 3D -
COL3A1 4449 Medien - -0,67 0,004 0,016
2D vs. 3D hoher 1,2887  1,87E-03  8,52E-03
COL4A1 9523 Medien - -0,71  2,20E-01  3,36E-01
2D vs.3D  hoher 3,0033  3,18E-12  2,55E-09
COL4A2 8736 Medien - -0,82  4,30E-02 1,40E-02
2D vs.3D  hoher 2,7213 1,35E-10  2,83E-08
COL4A3 0 Medien -
2Dvs. 3D -
COL4A4 27 Medien -
2Dvs.3D - 0,8611  4,52E-02 1,03E-01
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Genname

COL4A5

COL4A6

COL5A1

COL5A2

COL5A3

COL6A1

COL6A2

DAG1

DCN

DPT

FBN1

FN1

GJA1

HSPG2

ITGA6

LAMA1

LAMA2

LAMA4

LAMAS

Vil

O counts

in 3D

143

23

4784

5840

2281

46032

33248

461

18924

422

12181

309458

1326

7067

575

7764

1606

75

Vergleich

Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2Dvs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2Dvs. 3D
Medien

Unter-
schied
hoher

hoher

hoher

hoher

hoher

niedriger

hoher
hoher
hoher

niedriger

niedriger

hoher
hoher
hoher
hoher

hoher

logFC

2,435
-0,397

0,9714
-0,645
-0,1348
0,189
-0,0584
0,067
0,9009
0,105
1,0924
-0,068
1,0785
-0,943
-0,1505
0,253
1,3927
0,033
4,4881
-0,404
-1,3194
-0,11
1,83
1,03
1,22
2,58
0,19
2,632
-1,5585
1,35
1,33
1,225
1,7104
0,491
0,3335
1,744

p-Wert

3,95E-06
3,52E-02

1,92E-02
3,00E-03
4,95E-01
7,40E-02
7,95E-01
6,97E-01
5,31E-07
4,14E-01
1,19E-07
5,82E-01
1,23E-07
2,02E-05
1,63E-01
2,77E-01
1,29E-07
9,71E-01
7,54E-09
1,20E-02
6,69E-08
0,63
0,003
0,002
1,18E-05
2,23E-04
0,11
2,23E-04
7,83E-02
9,03E-06
9,99E-06
2,54E-05
1,72E-09
9,05E-04
1,77E-02
6,88E-04

FDR

1,92E-04
8,55E-02

5,37E-02
1,40E-02
6,28E-01
5,01E-01
8,66E-01
7,84E-01
1,18E-05
5,40E-01
3,77E-06
6,92E-01
3,86E-06
4,78E-04
2,76E-01
3,99E-01
4,01E-06
9,81E-01
4,80E-07
3,90E-02
2,53E-06
0,,742
0,015
0,012
1,46E-04
1,49E-04
0,21
2,00E-03
1,58E-01
2,95E-04
1,28E-04
5,64E-04
1,68E-07
6,00E-03
5,02E-02
5,00E-03



Genname

LAMBI1

LAMB2

LAMC1

LUM

NID1

OGN

PFN1

POSTN

PRELP

SERPINAL1

O counts
in 3D

14107

1981

12496

2594

8760

2383

11345

33

Vergleich

2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2D vs. 3D
Medien
2Dvs. 3D
Medien
2Dvs. 3D

Unter-
schied
niedriger
hoher
hoher

hoher
hoher

niedriger
hoher

niedriger

logFC

-2,0747
1,256
1,7523
-0,639
-0,6627
-0,409
0,2304
-0,658
2,0142
1,907
0,5804

0,414
-0,7967
-1,666
1,4966
-3,662
0,8254

p-Wert

1,74E-04
9,53E-06
2,73E-09
3,49E-04
3,31E-05
1,10E-02
3,50E-02
8,67E-04
2,67E-09
1,03E-06
2,32E-04

0,027
2,46E-06
1,40E-02
1,02E-02
1,29E-06
2,61E-02

Anhang

FDR

1,27E-03
3,07E-04
2,39E-07
3,00E-03
3,39E-04
3,50E-02
8,51E-02
6,00E-03
2,36E-07
8,12E-05
1,60E-03

0,07
4,08E-05
4,20E-02
3,27E-02
9,30E-05
6,81E-02



Glossar

2D-[Mediumabkiirzung] ~ hPDSCs, die adhirent in dem genannten Medium kultiviert

wurden

3D-[Mediumabkiirzung] ~ hPDSCs, die dreidimensional in AMP in dem genannten

Medium kultiviert wurden

AGRN Genname Agrin, Heparansulfatproteoglykan

AMP Agarose-Mikromulden-Platte

AMYI1A Genname a-Amylase 1

ANO1=TMEMI16A Genname Anoctamin-1, (engl. transmembrane member 164)
ANOVA Varianzanalyse, (engl. analysis of variance)

ANXA2 Genname Annexin A2

aq. In wissriger Losung

ASPN Genname Asporin, SLRP Klasse I

BGN Genname Biglykan, SLRP Klasse I

bp Basenpaar(e)

BPE Rinderhypophysenextrake, (engl. bovine pituitary extract)
BSA Bovines Serumalbumin

CALR Genname Calreticulin

CASK Genname Calcium-/Calmodulin-abhingige Serin-Proteinkinase
CASP3 Genname Caspase 3, Apoptosemarker

cDNA complementary DNA, durch reverse Transkription

komplementir zu RNA generierte Desoxyribonukleinsiure

CHRM3 Genname Cholinerger Rezeptor Muskarinerg 3

COL|[Zahl][A/B/C][Zahl] Gen einer Kollagenuntereinheit

count Einheit zu Quantifizierung von reads (s. u.)

CPM Counts-per-million

C Zyklus, bei dem Schwellenwert bei qPCR tiberschritten wird
DAGI1 Genname Dystroglykan, Linkermolekil



Glossar

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol, firbt Zellkerne an

DCN Genname Decorin, SLRP Klasse I

DEA Differenzielle (Gen-)Expressionsanalyse

DEG Differenziell exprimierte(s) Gen(e)

DGE Differenzielle Genexpression

DMEM(/F12) Dulbecco’s modified Eagle medium (mit F12-Medium, 1:1)

DMEM10 DMEM mit 10 % FKS, Standardmedium fiir hPDSC-Kultur

DMSO Dimethylsulfoxid

DPT Genname Dermatopontin, SMG-EZM-Gen

EDTA Ethylendiamintetraacetat

enricht von engl. enriched, zu Deutsch: auf Grundlage einer
Enrichment-Analyse als statistisch signifikant durch DEG
beeinflusst angesehen (fiir Details siche S. 62)

FAM20A Member A of family with sequence similarity 20

FBN1 Genname Fibrillin 1, SMG-EZM-Gen

FDA Fluoresceindiacetat, firbt Zytosol lebender Zellen

FKS Fetales Kilberserum

FN1 Genname Fibronektin

GJA1 Genname Connexin 43, (engl. gap junction al)

GO Gene Ontology

hPDSC humane Parotis-abgeleitete Stammzelle (engl. human parotid
gland-derived stem cell)

HSPG Heparansulfatproteoglykan

HSPG2 Genname Perlecan, Heparansulfatproteoglykan

ibidi Hersteller und Abkiirzung der u-Dish 35 mm-Zellkulturschalen

ITG[A/B/C][Zahl] Genname einer Integrinuntereinheit

ITS Mediumsupplemente Insulin, Transferrin, Selen

Ki67 Kiel 67, Proliferationsmarker, Genname MKI67

LAM[A/B/C][Zahl] Genname einer Lamininuntereinheit

Xi



LRC Label-retaining cells, za Deutsch: langsam proliferierende
Zellen, die einen DNA-Marker bei Teilung behalten

LUM Genname Lumican, SLRP Klasse II

mRNA Boten-Ribonukleinsiure (engl. messenger RINA)

NCBI National Center for Biotechnology Information,
Unterorganisation der National Institutes of Health (NIH),
Vereinigte Staaten

NES Genname Nestin

NGS Next Generation Sequencing, Hochdurchsatzsequenzierung

NID1 Genname Nidogen 1, Linkermolekiil der Basalmembran

OGN Genname Osteoglycin, SLRP Klasse I1I

P Passage

PBS(TT) Phosphate-buffered saline (mit Triton-X100 und Tween20)

PDMS Polydimethylsiloxan

PFN1 Genname Profilin 1, SMG-EZM-Gen

PI Propidiumiodid, firbt Zellkerne toter Zellen

POSTN Genname Periostin, Heparansulfatproteoglykan

PRELP Genname Prolargin, SLRP Klasse IT

qRT-PCR Semi-quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion mit
vorangegangener reversen Transkription

read Sequenzstiick in RNA-Seq

rthEGF Rekombinant buman epithelial growth factor

RIN RNA Intergrity Number, Wert zur Bestimmung der RNA-
Integritit

RNA-Seq Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung im
Hochdurchsatzverfahren

RT Raumtemperatur

SERPINA1 Genname Serpin Family A Member 1, SMG-EZM-Gen

SLRP kleines Leucin-reiches Proteoglykan, engl. small leucin-rich

Xii
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SMG Submandibulire Speicheldriise (engl. submandibulary gland)
TBS(T) Tris-buffered saline (mit Triton-X100)
TCEP Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin

TMEMI16A = ANO1

Transmembrane member 164 = Anoctamin-1

VE-Wasser

Vollentsalztes Wasser
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