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Executive summary.

In diesem Projekt wurde die Funktion des angeborenen Immunsystems bei extrinsischer
Hautalterung untersucht. MyD88 ist ein Signalprotein im angeborenen Immunsystem, dass
nach TLR und IL-1 Bindung aktiviert wird. Da MyD88-induzierte Signaltransduktion eine
Rolle bei akuter UVB-Bestrahlung zukommt, wurde im Folgenden untersucht, welche
Funktion MyD88 bei chronischer UVB-Bestrahlung, die extrinsische Hautalterung oder
Photoaging induziert, hat. Wir konnten zeigen, dass MyD88-defiziente Mause weniger
lichtbedingte Veranderungen der Haut nach chronischer UVB-Bestrahlung aufwiesen, als
WT Mause. Interessanterweise war jedoch der UVB-bedingte DNA-Schaden in MyD88-
defizienten Mausen verstarkt. Untersuchungen an Mauslinien, in denen die Expression von
MyD88 in einer einzelnen Zellpopulation wieder hergestellt wurde zeigten, dass neben
Makrophagen, dendritischen Zellen und Keratinozyten, vor allem die Expression von MyD88
in Mastzellen zur Hautschadigung bei Photoaging beitragt. Der Transkriptionsfaktor HIF-1a,
der ein Zielgen von MyD88 ist, da er nach TLR-Aktivierung stabilisiert wird, reguliert den
Zellmetabolismus als Antwort auf Hypoxie oder Entziindungsreaktionen. Mause, deren
Keratinozyten defizient fir HIF1-a sind (HIF-10**“) wurden nach akuter und chronischer
UVB-Bestrahlung analysiert. Die Defizienz von HIF1-a in Keratinozyten flhrte in beiden
Modellen zu einer starken Schadigung der Haut, einhergehend mit erhdhtem
transepidermalem Wasserverlust und vermehrtem Auftreten von DNA-Schaden. Dies weist
darauf hin, dass HIF1-a in der Epidermis schitzend vor UVB-vermittelten Schadigungen
wirkt. Interessanterweise war die UVB-bedingte Pigmentierungsreaktion, die als schitzend
vor DNA-Schaden angesehen wird, in HIF-102%¢ Mausen verstarkt. Da wir zeigen konnten,
dass die Defizienz von HIF1-a zur erhdhten Expression des Arylhydrocarbon Rezeptors
(AhR) flhrt, der als UVB-Sensor gilt, kdnnte dies ein Hinweis auf den unterliegenden
Mechanismus sein. Da der AhRR ein Targetgen des AhR ist und wie der AhR und auch
HIF1-a den Cofaktor Arnt zur DNA-Bindung benutzt, wurde diese Mauslinie in den UVB-
Bestrahlungs-Modellen untersucht. Zunachst wurde die Expression des AhRR in von uns
generierten AhRR-defizienten Mausen untersucht. Wir konnten zeigen, dass der AhRR vor
allem in Immunzellen der Haut exprimiert wird. Akute Bestrahlung mit UVB flhrte zu einer
leicht verstarkten Entzindungsreaktion der Haut AhRR-defizienter Mause. Im Photoaging-
Protokoll konnte eine verminderte Pigmentierung der Haut detektiert werden. Da in HIF-
10%° Tieren eine erhdhte Pigmentierung nachgewiesen werden konnte, und AhR- und HIF-
1o Aktivierung sich beeinflussen konnen, wird diese Interaktion weiter untersucht.
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass dem angeborenen Immunsystem bei
extrinsischer Hautalterung eine Funktion zukommt und dass das AhR/AhRR-System bei
Entziindungen eine Rolle spielt.



Allgemeine Angaben

Vorhaben: Funktion des angeborenen Immunsystems bei umweltinduzierter Hautalterung
Nr./Geschaftszeichen: IUF-2012

Antragstellende Leibniz-Einrichtung: IUF Leibniz Institut fir umweltmedizinische
Forschung, Dusseldorf

Forderlinie: Qualitatssicherung
Ausgangsfragen und Zielsetzung des Vorhabens:

Im Vorhaben sollte die Wechselwirkung des angeborenen Immunsystems mit extrinsischer
Hautalterung aufgeschlisselt werden. Es ist bekannt, dass UVB Strahlung akut eine
Entzindung in der Haut auslésen kann, die einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems ahnelt. Im ersten Teil des Vorhabens wollten wir untersuchen, ob UVB
Strahlung als steriles Gefahrsignal (DAMP danger associated molecular pattern) wirken kann
und ob das angeborene Immunsystem eine Rolle bei UVB-induzierter Hautalterung spielt.
Dazu sollten Mause, die defizient fur den Signaladaptor MyD88, der TLR und IL-1 induzierte
Signaltransduktion vermittelt, in einem Mausmodell der Lichtalterung untersucht werden.
Weiterfihrend sollte mit Hilfe von uns generierter konditionaler knock-in Mauslinien die
Funktion von MyD88 in einzelnen Zellpopulationen der Haut analysiert werden. Der
Transkriptionsfaktors HIF1-a  ist ein wichtiges Zielgen von MyD88-induzierter
Signaltransduktion, der die metabolische Anpassung von Zellen reguliert. Wir wollten
weiterflhrend analysieren, ob HIF-1a eine Funktion bei Licht-induzierter Hautalterung
zukommt. Da das Immunsystem bei chronologischem Altern nachlasst und so zu erhdhter
Infektanfalligkeit fihrt, sollte im zweiten Teil des Vorhabens untersucht werden, ob die
Funktion des angeborenen Immunsystems auch in vorzeitig gealterter Haut verandert ist.
Der Transkriptionsfaktor AhR wird durch Photokonversion von Tryptophanderivaten in der
Haut durch UVB aktiviert und fuhrt zur Induktion von Entzindungsmediatoren. Im dritten Teil
des Vorhabens wollten wir daher analysieren, inwieweit eine verstarkte AhR-Aktivierung in
AhRR-defizienten Mausen zu vorzeitiger Hautalterung beitragt und ob dies die Funktion des
angeborenen Immunsystems in extrinsisch gealterter Haut verandert.

Entwicklung der durchgefiihrten Arbeiten

Im Teil 1 des Vorhabens sollte analysiert werden ob akute UVB-Bestrahlung von MyD88-
abhangigen Signalwegen das angeborene Immunsystem der Haut aktivieren kann und ob
diese Aktivierung des angeborenen Immunsystems zur vorzeitigen Hautalterung beitragt. Wir
konnten in Vorarbeiten zeigen, dass MyD88 die Entziindungsreaktion nach akuter UVB-
Bestrahlung beeinflusst. Hier wurde nun ein Modell der chronischen UVB-Bestrahlung
entwickelt, das extrinsicher Hautalterung beim Menschen ahneln soll, und die Rolle von
MyD88 in global MyD88-defizienten Mausen, sowie in Mauslinien, die exklusiv MyD88 in
Makrophagen, dendritischen Zellen (DC) oder Keratinozyten exprimieren, untersucht. Wir
konnten nachweisen, dass auch im chronischen Modell das angeborene Immunsystem
entscheidend zur Hautalterung beitragt. Da die UVB- und MyD88-abhangige Akkumulation
von Mastzellen weder durch Expression von MyD88 in Keratinozyten, Makrophagen noch in
dendritischen Zellen komplett wiederhergestellt wurde, wurde eine Mauslinie, die MyD88
exklusiv in Mastzellen exprimiert, generiert. Wir konnten zeigen, dass vor allem die
Expression von MyD88 in Mastzellen zur Ausbildung von extrinsischer Hautalterung beitrug.
In weiteren Experimenten wurde die Funktion des Transkriptionsfaktors und MyD88-Zielgens
HIF-1a bei akuter und chronischer Hautalterung untersucht. Die Defizienz von HIF-1a in



Keratinozyten flhrte in beiden Modellen zu einer verstarkten Hautschadigung und zu
verstarkte DNA-Schaden nach UVB Bestrahlung. Dies kénnte zu vermehrter Tumorbildung
fuhren. Interessanterweise war die Braunungsreaktion der Haut signifikant verstarkt in
Keratinozyten-spezifischen HIF-1a-defizienten Mausen. Weiterhin konnten wir nachweisen,
dass HIF1-a defiziente Keratinozyten verstarkt den AhR exprimierten. Diese Interaktion
zwischen HIF1-a und dem AhR koénnte die verstarkte Braunungsreaktion erklaren und wird
von uns weiterverfolgt.

Im Teil 2 sollte analysiert werden, ob die Funktion des angeborenen Immunsystems in
vorzeitig gealterter Haut verandert ist. Durch den Umzug der Arbeitsgruppe ans LIMES
Institut der Universitat Bonn sollten die dafir nétigen Experimente an dem neu zu
einzurichtenden S2-Bereich des LIMES GRC durchgeflhrt werden. Da die Anlage erst 2015
genehmigt wurde, konnten diese Experimente bisher noch nicht durchgefuhrt werden.

Im dritten Teil wurde untersucht, inwieweit verstarkte AhR-Aktivierung in AhRR-defizienten
Mausen zu vorzeitiger Hautalterung beitragt und ob dies die Funktion des angeborenen
Immunsystems in extrinsisch gealterter Haut beeinflusst. Bei diesen Untersuchungen wurde
zunédchst die Expression und Verteilung von AhRR-exprimierenden Zellen in der Haut
grundlegend untersucht, und analysiert ob die Expression des AhRR in allen Zellen abhangig
vom AhR war. Daflr wurden, neben unseren neu generierten AhRR-defizienten Mausen
auch AhRxAhRR doppelt defiziente Mause generiert. Wir konnten zeigen, dass der AhRR
vor allem in Immunzellen stark exprimiert war. Neben dendritischen Zellen exprimierten auch
epidermale und dermale invariante yd T-Zellen den AhRR. Die Zahl der yo T-Zellen war in
AhRR-defizienten Tieren stark verringert. Daraufhin wurden die Tiere im akuten und
chronischen Modell der UVB-Bestrahlung analysiert. Hier konnte eine leicht verstarkte
Entziindungsreaktion, aber auch eine verminderte Braunungsreaktion der Haut nach UVB-
Bestrahlung beobachtet werden. Diese verminderte Pigmentierung wurde auch in AhR-
defizienten Mausen detektiert, und war in AhRXAhRR doppelt defizienten Mausen noch
geringer. Interessanterweise war die Pigmentierung in den HIF-1a-defizienten Mausen nach
UVB-Bestrahlung starker. Diese Effekte der Pigmentierung der Haut und die Regulation des
AhR/AhRR Systems, und seine Wechselwirkung mit HIF-1a. in der Haut werden zurzeit noch
weiter untersucht.



Ergebnisse des Projekts und Diskussion

Im ersten Teil des Vorhabens haben wir analysiert, ob Signalwege des angeborenen
Immunsystems die Entziindungsreaktion nach UVB-Strahlung beeinflussen und auch in die
Entstehung von Lichtalterung der Haut eingreifen.

In Vorarbeiten konnten wir zeigen, dass MyD88-defiziente Mause nach akuter UVB-
Bestrahlung eine signifikant geringere Entziindungsreaktion aufwiesen als Wildtyp-
Kontrollmduse. Dies duf3erte sich in einer signifikant reduzierten Verdickung der Epidermis,
einer reduzierten Infiltrierung der Dermis mit Leukozyten und einer signifikant reduzierten
Zytokinproduktion in der Haut. Die UV-bedingte Entziindungsreaktion war vor allem
abhangig von der Expression von MyD88 in Makrophagen und Neutrophilen, aber auch die
Expression von MyD88 in Keratinozyten war an der Entziindungsreaktion beteiligt (1).
Interessanterweise = waren  DNA-Schaden, gemessen an der Menge der
Cyclobutanpyrimidindimere (CPDs) in der Haut nach UVB-Bestrahlung signifikant héher in
MyD88-defizienten Mausen verglichen zu WT Mausen. Diese Daten zeigen, dass
Signalwege des angeborenen Immunsystems die Entzindungsreaktion nach UVB-
Bestrahlung steuern, diese Signale aber zusatzlich die DNA-damage response zu inhibieren
scheinen. Im Weiteren wurde ein Modell zur chronischen UVB-Bestrahlung der Tiere
etabliert, das die Entstehung von extrinsischer Hautalterung nachahmen sollte. Dazu wurden
die Tiere Uber einen Zeitraum von 6 Wochen mit einer niedrigeren UVB-Dosis, verglichen
zum akuten Bestrahlungsmodell, aber dennoch ansteigenden Dosen Uber die Zeit bestrahlt.
Das so durchgefihrte Bestrahlungsprotokoll fuhrte, im Gegensatz zu akuter Bestrahlung, zu
keiner Entzindungsreaktion gemessen am Neutrophilen-Influx in die Dermis und der
Produktion inflammatorischer Mediatoren in der Haut. Jedoch waren Anzeichen chronischer
Hautreizung/Alterung, wie eine Braunungsreaktion und das Auftreten verdickter Epidermis
(Lichtschwiele) (2-4) nachweisbar Auch die vermehrte Akkumulation von Mastzellen in der
Dermis gilt als Zeichen der Hautalterung (5,6). Ein weiteres Kriterium der Hautalterung ist die
Veranderung der extrazellularen Matrix der Dermis, hier insbesondere der Abbau der
Kollagenfasern und die Umordnung elastischer Fasern (2-4). Wahrend Mause nach
chronischer UVB-Bestrahlung deutlich verkirzte und starker gewundene elastische Fasern in
der Dermis zeigten, konnten wir keine signifikanten Unterschiede in der Menge des dermalen
Kollagens nachweisen. Hierbei kann aber nicht ausgschlossen werden, dass die
Farbemethode nicht ausreichend sensitiv war, um diese Veranderungen zu detektieren, oder
es im Mausmodell hier nicht nachgestellt werden konnte. Insgesamt Iasst sich festhalten,
dass das chronische Bestrahlungsmodell keine akute Entziindung der Haut auslést, aber
mehrere Anzeichen extrinsischer Hautalterung induziert.

In diesem Modell wurden zunachst global MyD88-defiziente Mause mit Wildtyp-Tieren
verglichen. MyD88-defiziente Mause wiesen eine signifikant weniger ausgepragte
Lichtschwiele als Wildtyp-Mause auf, ebenso blieb die Akkumulation der Mastzellen in der
Dermis aus (Abb. 1a-c). Auch war die UVB-bedingte Veranderung der elastischen Fasern in
der Dermis MyD88-defizienter Tiere weniger stark ausgepragt als in WT-Tieren (Abb.1d).
Die lichtbedingte Pigmentierung der Haut war dagegen unabhangig von MyD88-induzierter
Signaltransduktion (Abb. 1e). Interessanterweise wiesen auch in diesem Photoaging-Modell
MyD88-defiziente Mause hdéhere CPD-Mengen als WT Mause auf (Abb. 1f,g). Akute oder
subakute UVB-Bestrahlung fiihrt zu einer Reduktion von Langerhanszellen und yd T-Zellen
aus der Epidermis (7,8) (Abb. 1h,i). Wir konnten zeigen, dass in einem Modell der
atopischen Dermatitis in Mausen die Auswanderung der Langerhanszellen abhangig von
MyD88 war (9).
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Abbildung 1: Einfluss von MyD88 auf extrinsische Lichtalterung

a) Epdidermisdicke, b) Anzahl der Mastzellen in der Epidermis von Mausen, die 6 Wochen mit UVB bestrahlt
worden waren (n=27-29). c) reprasentative Abbildung der Haut nach Toluidinblaufarbung zur Detektion der
Mastzellen in der Dermis. d) reprasentative Abbildung der Haut zur Detektion der elastischen Fasern in der
Dermis, e) Melaningehalt der Haut (n=10-12), f) reprasentativer South Western blot zur Detektion von CPD, g)
Gehalt an CPD in der Haut (n=10-12) und in ex vivo isolierten Keratinozyten (n=3) nach UVB-Bestrahlung h)
Anzahl CD3 positver T Zellen in der Epidermis von Mausen (n=8-9), die 6 Wochen mit UVB bestrahlt worden
waren. i) reprasentative Abbildung der Haut zur Detektion der T-Zellen in der Epidermis Daten wurden als
Mittelwert +/- SEM dargestellt. .* bestrahlt vs unbestrahlt, § MyD88-WT vs MyD88-KO.

Auch im Modell fir extrinsische Hautalterung konnte eine geringere Anzahl beider Zelltypen
nach 6-woéchiger chronischer Bestrahlung nachgewiesen werden. Jedoch war dies beider
Immunzellpopulationen unabhangig von MyD88. Dies konnte an der unterschiedlichen
Aktivierung von Zellen im Vergleich zur Aktivierung der Zellen durch Allergene liegen. UVB-
Strahlung flhrt, im Gegensatz zur Aktivierung durch Allergene, auch zur Induktion von
Apoptose in Langerhanszellen, kdnnte es neben einer Auswanderung der Langerhanszellen
auch vermehrt zu Zelltod kommen, was auch zum Unterschied zwischen den beiden
Modellen beitragen koénnte. Interessanterweise konnte eine verstarkte Zellzahl in
drainierenden Lymphknoten der WT Mause, jedoch nicht in MyD88-defizienten Mausen,
nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass eine leichte Immunreaktion nach
chronischer Bestrahlung von der Expression von MyD88 abhangen kénnte. Um genauer zu
untersuchen, in welchen Zelltypen Signalwege des angeborenen Immunsystems zur
Entstehung von extrinsischer Hautalterung beitragen, wurden durch Cre-LoxP-vermittelte
Rekombination Mause generiert, die MyD88 in einzelnen Zellpopulationen exprimieren,
wahrend der Rest des Organismus MyD88-defizient blieb. Dazu wurden Mause generiert, die



MyD88 entweder in Makropagen und neutrophilen Granulozyten, (1,10) oder in
Keratinozyten (1,9), CCL17-positiven DC oder Mastzellen exprimieren. Um die beiden
letztgenannten Linien zu generieren wurden die MyD88"°- Mause mit CCL17-Cre Mausen
(11) und Mcpt5-Cre Mause (12) gekreuzt und die spezifische Expression von MyD88 in
diesen Zellpopulationen nachgewiesen. Alle Mauslinien wurden wie oben beschrieben im
Modell der chronischen Hautalterung bestrahlt und analysiert. Dabei konnte nachgewiesen
werden, dass MyD88-Expression in einzelnen Zellpopulationen einen unterschiedlichen
Effekt auf die Entstehung von extrinsischer Hautalterung hatte. (Abb. 2 und Tabelle1).
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Abbildung 2: Einfluss von MyD88-Defizienz und Reexpression in einzelnen Zellpopulationen
auf Epidermisdicke und Mastzell-Akkumulation nach chronischer UVB-Bestrahlung

a) Analyse der Epidermisdicke und b) Anzahl der Mastzellen in WT Mausen, MyD88-defizienten Mausen, und
Mausen, die MyD88 nur in Makrophagen, Keratinozyten, CCL17-positiven DC oder Mastzellen aufwiesen. Die

Tiere wurden nicht bestrahlt (schwarze Balken) oder 6 Wochen mit UVB-bestrahlt (bunte Balken) n= 8-15, Daten
wurden als Mittelwert +/- SEM dargestellit.

MyD88|ySM|ND MyD88K5|ND MyD88CCL17|ND MyD88MCpt5|ND
Erhohter CPD Gehalt - + - +
Verdickung der Epidermis - + + +
Mastzell-Akkumulation +/- - +/- +

Tabelle 1: Einfluss der Reexpression von MyD88 in Makrophagen, Keratinozyten, CCL17-
positiven DC und Mastzellen auf die MyD88-abhangigen Veranderungen nach chronischer
UVB-Bestrahlung im Mausmodell.

Die Expression von MyD88 in Keratinozyten tragt zur Ausbildung der Lichtschwiele bei.
Dieses Ergebnis ist gut erklarbar, da in diesem Mausmodell MyD88 in den basalen
Keratinozyten exprimiert wird und diese nach UVB-Bestrahlung proliferieren. Wir konnten
nachweisen, dass dies abhangig von Signalwegen des angeborenen Immunsystems war.
Interessanterweise steht dies wieder im Gegensatz zur Proliferation von Keratinozyten nach
epikutaner Applikation von Allergenen. Hier war die Expression von MyD88 in basalen
Keratinozyten allein nicht ausreichend, um Keratinozytenproliferation auszulésen (9). Die
Expression von MyD88 in CCL17-positiven DC, dies sind in der Haut die Langerhanszellen
der Epidermis, tragt ebenfalls zur Induktion der Lichtschwiele bei. In unserem Allergiemodell
konnten wir zeigen, dass Keratinozyten MyD88-abhangig Langerhanszellen aktivieren, im
UVB-Modell scheinen auch die Langerhanszellen Keratinozyten aktivieren zu kénnen. Da in
der bestrahlten Haut keine Entziindungsmediatoren wie beispielsweise GM-CSF oder IL-6
nachgewiesen werden konnten, muss der Kontakt Gber andere Mediatoren vermittelt sein.
Eine Médglichkeit ware, dass CCL17, das von LC produziert wird, die Expression von



Aquaporin 3 in Keratinozyten induziert und so die Keratinozytenproliferation verstarkt (13).
Aulerdem ist beschrieben, dass Langerhanszellen lokal Gber die Aktivierung von ,innate
lymphoid cells (ILC) die Keratinozytenproliferation und damit Tumorwachstum steuern (14).
Die Expression von MyD88 in Makrophagen hingegen, spielte bei der
Keratinozytenproliferation keine Rolle. Die Akkumulation von Mastzellen nach chronischer
UVB-Bestrahlung konnte durch Expression von MyD88 in DC, und auch in Mausen, die
MyD88 in Makrophagen und Neutrophilen, sowie in Keratinozyten, exprimierten, im Vergleich
zu WT Mausen nur bedingt wiederhergestellt werden. Um herauszufinden, ob dies ein
Mastzell-intrinsischer Effekt sein kdnnte, wurden Mause generiert, die MyD88 exklusiv in
Mastzellen exprimieren. Hier konnten wir nachweisen, dass die Anzahl der dermalen
Mastzellen in dieser Mauslinie komplett der der WT-Mause entsprach. Zell-intrinsische
MyD88-Signaltransduktion scheint demnach fur die UVB-bedingte Mastozytose
verantwortlich zu sein. Um herauszufinden, ob Mastzellen MyD88-abhangig proliferieren
oder migrieren konnen, werden zurzeit Mastzellen in vitro generiert und untersucht.
Interessanterweise war MyD88-Signaltransduktion in Mastzellen auch an der Auspragung
der Lichtschwiele beteiligt, so dass auch Signale der Mastzellen die Proliferation von
Keratinozyten zu regulieren scheinen. In weiteren Arbeiten muss untersucht werden, welche
Signale des angeborenen Immunsystems in Mastzellen extrinsische Hautalterung
beeinflussen.

Interessanterweise fuhrte die Defizienz von MyD88 zu einer verstarkten DNA-Schadigung in
vivo. Keratinozyten der Epidermis sind die ersten Zellen, die akut mit UVB in Kontakt
kommen. Auch ex vivo kultivierte murine Keratinozyten aus MyD88-defizienten Mausen
wiesen hohere CPD-Werte auf. Im In-vivo-Modell flhrte die Expression von MyD88 in
Makrophagen, dendritischen Zellen und Mastzellen wieder zu einer Verminderung der CPD-
Werte, die ein Level, wie es in WT Mausen nachweisbar war, erreichte. Es scheint, als
wulrden Zellen des Immunsystems Faktoren sezernieren, die vor verstarkten DNA-Schaden
schltzen. Es ist beschrieben, dass Zytokine, wie IL-12 oder IL-18 vor UVB-induzierten DNA-
Schaden schitzen (15-17). Da diese Mediatoren von Immunzellen wie Makrophagen, DC
und auch Mastzellen produziert werden, ware dies ein denkbarer Mechanismus. Wir konnten
jedoch weder IL-12 noch IL-18 in der bestrahlten Maushaut nachweisen. Ebenso konnten wir
keine verstarkte Produktion von IL-12 in UVB-bestrahlten knochenmarksabgeleiteten DC
detektieren, so dass hier weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden mdissen.
Interessanterweise fuhrt die alleinige Expression von MyD88 in Keratinozyten zu noch
starkeren DNA-Schaden. Dies konnte daran liegen, dass der Schutz gegen zu starken DNA-
Schaden durch MyD88 in Immunzellen vermittelt wird. Im Falle dieser Mauslinie fehlt dieser
Schutzmechanismus, gleichzeitig kdnnte die verstarkte Proliferation der Keratinozyten aber
zu starkerer Anfalligkeit gegenuber DNA-Schaden fuhren.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass MyD88 neben der Entziindungsreaktion nach
akuter UVB-Bestrahlung auch die entzindungs-unabhangigen Hautveranderungen in
chronisch bestrahlten Mausen reguliert. Interessanterweise spielt hier die MyD88-abhangige
Signaltransduktion in Mastzellen eine prominente Rolle. Aufierdem konnten wir nachweisen,
dass MyD88-abhangige Signaltransduktion zusatzlich die Schadigung der DNA nach UVB-
Bestrahlung beeinflusst.

In weiteren Arbeiten wurde die Funktion des Transkriptionsfaktors HIF-1a, der ein TLR- und
MyD88-Zielgen ist, im Modell der akuten Bestrahlung mit UVB und bei Hautalterung
untersucht. HIF-1a reguliert die Anpassung von Zellen an veranderte metabolische
Bedingungen, insbesondere Hypoxie, die physiologisch oder pathologisch bedingt sein kann.
HIF-1a wird auch bei Entziindungen oder in Tumoren stabilisiert. In der Haut ist HIF-1a
konstitutiv in Immunzellen, Endothelzellen, aber auch in basalen Keratinozyten exprimiert.
HIF-1a-Expression in Keratinozyten hat eine Funktion bei Hautinfektionen und Wundheilung
(18,19). Aulierdem zeigen in vitro-Experimente einen Einfluss von HIF-1a auf die DNA-
Reparatur nach UVB-Bestrahlung (20). Ausgehend von diesen Untersuchungen
untersuchten wir hier Mause, die eine Defizienz von HIF-1a in Keratinozyten (HIF-1a°)
haben, bei akuter und chronischer UVB-Bestrahlung in vivo. Im akuten UVB-Modell zeigten



HIF-1a*“°-Mause eine starke Zerstérung der Epidermis, einhergehend mit einem signifikant
verstarkten transepidermalem Wasserverlust (TEWL) und schwacheren Leukozyteninfiltrat
sowie leicht erhdhte initiale DNA-Schaden und verlangsamte Reparatur in der Haut
verglichen zu WT-Mausen (Abb. 3a-c). Dies weist darauf hin, dass HIF-1a in Keratinozyten
vor einer Hautschadigung durch UVB-Strahlung schitzt, vergleichbar mit dem Schutz vor
Entziindungen (18,19). Verstarkte DNA-Schaden, sowie eine HIF-1a abhangige Expression
von DNA-Reparaturenzymen konnte auch an primaren Keratinozyten in vitro nachgewiesen
werden (Abb. 3 c,d).
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Abbildung 3: Einfluss von HIF-1a Expression in Keratinozyten auf die Haut nach akuter und
chronischer UVB-Bestrahlung

a) reprasentative Abbildung der Hautschadigung nach akuter UVB-Bestrahlung. B) Analyse des TEWL nach
akuter und chronischer UVB-Bestrahlung (n=5-15), c¢) CPD-Gehalt in der Haut und in ex vivo isolierten
Keratinozyten( n= 5-10). D) Expression von DNA-Reparaturproteinen in bestrahlten Keratinozyten. S) Expression
von Laminin in der Haut nach akuter und chronischer UVB-Bestrahlung. Daten wurden als Mittelwert +/- SEM
dargestellt.

Auch im chronischen Bestrahlungsmodell war eine verstarkte Schadigung der Haut
histologisch, und erhéhter TEWL nachzuweisen (Abb. 3 b). Der Einfluss von HIF-1a auf die
Gewebeintegritat korreliert mit reduzierter Lamininexpression in HIF-102X°-Mausen, was
darauf hinweist, dass HIF-1a einen Einfluss auf die Funktion der Basallamina in der Haut hat
(Abb. 3e). Dieser als ,,Aging-Phanotyp“ beschriebene Effekt wurde in naiven Mausen von
Rezvani et al. (18) bereits beobachtet, in unseren Experimenten trat dies jedoch nur nach
UVB-Bestrahlung auf. Der Unterschied konnte in unterschiedlichen Haltungsbedingungen
und/oder dem Mikrobiom der Tiere begriindet sein. Uberdies wurde dort der K14-Promotor
zur cre-lox-vermittelten Deletion von HIF-1a verwendet, welcher im Vergleich zum von uns



verwendeten K5 starker aktiv ist und daher starkere Effekte haben konnte. In HIF-10%°-
Mausen koénnte die verstarkte DNA-Schadigung, wie auch der verstarkte Gewebeschaden
zur Tumorbildung beitragen. In der Tat zeigen chronisch bestrahlte HIF-10*“-Mause im
Vergleich zu WT-Mausen verstarkt histologisch darstellbare Prakanzerosen und erhdhte
p53-Spiegel in der Haut, was als Indikator fir Tumorigenese gilt (Sondenheimer, Krutmann,
unverodffentlichte Daten). Die in diesen Mausen durchlassigere Basallamina kénnte Gberdies
ein invasives Wachstum von epidermalen Tumoren erleichtern.
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Abbildung 4: Einfluss von HIF-1a-Expression in Keratinozyten Pigmentierung der Haut nach
akuter und chronischer UVB-Bestrahlung

a) reprasentative Abbildung der Pigmentierung der Rickenhaut nach chronischer UVB-Bestrahlung b)
Melaningehalt (n=4-10), c) Expression von Tyrp-1 und Tyrosinase in der Haut von chronisch bestrahlten WT und
HIF-10“°-Mausen (n=6). D) reprasentative Abbildung der Pigmentierung in Melanomzellen in vitro, €) Analyse
der Pigmentierung in Melanomzellen in vitro (n=3). Daten wurden als Mittelwert +/- SEM dargestellt.

Diese Daten belegen klar, dass die Expression von HIF-1a in Keratinozyten vor UVB-
induzierten Schadigungen der Haut schitzt. Nach chronischer UVB-Bestrahlung zeigten HIF-
10*%°-M3use eine stark erhdhte Pigmentierung im Vergleich zu WT-Mausen, was eine Folge
der starkeren UV-Empfindlichkeit sein kdnnte (Abb. 4a,b). Dies korreliert mit erhéhter
Tyrosinase-Expression und -Aktivitdt, sowie mit erhdhter Expression von Tyrp1 in
Hautproben und isolierten Keratinozyten (Abb. 4c). In vitro konnte dieser Effekt durch einen
Pigmentierungsassay nachgebildet werden. Dazu wurden primare Mauskeratinozyten von



WT- sowie HIF-1a*°-M&usen kultiviert, mit UVB bestrahlt und einige Stunden nach der
Bestrahlung der Zellkulturiberstand auf murinen B16 Melanomzellen fir mehrere Tage
inkubiert. Anschlieend wurde die Proliferation/ Viabilitat sowie die Tyrosinaseaktivitat der so
behandelten Melanomzellen dargestellt. Beides war in den Zellen, die mit dem Uberstand
von bestrahlten HIF-1a-defizienten Keratinozyten stimuliert worden waren, am starksten
erhoht (Abb. 4d,e). Weiterhin wurde eine erhdhte AhR-Expression in HIF-1o-defizienten
Keratinozyten, insbesondere unter Hypoxie gefunden (Daten nicht gezeigt). Da AhR-
Aktivierung zu verstarkter Braunungsreaktion fuhrt (21,22), kénnte die erhéhte AhR-
Expression bei Defizienz von HIF-1a die Braunungsreaktion regulieren. Die Pigmentierung
tragt zusammen mit der Lichtschwiele wesentlich zum Schutz vor UVB-induzierten DNA-
Schéaden bei, da das Melanin in Keratinozyten um Zellkerne eingelagert wird und UVB-
Strahlung absorbiert (6,23). Hier konnten wir allerdings zeigen, dass HIF-1a*°-Mause trotz
erhéhter Braunungsreaktion starkere Hautschadigung aufwiesen als WT-Mause.

WT-Mause hingegen wiesen nach chronischer UVB-Bestrahlung starker ausgepragte
Hautalterungszeichen wie subkutanen Fettverlust und Faltenbildung auf als HIF-1a°-
Mause. HIF-1a ist in Keratinozyten fir die Produktion von VEGF und vielen weiteren
Entzindungsmediatoren notwendig, so fanden wir in vitro eine starke HIF-1a-Abhangigkeit
der Sekretion von Zytokinen wie TNF und KC, fir die bekannt ist, dass sie subkutanen
Fettverlust bei der Hautalterung fordern. Weiterhin haben wir die Aktivierung des
Immunsystems nach chronischer UV-Bestrahlung analysiert. Wir fanden, dass HIF-1a in
Keratinozyten flur die Rekrutierung von Makrophagen in die Dermis notwendig war und dass
HIF-10**°-Mause nach chronischer UV-Bestrahlung vermehrte regulatorische T- und B-
Zellen in Haut-drainierenden Lymphknoten aufwiesen. Immunsuppression ist ein wichtiger
Bestandteil der Lichtalterung, und beide Zelltypen werden mit dem Auftreten von hellem
Hautkrebs in Verbindung gebracht. Deswegen werden hier weiterfihrende Studien zur
Aktivitat  dieser immunsuppressiven  Zellpopulationen  durchgefiihrt.  UV-induzierte
Signalwege, die durch HIF-1a-Aktivitdt in Keratinozyten vermittelt werden, férdern somit
sterile Entzindungsreaktionen der Haut und damit einhergehende Hautalterungsparameter,
schutzen dagegen aber u. a. durch Induktion der DNA-Reparatur vor UV-induzierter
Kanzerogenese, welche bei HIF-10"“°-Mausen trotz erhohter Pigmentierung verstarkt
auftritt.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine Defizienz von HIF-1a. DNA- und
Gewebeschaden nach UVB-Bestrahlung férdert und dass diese zu Tumoren fiihrenden
Veranderungen trotz einer verstarkten Braunungsreaktion auftraten.

Im dritten Teil des Vorhabens wurde die Funktion des AhRR bei UVB-induzierten
Hautreaktionen untersucht. Der AhR ist ein ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor, der nicht
nur essentiell an der Verstoffwechslung von Chemikalien aus der Umwelt beteiligt ist,
sondern auch eine wichtige Funktion im Immunsystem einnimmt. So ist der AhR in vielen
Zelltypen der Haut exprimiert (24) und spielt eine Rolle in der Vermittlung entzindlicher
Hauterkrankungen, wie Kontakthypersentitivitat, atopischer Dermatitis und Psoriasis (25-27)
und ist an der Aufrechterhaltung der Hautbarriere (27,28) beteiligt. Ein hoch affiner Ligand
des AhR, FICZ, wir licht-abhangig aus Tryptophan in der Haut gebildet (29,30) so dass der
AhR als Sensor fur Licht gilt. Tatsachlich spielt AhR-abhangige Signaltransduktion eine Rolle
bei der Braunung der Haut (21) und bei UVB-induzierter Apoptose von Keratinozyten in vitro
(31). Die Aktivitat des AhR wird durch den AhRR reguliert, der ein AhR-Zielgen ist und Gber
einen Ruckkopplungsmechanismus den AhR inhibiert. Um die genaue Funktion des AhRR
untersuchen zu kénnen haben wir AhRR-Reporter und AhRR-KO Mause generiert. Dazu
wurde eine EGFP-Kassette unter der Kontrolle des AhRR-Promotors exprimiert (32). Diese
Mauslinie weist eine erhdhte AhR-Aktivitat auf und kann so als Modell fur AhR-Aktivierung
genutzt werden. Um zu analysieren, welche Funktion der AhRR in der Haut hat, wurde die
Expression des AhRR in AhRR-Reporter-Mausen detailliert untersucht (Abb5).

In immun-histologischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen konnten wir zeigen,
dass der AhRR in Immunzellen der Haut, vor allem den epidermalen Langerhanszellen und



epidermalen y3T Zellen, und in der Dermis ebenfalls von DC und yd T Zellen stark exprimiert
ist (32) und unpublizierte Daten) (Abb. 5a,b). Nicht-Immunzellen wie Keratinozyten oder
dermale Fibroblasten zeigten eine weitaus schwachere Expression des AhRR auf. Die
Expressionsanalyse von AhR-KOxAhRR-Reportermausen zeigte, dass die Expression des
AhRR zu weiten Teilen AhR-abhangig war, wie erwartet. Interessanterweise war aber immer
noch eine restliche AhRR-Expression nachzuweisen, was darauf hindeutet, dass der AhRR
auch durch andere Signalwege gesteuert werden kann. Baba et al. konnten zeigen, dass
sich im Promotor des AhRR auch GC-Bereiche und Bindungsstellen fur die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB befinden (33).
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Abbildung 5: Expression des AhRR in der Haut

a) reprasentative Abbildung der Expression des AhRR in der Haut b) Analyse der Expression des AhRR in
epidermalen und dermalen Zellpopulationen (n=4-8). c) Anzahl von Langerhanszellen, epidermalen und dermalen
vd T-Zellen in WT, AhRR-defizienten, AhR-defizienten und AhRxAhRR-doppelt defizienten Tieren (n=6-8). Daten
wurden als Mittelwert +/- SEM dargestellt.

Wahrend die Defizienz des AhRR in Langerhanszellen und dDC die Anzahl dieser Zellen
nicht beeinflusste, war die Anzahl der yo T Zellen in Epidermis und Dermis verringert.
Invariante y6 T Zellen sind wichtig fir die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut
und spielen eine wichtige Rolle bei der Wundheilung (6,34). Interessanterweise ist die
Anzahl der yd T Zellen in AhR-defizienten Mausen auch stark reduziert ((35) und Abb 5 c),
und auch in AhR-KOxAhRRKO Mausen war deren Anzahl signifikant verringert. Um die
Funktion des AhRR in vivo zu analysieren, wurden AhRR-defiziente Mause zunachst im
akuten UVB-Modell wie oben beschrieben, untersucht. Die licht-bedingte Verdickung der
Epidermis war jedoch in WT und AhRR-KO Mausen gleichermalien ausgepragt. Es konnte
jedoch eine leicht verstarkte Entziindungsreaktion in AhRR-defizienten Mausen beobachtet



werden. Die Expression des Chemokines KC, des Zytokins TSLP, sowie damit korrelierend,
eine leicht verstarkte Expression von MPO und ein leicht erhdhter TEWL konnte in AhRR-
defizienten Mausen im Vergleich zu WT Tieren detektiert werden (Abb 6 a,b).
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Abbildung 6: Einfluss des AhRR auf UVB-Bestrahlung in vivo

a) reprasentative Abbildung der Expression des AhRR und b) Analyse der Entziindungsreaktion der Haut nach
akuter Bestrahlung (n=12-14) c) Melaningehalt, und Tyrosinaseaktivitat in der Haut von chronisch bestrahlten WT
AhRR-defizienten und AhR-AhRR-doppelt defizienten-Mausen (n=10-12) Daten wurden als Mittelwert +/- SEM
dargestellt.

Im Modell der chronischen UVB-Bestrahlung war ebenfalls die Induktion der Lichtschwiele,
die Induktion von CPD und deren Reparatur unverandert, einzig war eine Reduktion der
Braunungsreaktion, einhergehend mit reduzierter Tyrosinaseaktivitat in vivo und in vitro,
nachweisbar (Abb. 6 c). Unsere Daten zeigen, dass die Braunung in AhRxAhRR-doppelt
defizienten Mause noch weiter verringert war, was vermuten lasst, dass hier der AhR und
der AhRR mdoglicherweise auf unterschiedliche Art in die Braunungsreaktion der Haut
eingreifen. Auch vor dem Hintergrund, dass die Defizienz von HIF-1a in Keratinozyten die
AhR-Aktivitat und auch die Braunungsreaktion verstarkt, wollen wir diese Beobachtungen
weiterfuhrend untersuchen.

Zusammenfassend konnten wir in diesem Vorhaben zeigen, dass zum einen
Singaltransduktion des angeborenen Immunsystems Uber MyD88 extrinsische Hautalterung
steuert, und dass vor allem MyD88-induzierte Signaltransduktion in Mastzellen dazu
beisteuert. Wahrend die Defizienz von MyD88 zu reduzierter Hautalterung beitragt, verstarkt
die Defizienz von HIF-1a in Keratinozyten, einem Transkriptionsfaktor, der unter anderem
durch TLR-Signaling stabilisiert wird, die Haut- und DNA-Schaden nach UVB-Bestrahlung.
Die Defizienz von HIF-1a in Keratinozyten verstarkt auflerdem die Pigmentierungsreaktion
der Haut, wahrend diese in AhR- und auch AhRR-defizienten Mausen geringer ist. Da der
AhR, AhRR und HIF denselben Co-faktor zur DNA-Bindung bendtigen, und wir zeigen



konnten, dass die Defizienz von HIF-1a zur Aufregulation des AhR fluhrte, wollen wir diesen
Zusammenhange weiter mechanistisch aufklaren.
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Weitere Manuskripte: Aus dem Vorhaben werden zurzeit die Daten Uber die Funktion des
angeborenen Immunsystems bei extrinsischer Hautalterung und die zur Rolle des
Transkriptionsfaktors HIF-1a bei UVB-induzierten Hautschadigungen zu Manuskripten zur
Publikation zusammengefasst.
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Tuning fur die Abwehrzellen im Darm

Allgemeiner, anonymisierter Text fiir Projekte mit Tierversuchen

Ein zu haufiges Aussetzen der Haut mit UVB-Strahlung kann beim Menschen zu vorzeitiger
Hautalterung und Tumorbildung flhren. Hautalterung beinhaltet eine Schwachung der
Hautbarriere und somit ein erhdhtes Infektionsrisiko. Da altere Menschen auch ein
schwacheres Immunsystem haben, tragt dies auch zu haufigeren Komplikationen einer
Hautinfektion bei, besonders in einer Krankenhausumgebung mit Antibiotika-resistenten
Keimen. Darlber hinaus reguliert die Haut viele biologische Prozesse im ganzen Koérper, die
durch die Alterung der Haut beeinflusst werden kénnen. Da eine Exposition mit hohen Dosen
von UVB zu Entzindungsreaktionen fihrt, die einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems ahnelt, wurde im Vorhaben untersucht, ob Signalwege des angeborenen
Immunsystems auch bei licht-induzierter Hautalterung beteiligt sind. Wir konnten zeigen,
dass Signaltransduktion, wie sie auch bei Infektionen auftritt, die Pathologie der Hautalterung
beeinflusst. Aulderdem wirkt die Expression eines Transkriptionsfaktors, der metabolische
Prozesse im Korper reguliert, schitzend vor licht-bedingten Veranderungen der Haut.
Weiterhin konnten wir nachweisen, dass die Aktivierung von Signalwegen, die den Abbau
von Umweltchemikalien steuern, die Entzindungsreaktion und die Braunungsreaktion, die
einen naturlichen Schutzes vor Zell- und DNA-Schaden durch UV-Strahlung bietet, reguliert.
Da die Lebenserwartung der Bevolkerung stetig steigt, ist die Erforschung von natirlichen
und induzierten Alterungsprozessen von grofler Bedeutung fur die Erhaltung der
Lebensqualitat alterer Menschen. Mit unseren Untersuchungen erhoffen wir uns Einblicke in
die Regulation von Licht-induzierten Alterungsprozessen zu gewinnen, um geeignete
Praventions- oder Therapieansatze entwickeln zu kénnen.



