Die Bedeutung des Arylhydrocarbon Rezeptors fiir die Reifung
und Funktion epidermaler Langerhans-Zellen
in der Maus

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

vorgelegt von
Bettina Jux
aus Liibeck

Diisseldorf
2008



Aus dem Institut fiir umweltmedizinische Forschung
an der Heinrich-Heine Universitét Diisseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit der
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

1. Berichterstatter:  Prof. Dr. Charlotte Esser
2. Berichterstatter:  Prof. Dr. Peter Proksch

Tag der miindlichen Priifung: 10. Januar 2008



Inhaltsverzeichnis

Inhalt

L. EINICIEUNG .cccciiiiinniriiiiinnrricnsisnnnecssssnsnnessssnssnccsssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 7
1. Der Arylhydrocarbon RezZeptor..........eiicccvceericcsicnnriccsccnereccsssnssnccssnsssnccnes 8
1.1 AlIGEIMEINES «.ueeeeuerersnressnrcssercsssnsssssnssssasssssassssssssssssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssnsssssnsssses 8
1.2 Der AHR-Signalweg und seine ZielZene .........cuveevuerrseensueessnecsaenssnensancsssessaesssassssesssssssanes 9
1.3 Die Liganden des AHR ........cooouiieiuiinivericsrnicnssnncsssnicsssnssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssnssss 10
1.3.1 Natiirliche AHR-LAZANACN ......cueeviiiiiiiiiieiieciieiee ettt et eve e e ssae s 11
1.3.2 Endogene AHR-Liganden ...........cccooiiiiiiiiiiiiiiieceeee et 12
1.3.3 AHR-Agonisten und —AntagoniSteN .........cc.eervierierieeriienieeriieeeeeiee e eseeeeeeeseessneeeaens 12
2. Die Rolle des AHR in der Haut.......cooeeeeeinneecninencnsneecssneeecssnnencssnnecssnneeeens 13
2.1 Dermatologische Symptome der Uberaktivierung des AHR beim Menschen............ 13
2PN & 10\ (111 T | Lo 14
2.2.1 Dermatologische Symptome der Uberaktivierung des AHR beim Tier ..........cccccuenneee. 14
2.2.2 Dermatologische Symptome des Fehlens des AHR bei der Maus...........cccceeceeeieniennne. 14
2.3 Aufbau der Haut........eeieiiniinniiniiiniiniinnennnissiissicsisssisssessssesssesssssssssssssssssessssssssess 15
2.3.1 AHR Expression und Funktion in KeratinoZyten ............ccceeevveevieerieecieenieniieeiieeveeeeans 16
2.3.2 AHR Expression und Funktion in Langerhans-Zellen...............cccooooniiiniiiiininniinnn, 17
3. Fragestellung.......eeecceeiiiicniicicnicnssnnicsssnnicsssnesssnsnessssssesssssessssssesssssesssssssses 20
I1. Material und Methoden.........ueiieeeiiiivniinisnnicsinnicsssnnecsssnesssnsecssssssesssssecses 21
| A 17 1 R 21
1.1 Feinchemikalien und Verbrauchsmaterial ...........coienueinernsnensennsenseensnecsenssnecssecsnne 21
1.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme fiir molekularbiologische Methoden............ 21
1.3 Puffer und MEdIeN .......ccoeenuenriensensuenseesnnsnensaessnessessscssnessessasssssssssssessassasssassassssassassssssas 22
1.4 Monoklonale Antikorper und Fluorochromkonjugate.........cccceeeueeecescnneccscsnnreccssnnsees 23
1.5 Materialien fiir die magnetische ZellSeparation............ceeecsecsecssenseesseecsaenssnecssecsnne 24
1.6 Oligonukleotide (Primer)......ccoeeicisricssenccssancsssancssnssssnssssssssssssssssasssssasssssssssssssssnsssssnssss 24
1.7 SOTEWAT @uueeeneeriiniriiiniiiinnininticssnticsssnecsssnessssncsssssessssnsssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssses 26
1.8 VEIrSUCKSTIETE c.cccueeiueiiriiniiitiineiinensnisnensneesnesssessssesssesssssssssssssessssssssssssessssesssassssssssassnns 26
2. MEthOdeN.....uuueiiiiiniiiisniicsinniecssnnicssssnesssnsessssssncsssssssssssessssssssssssssssssssssssssassns 27
2.1 InjeKtion VON TCDD.....ccouiiiiviiiiinicsssnncsssicssssicssssisssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssossssssssssssses 27



Inhaltsverzeichnis

2.2 Zellbiologische Methoden ........ccoueieeveicisricssnicssanisssnrissssnesssssessssesssssssssssssssssosssssssssssses 27
2.2.1 Isolierung von epidermalen Zellen...........cccueeiuieriiiiiienieeiiesie et 27
2.2.2 Anreicherung von Langerhans-Zellen.............cccoveiiiiiiiiieniiieiieeeeeee e 28
2.2.3 Priparation einer Einzelzellsuspension aus Organen.............ccoecueevueeeieeneesiveenieesveennnans 29
2.2.4 DUIChfIUSSZYTOMEIIIC .....evieeeiieeiiieeiee ettt ettt e et e e e e e b e e st e e entaeessseeesnseeesnseeennns 29
2.2.4.1 Extrazellulare FATDUNG .........cccoiiiiiiiiieiieie ettt 29
2.2.4.2 Intrazellulare FATDUNG .........coooiiiiiiiieeeeeeee et 29
2.2.4.3 PhagOZYTOSE-ASSAY ... .eerureerierueeerienireeteensteenseessteeseesseeaseesseessseesseessseenseessseenseassseesseens 30
B R 1 ) 1 USSP 30
2.2.6 Kultivierung epidermaler Zellen mit GM-CSF ........cccccccoiiiiiiiiniiniicecceeeee 30
2.2.7 PrOlIferatiONSASSAY ....vveeevieeriieeiiieeiieeeitteeeiteeeteeesteeessteeensaeeessseessseesnsaeessseeennseesnnseesnnns 30
2.2.8 Inkubation mit dem Histondeacetylase-Inhibitor Natriumbutyrat .............ccccoevienieennnn. 31
2.2.9 APOPLOSE-ASSAY ..vveeeuriieeiiieeiiieeiieeeiteeestteeestteeeteeesaeeeassaeessseeensseessseeesaeesnaeeeanseeeanseeennes 31
2.3 Molekularbiologische Methoden..........coeieirricssnicssaresssancsssnnessnsessssnssssssssssssssssssssssssses 31
2.3.1 RNA-Priparation fir 1 — 10 X 10% Zellen ..........oouovuiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31
2.3.2 RNA-Priparation fir < 1 X 10% Zelen .........oveveeveeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 32
2.3.3 Konzentrationsbestimmung der RNA ...........ccociiiiiiiiiiiiiceeeeeee e 32
2.3.4 RNA-AMPITIKALION ..outiiiiiiiiiiie ettt st ese 32
2.3.5 Mikroarray-Analyse — Probenvorbereitung und AUSWertung............c.cceeeveeeveenreeeveennnnns 33
2.3.6 Reverse TransSKIiPtion ........ccc.eeiiiiiieiieeiieiie ettt sttt st aee e s 34
2.3.7 Polymerase Kettenreaktion ...........cccccvueeeuierieeiiieniieeieesiee et esiee et esteesveeseeeseseeseesnneenseens 34
2.3.8 Agarose-GeleleKtrophOTESe........cocueruiiriiiriiriiieieeee et 35
2.3.9 Echt-Zeit-PCR (engl. Real-time-PCR)...........ccceeviiiiiiiiiiiieiecieeeeeeee e 35
2.3.9.1 Erstellung einer StandardKUurve ...........c.ccoceevieiiniiniiniiniieececeeceeeeeee e 36
2.3.9.2 Semiquantitative PCR .........ccoooiiiiiiiiiieeeee et 36
2.4 Immunhistochemischer Nachweis von LZ in Epidermishéiutchen..............c.ccuueee..... 37
2.5 SALISTIK.ceeeieeiiririiisninisininitieninicnsnncssnncssssecssssecsssnssssssssssssssssssesssssesssssesssssssssssessssssssssssses 37
IIL. ErgebniSSe...ccccceericrsscnnricssscsnnnicssssnssncssssssssnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 39
1. Isolation und Anreicherung epidermaler Zellpopulationen ..................... 39
2. Langerhans-Zellen exprimieren den AHR ........ueiiiiivvnnriccisssnnnrccssssnnnnecssnns 42
3. Die Haut reagiert auf die Aktivierung des AHR mit TCDD............ccccc.... 43
4. Durch TCDD lassen sich keine transkriptionellen Verinderungen in
LZ INAUZIET N cuccuueerireiisureisnecssnecsssecsssnesssnssssnecssseessssesssssssssesssssssssssssssssssasssssns 44
4.1 CYP1A1 und CYP1BI1 lassen sich in LZ nicht induzieren............cccceecerevvuercssnercssnecenes 44
4.2 TCDD verindert nicht das globale Genexpressionsprofil von LZ...................c.ccu..... 47
4.2.1 Qualitatskontrolle der MICTOAITAYS .....cc.eevueruieriierierieriieie e stcete ettt 47
4.2.2 Vergleich des Genexpressionsprofils von LZ aus TCDD-behandelten und DMSO-
BEhandelten MEUSEN.......cccuiviiiiiiieiieicee ettt sttt ettt e b enne e 49

4.2.3 Die Gene des Fremdstoffmetabolismus waren auf den Microarrays nicht detektierbar. 53

4.3 Der AHR Repressor wir in LZ konstitutiv eXprimiert.........eeeeeneecseessnecsecsssecsaees 54
4.3.1 Der AHRR wird in epidermalen Zellen aber nicht in LZ durch TCDD aufreguliert...... 54

4



Inhaltsverzeichnis

4.3.2 LZ exprimieren den AHRR konstitutiv in groler Menge..........ccceeeevveeveieeencieeenieeeeieenns 56
4.3.3 Mit einem HDAC-Inhibitor kann die Wirkung des AHRR nicht umgangen werden..... 56
4.4 TCDD hat einen geringen Effekt auf die Auspriagung von Oberflichenmolekiilen

11 Y/ 57
4.4.1 Trypsinempfindlichkeit anderer Oberflichenmolekiile neben CD11c.........cccceveennennn. 58
4.4.2 TCDD fiihrt zu einer stirkeren Expression von CD86 auf reifen LZ ..............cccoceunee. 59
4.5 TCDD beeinflusst die Phagozytosekapazitiit der LZ ...........ccoveeevveriscercscercssnercscnenenes 61
5. Vergleich von LZ aus C57BL/6 Wildtyp und AHR”™ Miusen.........e.u.e.. 62
5.1 Phianotypische Unterschiede zwischen WT und AHR-defizienten LZ........................ 62
5.1.1 Die dendritische Morphologie der LZ in der Epidermis ist unabhdngig vom AHR ....... 62
5.1.2 GréBe und Granularitét sind abhingig vom AHR..........cccciiiiiiiiiieiceeeeee e 63
5.1.3 Die Ausprédgung einiger ko-stimulatorischer Proteine ist abhédngig vom AHR .............. 65
5.2 Vergleich der Transkriptome von LZ aus Wildtyp- und AHR- Miusen ......cecuunee. 66
5.3 Funktionelle Unterschiede zwischen AHR-defizienten und Wildtyp-LZ................... 68
5.3.1 AHR-defiziente LZ sind bessere Phagozyten .............cccoevuieiieniienieniieeieeieeeeeie e 68
5.3.2 Die ko-stimulatorischen Fahigkeiten waren nicht beeinflusst .............cccoeeeveiiciiiennnnnne. 69

6. Keratinozyten beeinflussen LZ iiber die AHR-abhingige Expression

VON ZIYEOKINEI c.ccccevvnnericcssssanrecsssssannessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssse 70
6.1 AHR-abhiingige Zytokinexpression in KeratinOzyten.......cccceceeeeecsccnerccscsnneeccscassscsnns 70
6.2 Die Sekretion von GM-CSF hat Einfluss auf die umgebenden LZ..............c...ccceuuee.. 72
IV, DISKUSSION c.ccovureeiicisssnnricsssssnnnicssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 75
V. ZusammenfasSuUNE .......eceecveiccsinicnssnnicssssnicsssnessssssessssssessssssssssssesssssssssssssses 91
VI, LiteraturverzZeiChmis .......ccccoveeeccssssnieccssssnnnecsssssnssecssssnssessssssssssssssssassssssne 93
ANNANG cccriiiiiiniiiiiiinniticiintitieinintttecssssstttesssssssttsssssssssssssssssssssssssnssssses 104
Verwendete ADKUIZUNGEN ........ccovuiiervrricssnecsssnissssncssssnossssscssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssses 104
DanKSAGUNG....cceiiiiirinriicissssnnnicssssnsnicsssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 110






Einleitung

I. Einleitung

Die Haut ist bei einem durchschnittlichen Erwachsenen mit rund 2m? und 15% des
Korpergewichts das grofite Organ des Menschen. Nur wenige Millimeter dick, bildet sie eine
schiitzende Grenze zwischen der Innenwelt eines Menschen und seiner Umgebung. Durch den
direkten Kontakt zur AuBenwelt nimmt die Haut vielféltige und komplexe Aufgaben wahr. So
verfligt die Haut {iber Sensoren fiir Schmerz, Temperatur und Tastsinn. Schutzfunktionen
bietet die Haut, in dem sie eine Barriere vor dem Verlust von Wiarme und Wasser und dem
Eindringen von korperfremden Substanzen bildet. Weiterhin schiitzt sie vor mechanischen
Verletzungen und DNA-Schidden durch ultraviolette Strahlung und ist in der Lage
eingedrungene pathogene Erreger zu eliminieren. In Abhédngigkeit von der Hautanatomie
(Alter, Hautdicke, Durchblutung, Anzahl der Driisen) (Marzulli und Maibach, 1996) kann es
zur Resorption verschiedener, vor allem fettloslicher Substanzen kommen (Timbrell, 1993).
Salben und Pflegeprodukte werden so zusammengestellt, dass es zu einer Resorption kommt,
beim Kontakt mit Umweltschadstoffen ist dies allerdings unerwiinscht. Es wird angenommen,
dass die Haut als weitere Schutzfunktion eine sogenannte biochemische Barriere bildet.
Kommt es zur Absorption potentiell giftiger Fremdstoffe, kann die biochemische Barriere
deren Abbau vermitteln, und so deren toxische Effekte verhindern (Williams et al., 1995;
Marzulli und Maibach, 1996). Andererseits kann es durch die Mechanismen des
Fremdstoffmetabolismus zur Generierung hochreaktiver toxischer Zwischenprodukte
kommen, die zur Entwicklung von Uberempfindlichkeitsreaktionen der Haut oder zur
Entstehung von Krebs beitragen konnen (Goerz et al., 1992).

Im Juni 2006 legte die Weltgesundheitsorganisation einen ausfiihrlichen Bericht zum Einfluss
der Umwelt (im weitesten Sinne) auf die Entstehung von Krankheiten vor®, dazu gehdrten
auch Hauterkrankungen, Allergien und Krebs.

Wie die Haut auf duBlere Reize anspricht und diese vermittelt, ist nach wie vor nicht
vollstdndig verstanden und bedarf weiterer Aufkldrung zur Vermeidung und Behandlung

umweltinduzierter Erkrankungen.

“Preventing disease through healthy environments: Towards an estimate of the
environmental burden of disease”; http://www.who.int/en/
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Einleitung

1. Der Arylhydrocarbon Rezeptor

1.1 Allgemeines

Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AHR) ist ein Mitglied der evolutiondr konservierten PAS-
bHLH Familie (Per-Arnt-Sim; homologe Proteine in Drosophila), mit dem Motiv einer ,,basic
Helix-Loop-Helix*“ Region. Die PAS-Domine ist charakteristisch fiir Proteine, die als
,»biologische Sensoren” eine Rolle in der Detektion und Anpassung an Verdnderungen der
Umwelt spielen. Der AHR steuert die Reaktion auf die zelluldre Umgebung als Sensor fiir
endogene und xenobiotische niedermolekulare Substanzen (Gu et al., 2000; Carlson et al.,
2002).

Als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor ist der AHR potentiell ein Teil der oben
angesprochenen biochemischen Barriere, da er Fremdstoff-metabolisierende Enzyme
induziert, die fiir den Abbau korperfremder Substanzen (Xenobiotika) sorgen. Viele
Xenobiotika sind lipophil und kdnnen in Geweben gespeichert werden, wo sie ihre mogliche
toxische Wirkung freisetzen. Durch die Biotransformation mit einem dafiir spezialisierten
Enzymsystem werden niedermolekulare Substanzen zu wasserldslichen, ausscheidungs-
fahigen Produkten metabolisiert. Durch dieselben Mechanismen kann eine vorher ungiftige
Substanz eventuell durch sogenannte Bioaktivierung auch in giftige Metabolite umgewandelt
werden. So wird zum Beispiel das als Frostschutzmittel eingesetzte Ethylenglykol zur
toxischen Oxalsdure metabolisiert (Timbrell, 1993).

Die Metabolisierung von niedermolekularen Fremdstoffen wird in drei Phasen unterteilt,
wobei unterschiedliche Enzym-Gruppen bendtigt werden. Die Cytochrom P450-Familie
vermittelt die 1. Phase der Transformation durch Oxidation oder Reduktion des Fremdstoffes
(Vrzal et al., 2004). Das dadurch polarisierte Produkt wird in Phase 2 mittels Transferasen
(z.B. Glutathion-S-Transferase und Sulphotransferase) mit weiteren reaktiven Molekiilen
konjugiert (Vrzal et al., 2004). In der 3. Phase wird der Transport des Metabolits aus der Zelle
reguliert (Greim und Deml, 1996). Viele an der Metabolisierung beteiligte Enzyme stehen
unter der Kontrolle des AHR, weshalb dieser Rezeptor bisher vor allem im Rahmen der
Toxikologie untersucht wurde.

Das Hauptorgan des Fremdstoffabbaus ist die Leber, und der AHR ist in diesem Organ gut
untersucht. Etwa ein Drittel aller Publikationen iiber den AHR beinhalten Untersuchungen an

der Leber (Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov)". Der AHR ist allerdings in vielen anderen

* PubMed-Suche im November 2007: Stichwort Ah receptor gibt 2799 Eintrige (328
Reviews); Stichworte liver AND Ah receptor gibt 989 Eintrige (51 Reviews)
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Einleitung

Organen und Zellen ebenfalls ausgepragt (Li et al., 1994), was vermuten lie3, dass er neben
der Regulation des Fremdstoffmetabolismus auch physiologische Aufgaben wahr-nimmt
(Puga et al., 2005). Um dies noch genauer zu untersuchen, haben vor ca. 10 Jahren drei
verschiedene Arbeitsgruppen unabhingig voneinander Maiuse generiert, denen der AHR
vollstindig fehlt (Fernandez-Salguero et al., 1995; Schmidt et al., 1996; Mimura et al., 1997).
In all diesen Méusen konnte ein Defekt in der Leberentwicklung beobachtet werden. Die
Lebern waren bis zu 50% kleiner im Vergleich zu Wildtyp-Miusen. Die Gruppe um
Fernandez-Salguero et al. fand auBerdem geringere Lymphozytenzahlen in Milz und
Lymphknoten (Fernandez-Salguero et al., 1995), wihrend Bradfield et al. zusitzlich
Wachstumsstorungen innerhalb der ersten drei Lebenswochen beobachten konnten (Schmidt
et al., 1996). Die Entwicklung von AHR-defizienten Méusen liefert demnach Hinweise, dass
der AHR neben seiner Vermittlerrolle im Fremdstoffmetabolismus weitere Funktionen

einnimmt.

1.2 Der AHR-Signalweg und seine Zielgene

Im Zytosol liegt der AHR als Multiproteinkomplex in Verbindung mit zwei Molekiilen
Heatschock Protein 90 (HSP90) als Chaperon und weiteren stabilisierenden Proteinen vor
(Abb. 1). Nach Bindung eines Liganden kommt es zu einer Konformationsdnderung des AHR
und als Folge zu einer Translokation in den Kern. Hier bindet der AHR an den so genannten
AHR-nuclear translocator (ARNT), ebenfalls ein Mitglied der PAS-Familie. Dieses
Heterodimer bildet den funktionellen Transkriptionsfaktor, welcher an einen bestimmten
Sequenzbereich im Promoter, das Xenobiotika-responsive Element (XRE) bindet und damit
die Induktion des entsprechenden Gens einleitet (Abb. 1) (Carlson et al., 2002; Vrzal et al.,
2004).

Abb. 1: Schema des AHR-Signalwegs (modifiziert nach www.biocarta.com)

9
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Ein XRE besteht aus einer Kernsequenz mit der Basenfolge 5'-GCGTG-3" und flankierenden
Regionen aus jeweils 7 Basen (Yao et al., 1992; Sun et al., 2004). Die bekanntesten Zielgene
des AHR-Signalwegs kodieren, wie oben beschrieben, fiir verschiedene Fremdstoft-
metabolisierende Enzyme, darunter Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1l) und P450 1BI
(CYP1BI1). Beide Gene besitzen mehrere XRE. Mit Hilfe bioinformatischer Methoden
konnten in den vergangenen Jahren ca. 3000 Gene identifiziert werden, die ein oder mehrere
XRE in ihrer Promotorregion enthalten. Hierzu gehdren auch Gene, welche fiir Proteine des
Zellzyklus, der Apoptose oder der Zelldifferenzierung kodieren (Sun et al., 2004).

Ob die XRE tatsédchlich fiir die Regulation dieser Gene verwendet werden ist allerdings noch
nicht vollstandig geklart. So werden die Gene in starker Abhdngigkeit vom AHR-Liganden
und dem entsprechenden Zelltyp reguliert (Zhang et al., 2003; Frericks et al., 2006).

Der AHR-Repressor (AHRR) ist ebenfalls ein Zielgen des AHR und reguliert den Signalweg
in einem negativen ,,feedback loop*, in dem er im Nukleus mit dem AHR um die Bindestelle
an ARNT konkurriert. Da der AHRR keine DNA-Bindedoméne besitzt, ist das Heterodimer
aus AHRR und ARNT jedoch transkriptionell inaktiv (Mimura et al., 1999).

1.3 Die Liganden des AHR

Die Bindestelle des AHR ist relativ unspezifisch, weshalb eine Vielzahl von Substanzen an
den AHR binden kann. Minimale, strukturelle Voraussetzungen sind, dass der Ligand planar,
hydrophob und unpolar ist. Eine Reihe anthropogener Substanzen wie halogenierte
aromatische Kohlenwasserstoffe (HAK) binden an den AHR. Als prominenteste Vertreter
dieser Klasse sind Biphenyle und Dioxine zu nennen. Zu den AHR-Liganden gehoren aber
auch viele in der Nahrung vorkommende, bakterielle und pflanzliche Verbindungen aus der

Gruppe der Flavonoide und Indole (Abb. 2) (Denison et al., 2003).

2,3,7,8 Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), der bekannteste Ligand des AHR, ist mit einer
Bindungsaffinitit zwischen 0,06 und 18,6 nM hochaffin. Die Affinitit schwankt in
Abhingigkeit von der untersuchten Spezies (Connor et al., 2006). Giftige Dioxine wie TCDD
entstehen als Nebenprodukt bei unvollstindigen Verbrennungsprozessen von Miill,
verbleitem Benzin, Stroh und Holz, aber auch bei industriellen Prozessen, wie bei der

Herstellung von Pflanzenschutzmitteln und in der Metallurgie (Eisen- und Stahlherstellung)®.

* Quelle: “Opinion of the Scientific Committee on Food on the Risk Assessment of Dioxins
and Dioxin-like PCBs in Food” der europdischen Kommission vom 23. November 2000
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Der AHR wird umgangssprachlich auch ,,Dioxinrezeptor genannt, da er die toxischen
Wirkungen dieser Gifte vermittelt. Um den AHR-Signalweg und seine Funktionen auf

experimenteller Ebene aufzukliren, wird hauptsdchlich TCDD eingesetzt.

1.3.1 Natiirliche AHR-Liganden

Die evolutiondre Entstehung des AHR liegt geschitzte 450 Millionen Jahre zuriick, lange
bevor HAK in der Umwelt zu finden waren (Hahn, 2002). Es ist daher anzunehmen, dass ein
endogener Ligand existiert. Jeuken und Mitarbeiter untersuchten verschiedene Extrakte aus
Obst und Gemiise und fanden, dass die Nahrung die grofite Quelle von AHR-Liganden
darstellt (Jeuken et al., 2003). Natiirliche Liganden, unter anderem Flavonoide und
Indolderivate werden, im Gegensatz zu TCDD, iiber das durch den AHR induzierte
Enzymsystem metabolisiert. Als Beispiele hierfiir sind die Flavonoide Quercetin und
Curcumin, die in Zwiebeln und Apfeln beziehungsweise in Curry vorkommen, in Abbildung

2 aufgefiihrt.

OO
Cl 0 Cl

2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD)  6-Formylindolo [3,2-b] carbazol (FICZ)

OH
OH
d)
HO 0
% (‘.“' OH
OH (0}

Curcumin Quercetin
i
e) f) N
‘ \O-
o o
?
| | Sy
C C
I I
O o
Alpha-Naphthoflavon (o-NF) 3’-Methoxy-4’-Nitroflavon (MNF)

Abb. 2: Strukturformeln verschiedener AHR-Agonisten a) TCDD, b) FICZ, ¢) Curcumin, d) Quercetin
(Ketoform) und AHR-Antagonisten e) a-Naphthoflavon, f) MNF.
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1.3.2 Endogene AHR-Liganden

Bisher sind mehrere endogene Liganden identifiziert worden. Als AHR-Liganden isolierten
Adachi und Mitarbeiter Indirubin und Indigo aus menschlichem Urin und Song et al. ein
Indolderivat aus der Lunge von Schweinen (Adachi et al., 2001; Song et al., 2002). Erst vor
kurzem ist ein sehr affiner Ligand des AHR (affiner als TCDD) entdeckt worden, der beson-
ders fiir die Haut eine wichtige Rolle spielen konnte. Durch Ultraviolett B (UVB)-Strahlen
entsteht aus der essentiellen Aminosdure Tryptophan ein Dimer, 6-Formylindolo[3,2-
b]carbazol (FICZ), welches schon nach 3 Stunden den AHR aktiviert und damit zur Induktion
Fremdstoff-metabolisierender Enzyme fithrt (Wei et al., 1998). Diese Wirkung ist, im
Gegensatz zu TCDD nur transient, denn FICZ wird innerhalb weniger Stunden durch das
induzierte Enzymsystem abgebaut. Da die Haut einer stindigen UVB-Strahlung ausgesetzt ist
wird vermutet, dass FICZ als endogener Ligand eine physiologische Rolle wahrnehmen
konnte, die liber den AHR-Signalweg vermittelt wird, z.B. zur Steuerung des zirkardianen
Rhythmus (Mukai et al., 2007). Hier muss noch einmal betont werden, dass die durch den
AHR induzierten Zielgene durchaus variieren kdnnen, in Abhdngigkeit vom Zelltyp, dem

Liganden, dessen Affinitdt und Biotransformation.

1.3.3 AHR-Agonisten und —Antagonisten

TCDD und FICZ gehoren zu den Liganden, welche zur Modulation von Zielgenen fiihren; sie
wirken als so genannte Agonisten. Es existieren umgekehrt auch Antagonisten wie MNF und
a-Naphthoflavon (Abb. 2). Die Mechanismen, iiber die eine Substanz als Antagonist wirkt,
sind bisher nicht gut verstanden, und es gibt diesbeziiglich verschiedene Mdglichkeiten
(Henry et al., 1999). So konnte der Antagonist nach seiner Bindung an den AHR dessen
Translokation in den Kern verhindern, oder die Dissoziation der Chaperone z.B. HSP90 vom
AHR blockieren. Fiir die Wirkung von MNF wird der zweite Fall vermutet. Weitere Mecha-
nismen konnten die Verhinderung der Dimerisierung vom AHR mit ARNT oder eine
Verhinderung der Bindung an das XRE sein. Ob ein AHR-Ligand als Agonist oder
Antagonist wirkt, ist oft abhéingig von der eingesetzten Konzentration, ein Beispiel hierfiir ist
a-Naphthoflavon (Nazarenko et al., 2001). Ferner kann die Wirkung eines AHR-Liganden
vom untersuchten Zelltyp abhingen (Zhang et al., 2003). Die Verwendung von Antagonisten
liefert neben dem ,,knock-out”“ des AHR eine weitere experimentelle Mdglichkeit, die Rolle

des AHR in Zellen zu untersuchen.
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2. Die Rolle des AHR in der Haut

Bereits zu Anfang wurde erwihnt, dass die Haut {iber Mechanismen des Fremdstoff-
metabolismus verfiigt. Als erste Barriere zur Umwelt und als Ausscheidungsorgan (iiber
Schweill- und Talgdriisen) ist sie exponiert gegeniiber einer Vielzahl potentieller AHR-
Liganden. Dennoch ist die Expression und Funktion des AHR in der Haut mit einigen
Ausnahmen bisher nur wenig erforscht (Swanson, 2004). Erste Erkenntnisse ergaben sich aus
der Beobachtung dermatologischer Symptome nach humaner Exposition mit TCDD durch
Industrieunfélle und kontaminierte Nahrungsmittel, wodurch deutlich wurde, dass die Haut
des Menschen sehr empfindlich auf TCDD reagiert.

Die systemisch toxischen Auswirkungen einer TCDD-Exposition sind allerdings vielfaltig. So
verursacht TCDD Immunsuppression, Thymusatrophie, Kachexie und Leberschdden.
AuBerdem fordert die Exposition mit TCDD die Tumorbildung und embryonale
Fehlbildungen (Holsapple et al., 1991).

Im Folgenden werden die Auswirkungen einer AHR-Uberaktivierung auf die Haut beim

Menschen und die AHR-Aktivierung sowie das Fehlen des AHR im Tiermodell geschildert.

2.1 Dermatologische Symptome der Uberaktivierung des AHR beim Menschen

1957 untersuchten die Dermatologen Kimmig und Schulz die Ursache von Haut-
verdanderungen bei Arbeitern einer Chemiefabrik. Sie identifizierten TCDD als die Substanz,
welche die sogenannte Chlorakne auslost (Kimmig et al., 1957), eine systemische
Intoxikation der Haut, begleitet von Comedonen (Mitessern), Pusteln und Talgzysten. Bei
Chemieunfillen (BASF, Ludwigshafen 1953; Seveso, Italien 1976) oder auch durch
Aufnahme tiber kontaminierte Lebensmittel (Yusho, Japan 1968) kam es zur Exposition von
Menschen mit TCDD und verwandten Chemikalien wie polychlorierten Biphenylen (PCB).
Auch hier konnte in vielen Féllen die Entstehung von Chlorakne beobachtet werden, wobei es
keine klare Korrelation zwischen der Hohe der TCDD-Belastung und Chlorakne gibt.
Trotzdem wird dieses Symptom als klinischer Marker fiir eine TCDD-Vergiftung verwendet.
Da TCDD hydrophob und schwer abbaubar ist, lagert es sich im Fettgewebe ein. TCDD hat
im Menschen eine Halbwertzeit von ca. 7 Jahren (Geyer et al., 2002) und die Chlorakne
dauert im Mittel 26 Jahren (Moses et al., 1984). Chlorakne ist das auffilligste, aber nicht das
einzige auf der Haut erkennbare Symptom einer TCDD-Exposition. In Yusho brachten
Frauen, die wihrend der Belastung mit PCB-kontaminiertem Ol schwanger waren, Kinder mit

Hyperpigmentierung, die sogenannten ,,Cola-Babys“, zur Welt (Yamashita et al., 1985).
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Hyperpigmentierung wurde auch bei anderen betroffenen Personen beobachtet. Weiterhin
traten Hornschichtverdickungen (Hyperkeratose), Lichtiiberempfindlichkeit (Porphyria
cutanea tarda) (Dunagin, 1984) und vermehrter Haarwuchs (Hypertrichose) auf. In Einzel-

fallen kam es zu verstiarkten Alterungserscheinungen (Suskind et al., 1984).

2.2 AHR-Modelle

2.2.1 Dermatologische Symptome der Uberaktivierung des AHR beim Tier

Die Verwendung von TCDD als Modellsubstanz zur Erforschung des AHR bringt zwei
Herausforderungen mit sich. Zum Einen ist TCDD stark toxisch, zum Anderen ist die
Reaktion auf die Aktivierung stark abhingig von der zu untersuchenden Spezies - die
sensitivste Spezies sind Meerschweinchen mit einer LDsy von 0.6-2 pg/kg, die unsensitivste
Spezies sind Hamster mit einer LDsp von 5 mg/kg (Holsapple et al., 1991). Zur Untersuchung
der Effekte einer Aktivierung des AHR in der Haut durch TCDD gibt es nur wenige
Tiermodelle, die dhnliche Reaktionen zeigen wie die menschliche Haut. Dazu gehort die
innere Oberfliche von Kaninchenohren, die Gesichtshaut von Affen und die Haut eines
bestimmten hairless-Mausstammes (HRS/J) (Puhvel et al., 1988). Die hairless-Mause, welche
eine rezessive Mutation im Hairless-Gen (Ar/hr) tragen, wurden bisher hauptsidchlich
verwendet, um die Toxizitdt von TCDD in der Haut zu untersuchen (Knutson et al., 1982;
Puhvel et al., 1982). Beobachtungen in diesen Studien beziehen sich vor allem auf die
Entstehung von Hauttumoren (Plattenepithelkarzinom) (Poland et al., 1982) und
Hyperkeratose (Puhvel et al., 1988). Ob bei diesen Mausen auch die anderen, beim Menschen

auftretenden Symptome, beobachtet wurden, ist bislang nicht beschrieben.

2.2.2 Dermatologische Symptome des Fehlens des AHR bei der Maus

Unter 1.1 wurde schon die Verwendung von AHR-defizienten Méusen zur AHR-Forschung
erwahnt. Die Arbeitsgruppe von Fernandez-Salguero beschrieb eine starke Verdnderung der
Haut mit zunehmendem Alter (Fernandez-Salguero et al., 1997). Es wurde ein kreisrunder
Haarausfall im Zusammenhang mit dem Auftreten von Geschwiiren auf dem Riicken
beobachtet, sowie eine verstirkte Narbenbildung mit einer Verdickung der oberen Haut-
schichten und in einigen Féllen auch eine schlechtere Wundheilung. Diese Hautver-

dnderungen sind in einem Alter von 6 bis 13 Monaten aufgetreten (was erklidren konnte,
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warum bei den anderen beiden Studien hierzu keine Ergebnisse vorliegen). Mimura et al.
untersuchten die Rolle des AHR in der Embryonalentwicklung (Mimura et al., 1997). Sie
ersetzten den AHR durch p-Galactosidase. Dieses Enzym kann X-Gal (5-Brom-chlor-3-
indolyl-beta-D-galactopyranosid) in einen blauen Farbstoff umwandeln. Die Embryos zeigten
eine Schach-Fiarbung der Epidermis. Zusammengenommen lassen die geschilderten
Beobachtungen die Vermutung zu, dass der AHR in der Haut eine physiologische Rolle

wahrnimmt.

2.3 Aufbau der Haut

Die Haut kann grob in drei Schichten unterteilt werden (Abb. 3A), die Epidermis (Oberhaut),
die Dermis (Bindegewebe) und die Subkutis (Fettgewebe). Diese Kompartimente bestehen
wiederum aus einem Netzwerk an unterschiedlichen, teilweise stark spezialisierten Zelltypen,

die sich gegenseitig beeinflussen konnen.

B

Stratum
corneum

Epidermis (Hornschicht)

Stratum
granulosum
(Kérnerzellschicht)

Dermis
Stratum

spinosum
(Stachelzellschicht)

Subcutis  Stratum —
basale
(Basalschicht)

Abb. 3: A) Aufbau der Haut; B) Aufbau der Epidermis.
(K, Keratinozyt; LZ, Langerhans-Zelle; m, Merkel-Zelle; M, Melanozyt).

Die Epidermis enthilt Langerhans-Zellen (LZ) (1-3%), die neben dermalen Dendritischen
Zellen und Makrophagen in der Dermis das Immunsystem in der Haut reprédsentieren.
Weiterhin befinden sich in den oberen Hautschichten die Melanozyten (ca. 5%), welche durch
die Produktion des Farbstoffs Melanin die Pigmentierung der Haut regulieren. Den groften
Anteil machen die Keratinozyten mit ca. 90% aus (Abb. 3B). Sie dienen als Triger der
Hautstruktur und nehmen dariiber hinaus auch immunologische Funktionen durch die

Sekretion verschiedener Zytokine wahr.
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Die beschriebenen Effekte einer Uberaktivierung des AHR und des Fehlens des AHR be-
treffen vor allem die oberen Hautschichten (Puhvel et al., 1988). Dies ldsst sich vermutlich
dadurch begriinden, dass die Epidermis im direkten Kontakt mit der AuBlenwelt steht. Im
Fokus dieser Dissertation stand die Untersuchung des AHR in den beiden Populationen der

Epidermis mit immunologischer Bedeutung, den Keratinozyten und den Langerhans-Zellen.

2.3.1 AHR Expression und Funktion in Keratinozyten

Die Keratinozyten bilden in Abhéngigkeit von ihrem Differenzierungsstatus vier Schichten in
der Epidermis (Abb. 3B). Die Menge an AHR steigt proportional zum Differenzierungsgrad
(Swanson, 2004). Jones und Reiners demonstrierten eine proportionale Korrelation des AHR-
Expressionsniveaus und der Aktivierung des AHR, indem sie undifferenzierte murine
Keratinozyten aus der Basalschicht und differenzierte Keratinozyten aus den oberen
Epidermisschichten in Kultur mit 1 nM TCDD belasteten. Sie konnten zeigen, dass die
typischen Zielgene des AHR in differenzierten Keratinozyten stirker induziert werden, als in
den undifferenzierten Zellen (Jones et al., 1997). Durch die Aktivierung des AHR mit TCDD
wird auch die Differenzierung selbst beeinflusst. TCDD vermindert die ,,epidermal growth
factor-stimulierte DNA-Synthese, was zu einer gesteigerten Differenzierung und
verminderten Proliferation der Keratinozyten der Basalschicht fiihrt (Greenlee et al., 1985).

Tauchi et al. generierten eine Maus mit einem in Keratinozyten konstitutiv aktiven AHR
(Tauchi et al., 2005). Zu beobachten war die Entstehung von Ekzemen auf dem Riicken,
sowie Acanthose (Hautverdickung durch vermehrtes Keratinozytenwachstum) und
Hyperkeratose ab der dritten bzw. vierten Woche nach der Geburt. In einer Microarrayanalyse
wurden iiber 300 Genen identifiziert, die in Abhédngigkeit des aktiven AHR differenziell
reguliert waren. Darunter waren nicht nur die typischen Gene der Fremdstoff-
metabolisierenden Enzyme, etwa 17% der regulierten Gene waren von immunologischer

Bedeutung.

Keratinozyten nehmen eine wesentliche Rolle im Immunsystem der Haut ein. Sie sezernieren
eine Reihe von Zytokinen. Das sind kleine Proteine (~ 25 kDa), die von verschiedenen Zellen
ausgeschiittet werden konnen und autokrin oder parakrin wirken (Janeway et al., 2001).
Verschiedene, von Keratinozyten sezernierte Zytokine beeinflussen die Aktivitit und
Funktion der umliegenden Zellen, wie LZ und Melanozyten (McKenzie et al., 1990; Kondo,
1999). Die Interleukine IL-1B, IL-6, IL-15, GM-CSF und TNF-a stimulieren die Funktion
und Migration der LZ, wihrend IL-10 die Funktion von LZ inhibiert. Mit Ausnahme von IL-
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1B ist die direkte Abhédngigkeit der Expression vom AHR in Keratinozyten bisher nicht
eindeutig gekldart. TCDD stimuliert die IL-1p Expression zeit- und dosisabhéngig, wobei
Henley et. al. eine posttranskriptionale Regulation durch den AHR zeigen konnten (Henley et

al., 2004).

2.3.2 AHR Expression und Funktion in Langerhans-Zellen

Langerhans-Zellen (LZ) machen nur etwa 1-3% der epidermalen Zellen aus. Sie wurden 1868
von Paul Langerhans entdeckt, der die Zellen auf Grund ihrer dendritischen Morphologie
zunéchst als Nervenzellen betrachtete (Langerhans, 1868; Becker, 2003). Erst 1985, also mehr
als 100 Jahre nach ihrer Entdeckung, wurden die LZ durch Schuler und Steinman der Familie
der dendritischen Zellen (DZ) und damit dem Immunsystem zugeordnet (Schuler et al.,
1985b; Romani et al., 2003). DZ, also auch LZ, exprimieren ein charakteristisches Profil an
Oberflachenproteinen wie MHC (Haupthistokompatibilitdtskomplex, major histocompatibility
complex) Klasse II Molekiile und CD11c (Banchereau et al., 1998). CDI11c unterstiitzt die
Adhision von Lymphozyten und DZ, wéhrend {iber MHC-II Antigene an T-Zellen préisentiert
werden (Banchereau et al., 1998). Die Expression von E-Cadherin, welches die Adhésion von
LZ zu Keratinozyten vermittelt (Tang et al., 1993), sowie eine ATPase-Aktivitit (Mackenzie
et al., 1975), die Expression des Oberfldchenproteins Langerin (CD207) (Valladeau et al.,
2002) und die Birbeck Granula (Birbeck et al., 1961) sind Besonderheiten der LZ und kdnnen
zur Identifizierung der Zellen genutzt werden. LZ stammen aus dem Knochenmark (Katz et
al., 1979) und sitzen in der Epidermis, wo sie eine Wichterfunktion (,,Sentinels*)
iibernehmen. Als professionelle Antigen-prasentierende Zellen nehmen sie {iber Pinozytose
(kontinuierlicher Prozess zum Filtern der umgebenden Gewebsfliissigkeit) und Phagozytose
(durch spezielle Rezeptoren vermittelt) Antigene auf (Reis e Sousa et al., 1993). Die
Antigenaufnahme bewirkt eine morphologische und funktionelle Verdnderung der LZ, die
auch als Reifung bezeichnet wird. Sie verlieren ihre Phagozytosefdhigkeit und verdndern die
Expression verschiedener Oberflachenproteine. Diese ermdglichen die Migration der LZ zu
den Haut-drainierenden Lymphknoten wo die Stimulation naiver T-Zellen stattfindet (Romani
et al., 2003). Das aufgenommene Antigen wird prozessiert und iiber MHC-II Molekiile an
naive T-Zellen prisentiert. Dieses sogenannte Signal 1 wird durch die Expression ko-
stimulatorischer Molekiile, die das Signal 2 liefern, ergdnzt. Antigen-spezifische T-Zellen, die
beide Signale empfangen, werden stimuliert, was eine Proliferation und Differenzierung zu T-
Effektorzellen und damit eine Immunantwort auslost. Die Expression der ko-stimulatorischen

Molekiile CD24a und CD80 begiinstigt dabei eine Induktion einer Tyl-Immunantwort, die
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zur Aktivierung von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen fiihrt (Harris et al., 1999),
wihrend iiber die Expression von CD86 eher eine Tp2-vermittelte Immunantwort zur
Aktivierung von B-Zellen ausgelost wird (Harris et al., 1999).

Die Reifung von LZ kann auch durch Kultivierung induziert werden. LZ, die fiir drei Tage ex
vivo kultiviert wurden, weisen morphologisch und funktionell die gleichen Merkmale auf wie
reife LZ (Schuler et al., 1985b). Hemmi et al. zeigten, dass LZ auch unter nicht-
inflammatorischen Bedingungen in geringer Zahl zum Lymphknoten migrieren, nachdem sie
in der Haut Selbst-Antigen aufgenommen haben (Hemmi et al., 2001). Diese LZ befinden
sich allerdings in einem nicht vollstindig reifen Status, hierdurch wird eher eine Toleranz als
eine Immunantwort induziert (Lutz et al., 2002).

Seit Kurzem wird die Rolle der LZ in der Immunantwort neu diskutiert, nachdem unter
anderem Allan et al. und Zhao et al. zeigten, dass nach einer viralen Hautinfektion die T-Zell-
Antwort nicht durch LZ ausgelost wird (Allan et al., 2003; Zhao et al., 2003). Zu dieser
Diskussion trug auch ein neuer Versuchsansatz mit LZ-defizienten Méausen bei. Eine
induzierbare Depletion von LZ wurde durch Gabe von Diphtherietoxin bei ,knock-in*
Maiusen erreicht, die den Diphtherietoxin-Rezeptor unter der Kontrolle des CD207-Promotors
exprimieren. Dieser Ansatz fiihrte jedoch zu kontroversen Ergebnissen. In einer
experimentellen Anwendung waren die LZ nicht notwendig, um eine Immunantwort
(Kontakthypersensibilisierung gegen DNFB) zu induzieren, in dem anderen Fall war die
Immunantwort nach LZ-Depletion signifikant vermindert (Bennett et al., 2005; Kissenpfennig
et al., 2005). Im Gegensatz dazu fiihrte eine bestindige Depletion der LZ durch eine
transgene, stabile Diphtherietoxin-Expression in CD207° Zellen zu einer gesteigerten
Kontakthypersensibilisierungsreaktion (Kaplan et al., 2005). Diese Experimente zeigen, dass
LZ sowohl ein immunogenes als auch ein tolerogenes Potential besitzen, was allerdings noch
weitgehend unbekannten Regulationsmechanismen unterworfen ist.

Ob LZ den AHR exprimieren, ist bisher nicht beschrieben. Bislang befasste sich nur eine
Studie mit dem Effekt von TCDD auf LZ (Puhvel et al., 1989). Puhvel ef al. verglichen dabei
LZ aus Wildtyp und den oben schon erwéhnten hairless Méusen (HRS/J), die eine sensitivere
Form des AHR ausprdagen. Die LZ aus hairless-Méusen waren nach TCDD Behandlung
kleiner und bildeten weniger Dendriten aus, allerdings nahm die Zahl der LZ/mm? Epidermis

zu. In Wildtyp-Mausen war dieser Effekt nicht erkennbar.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie die Haut auf einen AHR-Liganden reagieren konnte.

Einerseits konnte der Fremdstoff durch die Aktivierung des AHR und die damit verbundene
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Induktion der Fremdstoff-metabolisierenden Enzyme abgebaut und ausgeschieden werden,
ohne eine allergische oder Haut-irritierende Reaktion (Kontaktdermatitis) auszuldsen.
Andererseits ist es denkbar, dass ein AHR-Ligand eine Kontaktdermatitis auslost. Sollte es
sich bei der niedermolekularen Chemikalie um ein Irritanz handeln, kann diese (auch ohne
Metabolisierung) eine irritative (akute toxische) Kontaktdermatitis auslosen. Die
metabolische Umsetzung eines Liganden zu einem proteinreaktiven Hapten konnte auBBerdem
durch Bindung an korpereigene Proteine und Bildung eines Neoantigens zur T-Zell-
abhingigen Allergie, der sogenannten allergischen Kontaktdermatitis fithren. Diese dritte
Reaktion wird durch eine Studie von Anderson et al. bestitigt, in der gezeigt wurde, dass die
Metabolisierung von polyaromatischen Kohlenwasserstoffen zu reaktiven Metaboliten
notwendig ist, um eine Kontakthypersensibilisierung auszulésen (Anderson et al., 1995).
Hieraus ergibt sich die Frage, welche Rolle die LZ in der Vermittlung von Immunantworten
gegen niedermolekulare Substanzen einnehmen, d.h. ob sie eine Kontaktdermatitis
induzieren, indem sie Neoantigene an T-Zellen présentieren, oder ob sie durch ihr tolerogenes
oder immunsuppressives Potential eine Immunreaktion gegen niedermolekulare Substanzen

verhindern.
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3. Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Expression und Funktion des
AHR in epidermalen Langerhans-Zellen.
Vor dem Hintergrund, dass Liganden des AHR durch die Induktion Fremdstoft-
metabolisierender Enzyme (XME) zu proteinreaktiven Substanzen umgesetzt werden und
eine Kontakthypersensibilisierung ausldosen konnen (Anderson et al., 1995) sollte geklart
werden, ob die Haut iiber Mechanismen verfiigt, die Immunantworten gegen harmlose
niedermolekulare Substanzen verhindern oder verstirken.
Hierfiir wurde untersucht, ob
1. der AHR in den Zellpopulationen der Epidermis exprimiert wird, und
2. seine Aktivierung mit TCDD zur Induktion von XME fiihrt, (was Liganden entweder
zu Haptenen metabolisieren konnte, oder Fremdstoffe zum Schutz des Korpers
abbauen kann)
3. das interagierende Netzwerk der epidermalen Zellen (LZ und Keratinozyten) durch die

Aktivierung des AHR mit TCDD betroffen ist.

Keratinozyt
Aktivierung iiber

Fremdstoffe @

Induktion LZ-modulierender Substanzen

Induktion von
v XME z.B. CYP1Al

Aktivierung iiber
Fremdstf ffe Strategie der Immunsuppression?

Physiologische Rolle?

—» Hautallergie?

Lz

Abb. 4: Schema zur Fragestellung.

Mittlerweile ist mehrfach beschrieben, dass der AHR auch physiologische Ablidufe neben dem
Fremdstoffmetabolismus reguliert, weshalb ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit darauf lag,
einen Vergleich von Zellen mit und ohne AHR durchzufiihren. Es wurde untersucht, ob

4. der AHR eine physiologische Rolle in LZ wahrnimmt

5. das interagierende Netzwerk der epidermalen Zellen (LZ und Keratinozyten) durch

das Fehlen des AHR betroffen ist
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II. Material und Methoden

1. Material

1.1 Feinchemikalien und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von Sigma, Deisenhofen bezogen.

Aqua dest. Hauseigene Reinstwasseranlage, TKA-LAB
Dinatriumhydrogenphosphat [Na,HPO4] Merck, Darmstadt
EDTA Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol, vergillt und unvergillt Carl Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat [KH,PO4] Merck, Darmstadt
Natriumchlorid [NaCl] Carl Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid [KCI] Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid [NaOH] Merck, Darmstadt
Ammoniumchlorid [NH4Cl] Carl Roth, Karlsruhe
Trypsin/EDTA PAA Laboratories
Trypsin ohne EDTA Invitrogen, Karlsruhe
BSA, Fraktion 5 Serva, Heidelberg
Tris Carl Roth, Karlsruhe

Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur wurden von Greiner (Frickenhausen) und Sarstedt

(Niimbrecht) bezogen.

1.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme fiir molekularbiologische Methoden

Agarose Peqlab, Erlangen
Chloroform Carl Roth, Karlsruhe
DNA-Léangenstandard, 100 bp-Leiter Invitrogen, Karlsruhe
DNase I (RNase frei) Invitrogen, Karlsruhe
25 mM EDTA Fermentas, St. Leon-Roth
dNTP, 10 mM Invitrogen, Karlsruhe
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
MMLYV Reverse Transkriptase (200 U/pl),

5x Reaktionspuffer Promega, Mannheim
100 mM DTT Promega, Mannheim
RNase Inhibitor (RNase out, 40 U/ul) Invitrogen, Karlsruhe
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Taq Polymerase (5 U/ul), 10x PCR-Puffer Natutec, Frankfurt

Oligo (dT-Primer) Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Sybr Green Quantace, Berlin
TRIzol™ Invitrogen, Karlsruhe

1.3 Puffer und Medien
Alle Puffer wurden sterilfiltriert oder autoklaviert und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) pH 7.4
140 mM NacCl

2 mM KCl

1,5 mM KH,PO4

8 mM Na,HPO,4x 2H,0

MACS-Laufpuffer
PBS + 0,5% BSA + 2 mM EDTA

FACS-Puffer

140 mM NacCl

4 mM KCI

2 mM KH,POq4

20 mM Na,HPO,x 2H,0
0,7mM EDTA

ACT-Puffer fur die Erythrozytenlyse, pH 7.2
17 mM Tris
160 mM NH4Cl

Zellkulturmedium (Komplettmedium) zur Kultivierung von epidermalen Zellen und LZ
500 ml RPMI (PAA Laboratories, Colbe)

50 ml Fotales Kdlberserum (PAA Laboratories)

Antibiotika: 100 U/ml Penicillin; 0,1 mg/ml Streptomycin (PAA Laboratories)

Zur Kultivierung von epidermalen Zellen und LZ wurde dem Medium 10 ml 7,5% NaHCOs

als Puffersubstanz zugefiigt.
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BSA-Dichtegradient

186 ml PBS

29 ml 1M NaOH

65 ml Aqua bidest

Die Losung wurde sterilfiltriert, mit 106 g BSA iiberschichtet und iiber Nacht bei 4°C (ohne

schiitteln) gelost.

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Wasser

4 ml DEPC wurden auf 2 1 Wasser gegeben und iiber Nacht geriihrt. Danach wurde die

Losung autoklaviert und aliquotiert.

Tris-Acetat-EDTA-Pufferlésung (TAE), pH 8.0
2ml 0,5M EDTA pH 8,0

40 mM Tris

20 mM Eisessig

Agarosegel 1%
0,4g Agarose in 40 ml TAE-Puffer

Die Agarose wurde durch Kochen gelost, der Losung wurde 1 pl einer Ethidiumbromidlosung

(10 mg/ml) zugefiigt.

Gel-Probenpuffer
50 % (v/v) Glycerin
0,01 % (w/v) Bromphenolblau in TAE

1.4 Monoklonale Antikorper und Fluorochromkonjugate

Fiir die durchflusszytometrische Analyse wurden die folgenden Maus-spezifischen Antikdrper

verwendet:
FITC  Fluorescein-Isothiocyanat PE Phycoerythrin
PerCP  Peridinin-Chlorophyll-Protein APC  Allophycocyanin
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Tabelle 1: Liste der verwendeten Antikdrper

Spezifitat Konjugat |Klon Hersteller

B220 PE RA3-6B2 BD Bioscience, Heidelberg

CD3¢ APC 145-2C11 eBioscience, San Diego, CA, USA
CDh4 APC RM4-5 BD Bioscience, Heidelberg
CDl11b PE M1/70 BD Bioscience, Heidelberg
CDll1c PE HL3 BD Bioscience, Heidelberg
CD16/32 Purified |2.4G2 BD Bioscience, Heidelberg
CD16/32 PE 2.4G2 BD Bioscience, Heidelberg
CD24a FITC M1/69 BD Bioscience, Heidelberg

CD40 Biotin 3/23 BD Bioscience, Heidelberg

CD44 FITC M7 BD Bioscience, Heidelberg

CD80 Biotin 16-10A1 BD Bioscience, Heidelberg

CD86 Biotin GL1 BD Bioscience, Heidelberg
CD207 Biotin 926G4 AbCys (Paris, Frankreich)
MHC-II APC M5/114.15.2 eBioscience, San Diego, CA, USA
MHC-II PE M5/114.15.2 | BD Bioscience, Heidelberg
Streptavidin FITC BD Bioscience, Heidelberg
Streptavidin PerCP BD Bioscience, Heidelberg

1.5 Materialien fiir die magnetische Zellseparation

Folgende microBeads und Magnetsdulen wurden von Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
bezogen:

Anti-PE microBeads

Magnetsdulen der Gro3e MS und LS

1.6 Oligonukleotide (Primer)

Introniiberspannende Oligonukleotide wurden mit dem Programm Primer 3 entworfen und

von Operon Biotechnologies GmbH, Koln synthetisiert.
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Tabelle 2: Liste der verwendeten Primer

Primer Sequenz (5'— 3") Annealing- | Fragment-

Bezeichnung temperatur | grof3e
AHR vorwirts AGG ACC AAA CAC AAG CTA GA .
AHR riickwiérts TGG AGA TCT CGT ACA ACA CA 20°C M1
AHRR vorwirts GCC AAT GCT GTC TAA TGA AG .
AHRR riickwirts AAC AGA GCA CCA AGA AAA CA e 336
Cdkn 1a vorwirts AAG AAG CCCAGTACTTCCT .
Cdkn 1a riickwirts CACTTC AGG GTT TTC TCT TG 26°C 21
Fiir die Echt-Zeit-PCR
CYP1A1 vorwirts TCC TTG CAT GTC CAT GTT TC 55°C 344
CYPI1AI riickwirts TGC ATA AGC AAA ATACAGTCCA
Fiir die konventionelle PCR
CYP1A1 vorwirts CCC ACA GCA CCACAAGAGA 60°C 499
CYPI1A1 riickwirts AAG TAG GAG GCA GGC ACA A
CYPI1BI1 vorwirts GAC CCG GAT GTT TTG TGA AT .
CYPI1BI riickwarts CAT GGT GAG CAG CAA AAG AA »C 22
GM-CSF vorwirts GCC ATC AAA GAA GCC CTG AA
GM-CSF riickwirts GCG GGT CTG CAC ACATGT TA 60°C 114
(Overbergh et al., 2003)
IL-1pB vorwiérts TGA AGG AGC TCC CTT GTC AT .
TL-1B riickwiirts TGC AGG CTA TGA CCA ATT CA 3¢ 286
IL-6 vorwirts ATG AAG TTC CTC TCT GCA AGA GACT
IL-6 riickwérts CAC TAG GTT TGC CGA GTA GAT CTC 51°C 638
IL-10 vorwirts GGT TGC CAA GCC TTA TCG GA
IL-10 riickwarts ACTGC TCC ACT GCCTTG CT 60°C 191
(Giulietti et al., 2001)
IL-15 vorwirts CAGTGA CTT TCATCCCAGTT .
IL-15 riickwarts CAT TTG GAC AAT GCG TAT AA e o
Mef 2A vorwiérts TAA GCA GTT CTC AAG CCA CT .
Mef 2A riickwirts TGA TGT TCT GGT TGG TGT TA 20°C 300
Naplll vorwirts GCC TAT TTT CGT GAA CAT TGA A s6°C ”
Napl11 riickwirts GAA TAG AAC CAT TTG GGG ACT G
RPS6 vorwirts ATT CCT GGA CTGACA GAC AC
RPS6 riickwirts GTT CTT CTT AGT GCG TTG CT S1-60°C 246
TNF-a vorwérts ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC CGC .
TNF-o. riickwiirts CCA AAG TAG ACC TGC CCG GAC TC 60°C 692

Alle Oligonukleotide wurden mit Aqua bidest. auf 100 uM verdiinnt und bei —20°C gelagert.
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1.7 Software

GraphPad Prism 4.0 GraphPad, San Diego, CA, USA

Office 2000 Microsoft, Redmond, WA, USA

Win MDI The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA
Cell Quest Pro und 3.3 BDBioscience, Heidelberg

Primer 3 Whitehead Institute for Biomedical Research;

Steve Rozen, Helen J. Skaletsky (1998)

1.8 Versuchstiere

Folgende Mausstimme wurden verwendet:
C57BL/6 wurden von Janvier (Le Genest-St-Isle, Frankreich) bezogen.
B6;129-AHR™P*J (AHR-defizient) sowie SKHI-Miuse wurden von Charles River

Laboratories (Sulzfeld, Germany) bezogen.

In den Experimenten wurden weibliche Mduse im Alter von 6 — 12 Wochen verwendet. Die
Tiere wurden im institutsinternen Tierhaus unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen
gehalten und geziichtet. Standardfutter (SNIFF Spezialdidten, Soest) und Wasser standen zur

freien Verfligung.

Alle Experimente wurden in Wahrung der deutschen Tierschutzgesetze durchgefiihrt.
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2. Methoden

2.1 Injektion von TCDD

Um die Auswirkungen von TCDD auf die Zellen der Haut zu untersuchen, wurden C57BL/6
Maiuse und AHR-defiziente Méuse mit 10 pg/kg in DMSO gelostem TCDD in Olivendl
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Das TCDD (LGC Promochem, Wesel) wurde zuvor auf 2 pg/ml
verdiinnt, so dass, je nach Gewicht des Versuchstieres, 90-100 pl appliziert wurden. Als
Kontrolle wurde das Loésungsmittel DMSO in Ol ip. appliziert. Nach verschiedenen
Zeitpunkten wurden die Méuse durch Ersticken mit CO, getdtet. Haut und verschiedene

Organe wurden flir Experimente unter aseptischen Bedingungen entnommen.

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von epidermalen Zellen

Die Isolierung primirer epidermaler Zellen wurde von zwei Hautregionen vorgenommen.
Zum einen wurden die Zellen aus der Haut der Ohren gewonnen, und zum anderen aus der
Riickenhaut. Die Ohren wurden am Knorpel abgeschnitten und in kaltem PBS bis zur
Weiterverarbeitung gelagert. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Ohren kurz in 70%
Ethanol desinfiziert, nochmals in sterilem PBS gewaschen, fiir ca. 5 min getrocknet und
anschlieend entlang der zentralen Knorpelschicht geteilt. Die Ohrhilften wurden mit der
dermalen Seite in einer Petrischale auf 0,25% Trypsin/PBS fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Die Riickenhaut wurde vor der Verarbeitung mit Pinzetten von den Haaren befteit,
anschlieend fiir ca. 5 Sekunden in 70% Ethanol zur Desinfektion geschwenkt und danach in
sterilem PBS gelagert. Vor der Inkubation auf Trypsin musste das subkutane Fett der
Riickenhaut mit einem Skalpell entfernt, und die Haut in ca. 1 cm? groBle Stiicke geschnitten
werden. Nach der Inkubation lieB sich die Epidermis beider Hautregionen mit Hilfe einer
Pinzette von der Dermis trennen.

Fiir die Gewinnung von Keratinozyten wurde die Epidermis in Komplettmedium gelegt und
mechanisch durch Zerzupfen und vorsichtiges Zerdriicken mit Pinzetten und Stempeln eine
Einzelzellsuspension hergestellt.

Sollte die Epidermis zur Analyse oder Aufreinigung von Langerhans-Zellen verwendet
werden, wurde die Epidermis in Komplettmedium mit 130 U/ml DNase I (Invitrogen,

Karlsruhe) fiir weitere 15 min. inkubiert, um dann mit Pinzetten und Stempeln eine
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Einzelzellsuspension herzustellen. Die Zellsuspensionen wurden zweimal durch
Zentrifugation bei 300 x g fiir 8 min bei 4°C in PBS gewaschen. Die Zellzahl und der Anteil

der lebenden Zellen wurden mittels Trypanblauexklusion in der Neubauerkammer bestimmt.

2.2.2 Anreicherung von Langerhans-Zellen

LZ wurden aus Suspensionen epidermaler Zellen angereichert. Dafiir wurden die epidermalen
Zellen zunichst fiir 16 Stunden in Komplettmedium kultiviert. Hier fand eine Anreicherung
dadurch statt, dass Keratinozyten und Melanozyten adhirent wachsen, LZ aber im Uberstand
verbleiben (Schuler et al., 1985b). Der Uberstand wurde entnommen und die LZ iiber einen
BSA-Dichte-Gradienten bis auf ca. 30% aufgereinigt. Dafiir wurden die Zellen in 4 — 5 ml
BSA-Losung (Zusammensetzung siche Abschnitt I1.1.3) aufgenommen, mit 1,5 ml Komplett-
medium tiberschichtet, und fiir 15 min. bei 4°C und bei 9500xg ohne Bremse zentrifugiert. LZ
befanden sich auf Grund der geringeren Dichte in der Interphase. Die angereicherte
Zellsuspension wurde zur Absidttigung der Fc-Rezeptoren mit einem CD16/32 Antikdrper
(Fc-Block) fiir 15 min. bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit anti-MHC-II-
PE durch Inkubation fiir 15 min. bei 4°C geférbt. Die Zellen wurden nach dem Waschen auf
eine Zelldichte von 1x10” Zellen/ml PBS eingestellt, so dass sich bei der anschlieBenden
FACS-Sortierung eine Durchflussrate 500 — 1000 Zellen pro Sekunde ergab.

Die Sortierung der lebenden MHC-II positiven Zellen erfolgte im ,,Single cell Modus der
Steuerungssoftware. Die Zielzellen wurden in 50 ml Polypropylenréhrchen gesammelt, in
welche jeweils 5 ml 10% FKS in PBS (v/v) vorgelegt wurde. Um unspezifische Adhésion der
Zellen an die Plastikoberfliche zu vermeiden, wurden diese Rohrchen zuvor fiir mindestens
24 Stunden mit 50 ml 10% FKS in PBS bei 4°C gelagert, das vor der Sortierung bis auf 5ml
abgegossen wurde. Die sortierte Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert und
zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellzahl wurde mittels Neubauerkammer bestimmt und die
Reinheit im FACS kontrolliert. Durch die Sortierung ergab sich eine Reinheit von mindestens

95% (siehe Abb. 5).
Abb. 5: Reine LZ wurden

Ik o

=¥ @ durch Sortierung am FACS
27
7 ] " aus epidermalen Zellen
T = 99,3%
o . L | | gewonnen. Es wurden
] E - - ‘_._:- i w ] '

3 i é/ t Anreicherungen von iiber 95%
D-n' R T 7% e o 102 107 10* erreicht. Das Punktwolken-
FSC-Height mHCI PE

diagramm zeigt eine definierte
Population in Grofle (FSC-Height) und Granularitit (SSC-Height), das Histogramm zeigt das Ergebnis einer

Reinheitsiiberpriifung nach der Sortierung (schwarze Kurve = angereicherte LZ; graue Kurve = Isotypkontrolle).
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2.2.3 Priparation einer Einzelzellsuspension aus Organen

Leber, Thymus und Milz wurden entnommen und in kaltem PBS bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert. Die Organe wurden in einer Petrischale in PBS zerkleinert und mit
Hilfe eines Stempels homogenisiert. Zur RNA-Isolation wurden Leber und Thymus in 1 ml
TRIzol™ aufgenommen. Die RNA wurde, wie unter Abschnitt 11.2.3.1 beschrieben, isoliert.

Um die T-Zellen aus der Milz zu isolieren, wurden zunéchst die Gewebereste durch Filtration
iiber eine Nylongaze (BD Bioscience, Heidelberg) mit einer Maschenweite von 100 pm
entfernt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 300xg, 4°C, 8 min. pelletiert. Zur Lyse
der Erythrozyten in der Milzsuspension wurde das Pellet in 5 ml hypotoner ACT-Losung
aufgenommen und 5 min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 ml
kaltem PBS gestoppt. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert und nach Bestimmung der
Zellzahl wurden die T-Zellen iiber magnetische Zellseparation nach Angaben des Herstellers

aufgereinigt (siehe auch 11.2.2.7).
2.2.4 Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Extrazelluliire Firbung

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mit bis zu 1,5 x 10° Zellen in einem Volumen
von 100 pl PBS durchgefiihrt. Die Zellen wurden zunéchst mit 0,5 pg Fc-Block fiir 10 min.
bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindung iiber den Fc-Rezeptor zu vermeiden.
Anschlieffend wurden die Zellen mit den jeweils angegebenen spezifischen Fluorochrom-
bzw. Biotin-konjugierten Antikorpern fiir 15 min. bei 4°C geférbt. Die Antikdrper wurden in
einer Menge von 0,02 pg — 0,5 pg eingesetzt. Die Zellen wurden gewaschen, und biotinylierte
Antikorper wurden in einem zweiten Schritt mit Fluorochrom-gekoppeltem Streptavidin
erneut fiir 10 min. bei 4°C inkubiert. Um antigenunspezifische Bindungen von spezifischen
Bindungen zu unterscheiden, wurden Féarbungen mit Antikérpern gleichen Isotyps aber
irrelevanter Spezifitit durchgefiihrt. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen zur Messung

in 100 - 200 pl PBS aufgenommen.

2.2.4.2 Intrazellulire Farbung

Die intrazelluldre Farbung mit CD207 erfolgte nach Fixierung mit Paraformaldehyd und
Permeabilisierung mit Saponin. Die Zellen wurden in 2% Paraformaldehyd in PBS fiir 20
min. im Dunkeln bei RT inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen in 0,5% Saponin in
PBS/1% BSA 10 min. bei 4°C inkubiert. Die folgenden Farbe- und Waschschritte erfolgten
ebenfalls in der Saponinldsung. Die Inkubation mit dem anti-CD207 Antikorper erfolgte fiir
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45 min. bei 4°C. Da es sich um einen biotinylierten Antikdrper handelte, wurde eine
Inkubation fiir 10 min. bei 4°C mit PerCP-gekoppeltem Streptavidin angeschlossen. Fiir die
FACS-Analyse wurden die Zellen in 100 - 200 pl PBS aufgenommen.

2.2.4.3 Phagozytose-Assay

1,5 x 10° epidermale Zellen (siehe I1.2.2.1) wurden in einer Konzentration von 0,5 mg FITC-
Dextran/ml PBS /10% FKS fiir 45 min. bei 37°C inkubiert. Ein Aliquot der Zellen wurde mit
identischer FITC-Dextran-Konzentration auf Eis inkubiert, um unspezifische Bindung von
aullen an der Zellen abschitzen zu konnen. Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal
mit eiskaltem PBS/FKS gewaschen. Um die LZ detektieren zu kdnnen, wurden die Zellen zur
Absittigung der Fc-Rezeptoren mit Fc-Block fiir 15 min. bei 4°C inkubiert. Nachfolgend
wurden die LZ mit anti-MHC-II-PE fiir 15 min. bei 4°C gefirbt und die Aufnahme griin-

fluoreszierender Dextranpartikel durchflusszytometrisch bestimmt.

225 ELISA

Epidermale Zellen wurden wie unter 11.2.2.1 beschrieben isoliert und in einer Zelldichte von
10°ml in 12-well Platten kultiviert. Der Kulturiiberstand wurde nach zwei Tagen
abgenommen und bis zur Testung bei —20°C eingefroren. Der ELISA wurde nach
Herstellerangaben mit 50 ul unverdiinntem Uberstand durchgefiihrt. Verwendet wurden der

GM-CSF-ELISA und der IFN-y-ELISA von eBioscience (San Diego, CA, USA)

2.2.6 Kultivierung epidermaler Zellen mit GM-CSF

Epidermale Zellen wurden in einer Konzentration von 10° Zellen/ml mit 10 ng/ml GM-CSF
(Uberstand von mGM-CSF exprimierenden Ag8/653 Zellen, freundlicherweise iiberlassen
von M. Winter, IUF) kultiviert. 48 Stunden spéter wurden die Zellen geerntet und im FACS

analysiert.

2.2.7 Proliferationsassay

Die Effektivitit von LZ aus Wildtyp- und AHR-defizienten Méusen beziiglich ihrer
Stimulation von T-Zellen, wurde mit Hilfe der allogenen T-Zell-Stimulation festgestellt.
Hierfiir wurden epidermale Zellen aus Wildtyp- und AHR-defizienten Méusen isoliert und fiir
24 Stunden kultiviert. Die LZ wurden vor der Ko-Kultivierung mit den T-Zellen iiber einen
BSA-Gradienten auf 10-15% angereichert. Der Haplotyp der C57BL/6 Miuse ist H-2". Fiir
die allogene T-Zell-Stimulation wurden die T-Zellen aus der Milz von SKH1 hairless Médusen

mit einem undefinierten Haplotyp verwendet. Die T-Zellen wurden durch Depletion von
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CDI11c" B220" und CD11b" Zellen iiber MACS auf 85-90% angereichert. Dafiir wurde die
Milzzellsuspension (siehe 11.2.2.3) fiir 10 min. bei 4°C mit entsprechenden PE-gekoppelten
Antikorpern inkubiert. 3 x 107 Zellen wurden gewaschen und in 270 ul MACS-Laufpuffer
aufgenommen. Nach Zugabe von 30 pl anti-PE Beads wurde fiir 10 min. bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Die Zellen wurden mit der 10-fachen Menge an Laufpuffer gewaschen und in 500
ul Laufpuffer aufgenommen. Die Zellen wurden iiber eine Magnetsdule aufgetrennt, und der
Durchfluss mit den angereicherten T-Zellen im FACS analysiert.

Je 2 x 10° T-Zellen wurden mit 100-10000 LZ fiir drei Tage in einer Rundboden 96-well
Platte kultiviert. Die Proliferation der T-Zellen wurde durch Zugabe von 0.5 uCi *H-
Thymidin pro well fir 18 Stunden bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit einem
Mikrotiterplatten-Zellerntegerédt (Inotech, Dottikon, Schweiz) und einem Szintillationszéhler

(Perkin Elmer Life Science, Zaventem, Belgien).

2.2.8 Inkubation mit dem Histondeacetylase-Inhibitor Natriumbutyrat

Zur Steigerung der AHR-Aktivitdt wurden epidermale Zellen fiir 24 Stunden mit 5-25 mM

Natriumbutyrat kultiviert. Die Substanz lag in einer Stammldsung von 1 M in PBS vor.

2.2.9 Apoptose-Assay

Zum Nachweis der Apoptose wurde der Annexin-V Assay verwendet. Annexin-V bindet
spezifisch und Ca’"-abhingig an Phosphatidylserin, das in friihen Apoptosestadien durch
Umklappen der Zellmembran auf der AuBenseite der Zelle auftritt. Zur Bestimmung
apoptotischer Zellen, wurde das Apo Target-Kit von Biosource (Camarillo, CA, USA)
verwendet. Der Ansatz wurde mit Annexin-V Binding Puffer gewaschen und mit 5 pl
Annexin-V-FITC fiir 15 min. bei RT im Dunkeln inkubiert und im FACS, nach Gegenfarbung
mit anti-MHC-II Antikorper, analysiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Priiparation fiir 1 — 10 x 10° Zellen

Die RNA wurde mit Hilfe von TRIzol™ nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll fiir
die Isolation der Gesamt-RNA aus Zellen und Organen prépariert.

Die Zellen wurden in 500 pl TRIzol™ aufgenommen und nach Zugabe von 100 pl
Chloroform 15 sec gemischt. Nach einer 15miniitigen Zentrifugation bei 14000xg hatten sich

drei Phasen gebildet, die untere organische Phase, ein Interphasering und die obere
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wasserlosliche Phase. Proteine und hochmolekulare genomische DNA befinden sich vor
allem in der Interphase, die RNA ist in der oberen wasserloslichen Phase. Letztere wurde in
ein frisches Reaktionsgefal tiberfiihrt. Mit 250 pl Isopropanol konnte die RNA wihrend einer
Lagerung fiir 15 min. bei RT ausgefillt werden. Die RNA wurde durch Zentrifugation
pelletiert und zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde fiir 5 — 10 Minuten

an der Luft getrocknet, bevor es in 20 — 30 pl RNase-freiem Wasser aufgenommen wurde.

Bei der Gewinnung der RNA aus Organen wurde das Gewebe mit Schere, Pinzette und
Stempel zerkleinert und abzentrifugiert. Aus dem Zellpellet wurde dann, ebenfalls mit Hilfe
von TRIzol™, die Gesamt-RNA gewonnen. Die préparierte RNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3.2 RNA-Priiparation fiir <1 x 10° Zellen

Fiir die RNA-Isolation aus LZ wurde ein modifiziertes Protokoll nach Baugh (Baugh et al.,
2001) angewendet. Das Zellpellet wurde in 300 pl TRIzol™ aufgenommen. Nach Zugabe von
5 pg linearem Polyacrylamid, das die Fillung der RNA erleichtert, wurden die Proben 10 sec
gevortext. Es wurden je 60 pl Chloroform zugefiigt und nochmals 30 sec gevortext. Nach
einer Sminiitigen Zentrifugation bei 14000xg wurde die RNA, die sich in der oberen
wasserloslichen Phase befand, in ein frisches Gefal3 tiberfiihrt und mit 180 pl Isopropanol
gemischt. Die RNA wurde zur Féllung iiber Nacht bei —20°C gelagert. Danach wurde die
RNA durch Zentrifugation fiir 20 min. bei 14000xg pelletiert und zweimal mit 70%igem
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde fiir 5 — 10 Minuten an der Luft getrocknet, bevor es in

15 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen wurde.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentration der RNA-L&sung wurde {iber die Messung der optischen Dichte bei einer
Wellenldnge von 260 nm in 1 pl mit Hilfe des Nanodrops (Spectrophotometer ND-1000;
Peqlab) bestimmt. Der Quotient aus OD 260/0D 280 gibt die Reinheit der RNA an, der fiir
reine RNA bei 1,7 — 2 liegt.

2.3.4 RNA-Amplifikation

Das Genexpressionsprofil von LZ aus unbehandelten Wildtyp-Mausen sollte mit LZ aus
TCDD-behandelten Méusen verglichen werden, ebenso wie das Profil von LZ aus Wildtyp-
Maiusen mit LZ aus AHR-defizienten Méausen. Fiir ein Microarray-Experiment wird eine
Ausgangsmenge von mindestens 5 pg Total-RNA bendtigt, was eine Amplifikation der iso-

lierten RNA (200-500 ng) erforderte. Fiir die Amplifikation von 100 ng Total-RNA wurde das
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MessageAmpTM II aRNA Amplification Kit (Ambion, Austin, USA), welches nach dem
Prinzip von Eberwine arbeitet (Eberwine et al., 2002), nach Angaben des Herstellers
verwendet (siche Abb. 6). In zwei unabhingigen Studien wurde beschrieben, dass durch die
Verwendung der mRNA-Amplifikation keine signifikanten Verschiebungen beziiglich der
relativen Haufigkeit der mRNAs auftreten, und daraus die urspriingliche relative mRNA-
Verteilung in den zu untersuchenden Zellen erhalten bleibt (Baugh et al., 2001; Pabon et al.,
2001)

S~ IRNA — \ian 3

+ T7 Oligo (dT) Primer: TTTT-T7

reverse Transkription zur Synthese eines cDNA-Einzelstrangs durchgefiihrt,

Durch Zugabe von reverser Transkriptase und des T7 Oligo (dT) Primer, wird eine
der die Promotorsequenz der RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 enthlt.

3- TTTT-T7-5

Mittels DNA-Polymerase wird die Synthese der Zweitstrang cDNA-Synthese zu
doppelstrangiger cDNA katalysiert. Die RNA wird mit RNase H abgebaut.

5 AAAA-T7-3°
3 TTTT-T7-5"

Bei der in vitro-Transkription wird das Template mit der
RNA-Polymerase T7 zu aRNA (antisense RNA) amplifiziert

37 ~—" " UUUU-5’
37— ™\ UUUU-5
37 >—" X UUUU-5'

Abb. 6: Schema zur Amplifikation von RNA nach Eberwine (1992).

2.3.5 Mikroarray-Analyse — Probenvorbereitung und Auswertung

Die amplifizierte RNA wurde in einer weiteren in vitro-Transkription durch Zugabe
biotinylierter Nukleotide markiert (Enzo Bio Array™HighYield™ RNA transcript labeling
kit; Affymetrix, High Wycombe, UK). Die Aufreinigung und Fragmentierung der Proben
erfolgte mit Hilfe des ,,Affymetrix GeneChip Sample Cleanup Moduls“ nach Hersteller-
angaben. Die Reinheit und Integritit der Proben wurde zu mehreren Zeitpunkten wahrend des
Experiments mittels Gelelektrophorese Ttberpriift. Alle weiteren Schritte, wie die
Hybridisierung der Proben auf die Chips, die Farbung mit Phycoerythrin und das Scannen der
Chips wurden von der Affymetrix Core Lab Facility an der Heinrich-Heine-Universitit
durchgefiihrt. Die RNA wurde auf einen ,,Mouse 430A Gene Chip“ von Affymetrix
hybridisiert, der 22690 gespottete Transkripte (,,probe sets*) enthélt, die durch eine Proben-1D
eindeutig  gekennzeichnet sind. Jedes Transkript beinhaltet 22 unterschiedliche
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Oligonukleotid-Fragmente aus 25 Nukleotiden (,,probe cells®). 11 dieser Fragmente haben
eine perfekte Hybridisierungssequenz (,,perfect match®), wihrend 11 Fragmente durch einen
Nukleotid-Austausch an Position 13 von der genauen Sequenz abweichen (,,mismatch®). Die
Perfect Match und Mismatch-Informationen des Chips wurden genutzt, um nach Vergleich
mit einem Schwellenwert zu entscheiden, ob das einzelne Transkript in dieser Probe
exprimiert wird, und somit als ,,present®, ,,marginal® oder ,,absent* gewertet wird.

Fiir die Evaluation der Daten enthélt der Genchip auflerdem Hybridisierungskontrollen, Poly-
A-Kontrollen, Normalisierungskontrollen und Haushaltsgen-Kontrollen.

Die Normalisierung und Umwandlung der beim Scannen der Chips erhaltenen
Intensitdtsdaten in Signalstirken (Log2 Expression) wurde freundlicherweise von Markus
Frericks mit dem ,,Bioconductor affy package* und dem RMA (robust microarray analysis)
Algorithmus vorgenommen. Die Microarraydaten der LZ aus TCDD-behandelten und
DMSO-behandelten Mausen sind im ,,Gene Expression Omnibus‘ unter der Serie GSE 9506
hinterlegt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

2.3.6 Reverse Transkription

Die RNA-Menge wurde durch die Messung der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt. Je 0,2
— 1 pg der nach 11.2.3.1 und I1.2.3.2. praparierten RNA wurde mittels Reverser Transkriptase
in cDNA umgeschrieben. Um die Vervielfiltigung genomischer DNA auszuschliefen, wurde
die RNA vor der RT-PCR mit DNase I inkubiert, um die genomische DNA abzubauen.
Hierzu wurden in einem 10 pl Ansatz der RNA 1 ul 10x Puffer mit Magnesium und 1 pl
DNase I (1 U/ul) gegeben und 15 Minuten bei RT inkubiert. Mit 1 pl 25 mM EDTA wurde
die DNase I in 10 min. bei 65°C inaktiviert. Die DNase-behandelte RNA wurde mit 2 pl
Oligo-(dT)-Primer (1 pg/pl) fiir 5 min. bei 60°C zur Hybridisierung inkubiert. Nach Zugabe
von 7 ul DEPC-Wasser, 8 ul Reaktionspuffer, 4 ul DTT (100 mM), 4 ul dNTP, 2 pl RNase-
Inhibitor (40 U/ul) und 2 pl Reverser Transkriptase (200 U/ul) wurde der Ansatz fiir 60 min.
bei 37°C zur Elongation und fiir 10 min. bei 70°C zur Inaktivierung der Reversen

Transkriptase inkubiert. Die entstandene cDNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3.7 Polymerase Kettenreaktion

Die PCR-Reaktion wurde in diinnwandigen 0,5 ml Reaktionsgefillen auf Eis angesetzt. Ein
Gemisch von 25 pul, bestehend aus 1x PCR-Puffer, 200 uM dNTP, 1 uM Vorwirts- und
Riickwirtsprimer, 1,5 mM MgCl, und 1 U Tag-Polymerase wurde vorgelegt. Die Kon-
zentrationen wurden mit Aqua bidest. eingestellt. Zu dem Reaktionsgemisch wurde je 1 —2 pl

cDNA gegeben. Fiir eine Negativkontrolle wurde eine Reaktion ohne cDNA mitgefiihrt. Die
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mRNA des konstitutiv exprimierten Haushaltsgens ribosomales Protein S6 (RPS6) wurde als
Referenz fiir die Gesamtmenge an ¢cDNA in der Priparation amplifiziert. Uber eine PCR mit
spezifischen RPS6-Primern lassen sich auf Grund der Bandenstirke die DNA-Mengen
vergleichen. Die Banden auf einem Gel lassen sich dadurch miteinander vergleichen, um
Aussagen iiber die Expression und deren Anderung in Abhingigkeit unterschiedlicher
Bedingungen machen zu konnen. Die PCR wurde in einem Thermocycler (Trio, Biometra,

Gottingen) mit folgendem Ablauf (Tab. 3) durchgefiihrt:

Tabelle 3: Allgemeine Schritte der konventionellen PCR

Inkubationszeit Inkubationstemperatur Ereignis
1x 5 min 95°C Denaturierung der DNA-Matrize
60 sec 95°C Denaturierung der DNA-Matrize
25-35x |60 sec Primer-spezifisch Anlagerung der Primer
90 sec 72°C Verldngerung der Primer
1x 10 min 72°C Verldangerung der Primer

2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der amplifizierten Produkte erfolgte als Horizontalgel-Elektrophorese in
einem 1 %igen Agarosegel mit 10 pg Ethidiumbromid. Je 10 pl Probe wurden mit 2 pl Gel-
Probenpuffer vermischt. 10 pl dieser Mischung wurden auf das Gel aufgetragen. Als Langen-
standard wurden 0,5 ng/Spur des Molekulargewichtsmarkers, der eine 100 bp-Leiter liefert,
aufgetragen. Die DNA wurde bei 90 V fiir 30 min. aufgetrennt, als Laufpuffer diente 1 x
TAE. Die Auswertung erfolgte als Videodokumentation (UV Solo, Biometra, Gottingen)
unter UV-Licht bei 302 nm.

2.3.9 Echt-Zeit-PCR (engl. Real-time-PCR)

Bei der Echt-Zeit-PCR ldsst sich die Akkumulation der PCR-Produkte {iber eine
Fluoreszenzmessung wihrend der Reaktion verfolgen. Dafiir wird ein Fluorophor eingesetzt
(in diesem Fall Sybr-Green), welches spezifisch an Doppelstrang-DNA bindet. Die
Fluoreszenzintensitit verhdlt sich proportional zur doppelstringigen DNA-Menge im
Reaktionsansatz und lédsst sich am Computer verfolgen. Die PCR wurde in einem Rotor-Gene
RG-3000 (Corbett, LTF Labortechnik, Wasserburg) durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz bestand
aus 7,5 ul SYBR Green PCR Master Mix (Quantace, Berlin), 1 uM Vorwirts- und 1 uM
Riickwartsprimer, 2 pl cDNA und RNase freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 15 pl.

Die Echt-Zeit-PCR wurde mit folgendem Ablauf durchgefiihrt:

35



Material und Methoden

Tabelle 4: Allgemeine Schritte der Echt-Zeit-PCR

Inkubationszeit Inkubationstemperatur Ereignis
1x 15 min 95°C Denaturierung der DNA-Matrize
15 sec 95°C Denaturierung der DNA-Matrize
40-50x 20 sec Primer-spezifisch Anlagerung der Primer
30 sec 72°C Verlidngerung der Primer
2 sec 72°C Aufnahme des Fluoreszenzsignals
1x 0,1°C/sec 65°C-95°C Schmelzkurve

2.3.9.1 Erstellung einer Standardkurve

Die Dauer, welche bendtigt wird, um eine bestimmte PCR-Produktmenge, die man als
Schwellenwert festlegt, zu erreichen, ist linear abhéngig vom Logarithmus der urspriinglich
eingesetzten Konzentration der Zielsequenz. Der Zyklus, zu welchem der Signalverlauf einer
Probe den gegebenen Schwellenwert tiberschreitet, wird als Crossing Point bezeichnet.
Werden die Crossing Points gegen den Logarithmus der eingesetzten Kopienzahl aufgetragen,
entsteht eine Standardkurve, mit deren Hilfe die Probenkonzentration unbekannter Proben
anhand der Crossing Poinst bestimmt werden kann.

Um definierte Konzentrationen einer Zielsequenz einzusetzen, wurde eine PCR durchgefiihrt
und das PCR-Produkt mit Hilfe des Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Konzentration wurde {iber die optische Dichte bei

260 nm nach folgender Formel bestimmt:

OD260nm * V * F
My, * L * 10°
OD 260nm = optische Dichte bei 260 nm
V = Verdiinnungsfaktor
F = Multiplikationsfaktor (50 bei doppelstrangiger DNA)
M,, = Molekulargewicht je Base (660 g/mol)
L = Lange des PCR-Produkts in Basenpaare

Konzentration [mol/pul] =

Kopien/ul = Konzentration [mol/ul] * Avogadrosche Konstante

2.3.9.2 Semiquantitative PCR

Um die Menge eines PCR-Produkts abschdtzen zu konnen, wurden die Ansétze gegen das
Haushaltsgen RPS6 abgeglichen. Dafiir wurden in der PCR die Proben im gleichen PCR-Lauf
mit den zu testenden Primern und den RPS6 Primern amplifiziert. Nach dem Lauf wurde der

sogenannte delta-CP aus der Differenz der Crossing Points des zu testenden Transkripts und

RPS6 gebildet. Die Differenz der delta-CP der unbehandelten und der behandelten Probe
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wurden zum delta-delta CP verrechnet. Zur Berechnung der x-fachen Induktion wurde der

delta-delta CP als Potenz zur Basis 2 verwendet (Pfaffl, 2001).

2.4 Immunhistochemischer Nachweis von LZ in Epidermishiutchen

Epidermishdutchen wurden von Ohren hergestellt. Dafiir wurden die Ohren nach Desinfektion
in 70%igem Ethanol und Waschen in PBS mit der dermalen Seite auf 20mM EDTA/PBS
Losung pH 7,3 fiir 3,5 Stunden bei 37°C inkubiert. Nachdem die Ohrhélften weitere 30
Minuten bei RT auf PBS gelegen haben, lieB sich die Epidermis leicht von der Dermis
trennen. Die Epidermis wurde fiir 20 Minuten in —20°C kaltem Aceton fixiert, danach in PBS
kurz gewaschen und durch einstiindige Inkubation in PBS/10% FKS bei RT die
unspezifischen Bindungen geblockt.

Zur Detektion der LZ wurden die Epidermishdutchen iiber Nacht bei 4°C mit einem aufge-
reinigten unkonjugierten anti-I-A/I-E (Klone M5/114) von Pharmingen (Heidelberg) inku-
biert. Die Farbung erfolgte mit dem Texas Red-X gekoppelten sekundidren Antikorper Ziege
anti-Ratte IgG (H+L) (Molecular probes, Leiden, Niederlande) fiir 3,5 Stunden bei Raum-
temperatur. Nach einem weiteren Waschschritt fiir 10 min in PBS wurde die Epidermis glatt
auf einen Objekttrager gelegt und mit Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck) eingedeckelt. Die

LZ sind als rot fluoreszierende Zellen am Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

2.5 Statistik

Zur Bewertung der Unterschiede bei den Ergebnissen zwischen den verschiedenen Gruppen,
wurde ein Students t-Test zur Berechnung der Signifikanz durchgefiihrt. Der Students t-Test
setzt eine Gaul}’sche Normalverteilung der Werte voraus. War diese Voraussetzung nicht
gegeben, wurde die Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind als ,,Mittelwert £ SEM* oder bei der Darstellung von Histogrammen oder
Bildern als reprédsentatives Ergebnis gezeigt. Die Unterschiede zwischen den zu
vergleichenden Gruppen wurde als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 (), p <

0,01 (++) oder p < 0,001 (+++) war.
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I11. Ergebnisse

1. Isolation und Anreicherung epidermaler Zellpopulationen

Die Epidermis setzt sich aus verschiedenen Zelltypen zusammen. Die beiden Populationen,
die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, umfassen Keratinozyten und LZ. Die
Untersuchung von LZ setzte ihre eindeutige Identifizierung voraus. Um Verdnderungen des
Transkriptoms zu analysieren war das Vorhandensein reiner Populationen unerldsslich. Da die
Epidermis zu etwa 90% aus Keratinozyten besteht, wurde auf eine weitere Anreicherung
dieser Zellpopulation verzichtet. LZ gehdren zur Familie der dendritischen Zellen (DZ),
welche in der Durchflusszytometrie {iblicherweise iiber das Integrin CDllc und die
Ausprigung von MHC-II identifiziert werden (Banchereau et al., 1998). Bei der
durchflusszytometrischen Analyse epidermaler Zellen zeigten sich zwei Populationen (Abb.
7A). Die eine exprimierte weder CD11c noch MHC-II, die andere Population (2,6%) war
MHC-II positiv aber negativ fiir CD11c. Die Herstellung einer epidermalen Zellsuspension
erfordert die vorherige Trennung der Epidermis von der darunter liegenden Dermis, was
durch eine zweistiindige Behandlung mit der Protease Trypsin erreicht wurde. Es wurde daher
untersucht, ob das Oberflachenprotein CD11c¢ durch Trypsin verdaut und deshalb nicht auf
den MHC-II positiven Zellen detektierbar war.
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Abb. 7: CD11c wird durch Trypsin abgebaut. A) Frisch isolierte epidermale Zellen wurden mit Antikérpern
gegen CD1lc und MHC-II gefarbt und im FACS analysiert. B) Milzzellen wurden isoliert und mit Trypsin
(0,25% in PBS) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen CD11c und MHC-II gefarbt
und im FACS analysiert. Es wurden nur lebende MHC-II'/CD11c" Zellen beriicksichtigt.

Hierfiir wurde eine Einzelzellsuspension der Milz hergestellt, in der sich etwa 5% MHC-
II'/CD11c" DZ befinden. Die Zellen wurden fiir zwei bis zehn Minuten mit derselben
Konzentration an Trypsin behandelt, die auch zur Trennung von Epidermis und Dermis

eingesetzt wurde, anschlieend wurde die Auspragung von CDI11c vitaler MHC-II positiver
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Zellen iiber die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) im FACS bestimmt. Abbildung 7B zeigt,
dass bereits nach einer flinfminiitigen Inkubation mit Trypsin schon eine erkennbare
Reduktion der CD11c Expression vorlag. Nach acht und zehn Minuten war der Unterschied
zu unbehandelten Zellen signifikant. CD11c erwies sich demnach als ungeeigneter Marker zur
Identifizierung von epidermalen LZ.

Um die Moglichkeit auszuschlieen, dass es sich bei der MHC-II positiven Population um

kontaminierende B-Zellen und Makrophagen handelte

0%

wurden epidermale Zellen anhand eines LZ-spezifischen

104

Oberflichenproteins analysiert. Langerin (CD207) wurde
2000 von Valladeau et al als exklusiver LZ-Marker
beschrieben. (Valladeau et al., 2000). Allerdings ist ein

2,7%

CD207
102

101

entsprechender Antikorper erst seit kurzem kommerziell

100

MHCII erhiltlich, und die notwendige intrazelluldre Féarbung mit

Abb. 8: Alle MHC-II* Zellen diesem Antikorper technisch aufwindig. In einer Firbung
der Epidermis exprimieren

CD207. Epidermale Zellen

wurden isoliert, mit spezifischen  gezeigt werden, dass alle MHC-II positiven Zellen der
Antikorpern gegen CD207 und ) ) o o )
MHC-II gefirbt und im FACS  Epidermis CD207 exprimieren, und damit eindeutig als LZ

analysiert.

von epidermalen Zellen mit MHC-II und Langerin konnte

klassifiziert werden konnen (Abb. 8).

Eine generelle Herausforderung beim Arbeiten mit LZ besteht darin, dass diese Zellen in
verschiedenen Reifestadien vorkommen, wobei sich Phénotyp und Funktion wéhrend der
Reifung verdndern (Romani et al., 2003; Steinman, 2003). Dies hat wiederum Einfluss auf die
Interpretation der vorliegenden Ergebnisse. In der unbehandelten Haut liegen LZ in einem
unreifen Status vor, welcher durch die fehlende Ausprigung ko-stimulatorischer Molekiile
(Abschnitt I11.4.4) und eine hohe Phagozytosekapazitit (Abschnitt I11.4.5) charakterisiert ist.
Sobald die Zellen aus der Haut isoliert werden, beginnt der Reifungsprozess, welcher mit der
Aufregulation ko-stimulatorischer Molekiile einhergeht. Die Zellen verlieren ihre
Phagozytosekapazitdt und werden zu effektiven Stimulatoren der T-Zell-Proliferation. In der
vorliegenden Arbeit wurden die LZ in verschiedenen Reifestadien untersucht. Fiir eine
bessere Nachvollziehbarkeit sind in Abbildung 9 die in den folgenden Experimenten

verwendeten Zelltypen und ihr Reifestatus schematisch dargestellt.
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Abb. 9: Schema zur Art und Verwendung von epidermalen Zellen und LZ. Fiir die Untersuchung der Expression und Funktion des AHR in den Zellen der
Epidermis wurden LZ in unterschiedlichen Reifestadien (unterstrichen) verwendet. Die jeweiligen Experimente sind in fetter Schreibweise angegeben. Der Stern (*)
bezeichnet die Experimente, bei denen LZ (Iebende MHC-II+ Zellen) in einer epidermalen Zellsuspension analysiert wurden.
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2. Langerhans-Zellen exprimieren den AHR

Zur Untersuchung der Rolle des AHR in der Epidermis war es zunédchst erforderlich, dessen
Auspriagung in den unterschiedlichen Zellpopulationen mittels PCR zu quantifizieren (Abb.
10). Die RNA wurde aus der gesamten Epidermis (siche Abb. 9, Population E) und reinen LZ
(= 95%) (Abb. 9, Population A) isoliert, in cDNA umgeschrieben und die AHR-Expression in
einer Echt-Zeit-PCR analysiert. Um einschédtzen zu konnen, wie hoch die Expression des
AHR in den Zellpopulationen der Epidermis ist, wurde die RNA bzw. cDNA aus Leber und
Thymus ebenfalls in der PCR mitgefiihrt. Die Leber enthdlt nach der Lunge die grote Menge
an AHR, wihrend im Vergleich hierzu im Thymus wesentlich weniger AHR ausgepriagt wird
(Li et al., 1994). Dennoch ist der Thymus ein stark betroffenes Organ der toxischen Wirkung
von TCDD (Clark et al., 1981; Temchura et al., 2005), weshalb die RNA in dieser PCR
mitgefiihrt wurde.

10.04
7.5
5.0

2.54

1 . [

] I
eZ LZ Thymus Leber
Abb. 10: Semiquantitative Analyse der AHR-Expression. Die RNA aus epidermalen Zellen (eZ), LZ,

AHR Expression (Leber = 1)

Thymus und Leber wurde isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. In einer semiquantitativen Echt-Zeit-PCR
wurden die Crossing Points gegen das Haushaltsgen RPS6 abgeglichen und mit der Expression in der Leber
verglichen (relative Expression = 1). Das Ergebnis zeigt die Mittelwerte und deren Standardabweichung aus 3

unabhéngigen Zellpraparationen.

Die Expression des AHR wurde iiber das Haushaltsgen RPS6 abgeglichen und in Bezug zur
Expression in der Leber gesetzt (Leber = ,,1°). Wie in Abbildung 10 dargestellt, wurde der
AHR in der Haut zwar sehr stark ausgeprigt, zwischen den beiden Zelltypen der oberen
Hautschicht konnten allerdings grof8e Unterschiede festgestellt werden. Im Vergleich zur
Leber konnte in der unseparierten Epidermis eine 8-fach hohere AHR-Expression detektiert
werden. Da die Epidermis zu ca. 90% aus Keratinozyten besteht, war die Expression des
AHR in der Epidermis hauptsidchlich auf die Keratinozyten zuriick zu fithren. Die AHR-
Expression in reinen LZ entsprach ungefdahr der Menge der Leber. Die Expression im Thymus

betrug nur ein Drittel im Vergleich zur Leber, so dass bei den untersuchten Populationen der
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Epidermis die AHR-Expression weit iiber der des Thymus lag. Mit diesem Experiment wurde
das erste Mal die Expression des AHR in murinen LZ nachgewiesen. Die in der Epidermis im
Vergleich zu Leber und Thymus vorliegende hohe Ausprigung des AHR liel erwarten, dass
die Zellen auf die Aktivierung des AHR mit TCDD reagieren.

3. Die Haut reagiert auf die Aktivierung des AHR mit TCDD

Nachdem gezeigt wurde, dass sowohl Keratinozyten als auch LZ den AHR ausprédgen (Abb.
10) wurde untersucht, ob der vorliegende AHR funktionell aktiv ist. Hierfiir wurden C57BL/6
Maiuse systemisch mit TCDD belastet. Fiir die Exposition der Tiere mit TCDD wurde statt der
topischen Applikation auf die Haut eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von 10 pg/kg
Korpergewicht gewéhlt. Es handelt sich dabei um eine subtoxische Dosis (LDsy bei Médusen =
126 pg/kg; (Jones et al.,, 1975)), die aber im Immunsystem starke Effekte hervorruft
(Holsapple et al., 1991). Bisher wurden verschiedene pharmakodynamische Studien zur
zeitlichen und Dosis-abhingigen Verteilung von TCDD nach oraler Gabe oder i.p. Injektion
bei Miusen durchgefiihrt (Gasiewicz et al., 1983; Diliberto et al., 1995;). In den genannten
Studien wurde gezeigt, dass TCDD die Haut erreicht und den AHR aktiviert.

Zunichst wurde mittels einer Kinetik ermittelt, wie lange die Haut nach i.p. Injektion von
TCDD benétigt, um AHR-Zielgene zu induzieren. Dazu wurde nach verschiedenen
Zeitpunkten der TCDD- bzw. DMSO-Applikation die RNA von epidermalen Zellen
entnommen (Abb. 9, Population E), in cDNA umgeschrieben und in einer Echt-Zeit-PCR auf
die Expression der AHR-Zielgene CYP1A1 und CYP1B1 untersucht (Abb. 11).

Aufgrund starker interindividueller Unterschiede sind in Abbildung 11 die Ergebnisse von
zwei unabhingigen Experimenten aufgefiihrt. Die Tendenz beider Experimente war allerdings
vergleichbar. Sowohl CYP1A1 als auch CYP1BI wurden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
12 Stunden nach Gabe von TCDD induziert. Die Expression steigerte sich nach 24 Stunden
weiter, aber nur in Experiment 1 war auch 6 Tage nach TCDD-Exposition noch ein Anstieg
der CYP1AI1-Expression erkennbar, wihrend CYP1BI in diesem Experiment bereits ein
Plateau erreichte. In beiden Experimenten konnte fiir CYP1A1, welches sechs XRE in seiner
Promotorregion enthélt, eine stirkere Induktion beobachtet werden, verglichen mit CYP1BI1,
welches nur vier XRE in der Promotorregion aufweist (Sun et al., 2004).

Obwohl sich die Experimente im spdten Verlauf der Kinetik, sowie in der maximalen

Induktion der beiden Gene im Vergleich zur Kontrolle unterschieden, war deutlich, dass
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TCDD in beiden Experimenten innerhalb von 12 Stunden die Haut erreichte und den AHR in

epidermalen Zellen aktivierte.

Experiment 1 Experiment 2
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Abb. 11: Induktion typischer AHR Zielgene in der Epidermis nach TCDD Behandlung.

Mausen wurde 10 pg/kg TCDD oder als Kontrolle das Losungsmittel DMSO in Olivendl i.p. injiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die epidermalen Zellen aus der Ohrhaut je einer Maus isoliert und die
Expression von CYP1A1 (schwarze Balken) und CYP1B1 (weile Balken) mittels semi-quantitativer Echt-Zeit-
PCR analysiert. Dargestellt ist die relative Induktion in Zellen von TCDD-behandelten Méusen im Vergleich zur
Expression in Zellen von DMSO-behandelten Midusen (,,1°) von zwei unabhingigen Experimenten. Die

Standardabweichung resultiert aus einem technischen Replikat.

4. Durch TCDD lassen sich keine transkriptionellen Verinderungen in LZ induzieren

Es wurde bereits beschrieben, dass Keratinozyten nach TCDD-Exposition Gene des
Fremdstoffmetabolismus verstirkt auspridgen (Jones et al., 1997). Der in Abbildung 11
gezeigte Effekt der Geninduktion durch TCDD in der Epidermis kann dadurch vermutlich den
Keratinozyten zugeschrieben werden. Um zu iiberpriifen, ob unabhéngig davon auch in LZ
die Aktivierung des AHR mit dem Liganden TCDD zur Induktion von Genen fiihrt, wurden
aufgereinigte LZ herangezogen. Hierzu erhielten Méuse i.p. Injektionen von TCDD, und LZ
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Belastung in hoher Reinheit gewonnen (Reinheit
> 95%; Abb. 9, Population A). Die RNA wurde isoliert, mittels reverser Transkriptase in

cDNA umgeschrieben und in der PCR untersucht.

4.1 CYP1A1 und CYP1BI1 lassen sich in LZ nicht induzieren

Das Ergebnis in Abbildung 11 zeigte deutlich, dass TCDD nach 12 Stunden sowohl die
Expression von CYP1A1 als auch von CYPIBI1 in den Zellen der Epidermis induziert. Als
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Positivkontrolle wurden deshalb epidermale Zellen (eZ) einer Maus verwendet, die fiir 24
Stunden mit TCDD exponiert war. In der PCR wurde bei der Positivkontrolle eine starke
Bande von 499 bp detektiert, die dem PCR-Produkt von CYP1A1 entspricht (Abb. 12 (+)). Im

Gegensatz zu unseparierten epidermalen Zellen konnte in reinen LZ keine CYPIAIl-

Expression festgestellt werden (Abb. 12 (2-4)).
M - 1 2 3 4 +

600 — G S CYPIAI (499 Bp)

B —RPS6 (246 Bp)

Abb. 12: CYP1A1-Expression aufgereinigter LZ nach systemischer TCDD-Exposition.

C57BL/6 Mause erhielten eine i.p. Injektion von TCDD (10 pg/kg). 3, 12 und 24 Stunden nach Injektion wurden
die LZ aufgereinigt, RNA isoliert und auf CYP1Al-Expression in der PCR untersucht. M = DNA-
Langenstandard (100 bp-Standard), - = Negativkontrolle ohne cDNA, 1 = LZ aus unbehandelten Mausen, 2-4 =
LZ aus TCDD behandelten Méusen (2 = 3h, 3 = 12h, 4 = 24h), + = ¢Z aus TCDD-behandelten Méusen (24h)

Die Expression von CYP1A1 in LZ wurde zusétzlich in einer Echt-Zeit-PCR untersucht. Mit
der Echt-Zeit-PCR lassen sich auch geringe Mengen an Ausgangsmaterial nachweisen, da
aufgrund der kiirzen Amplifikations-, Denaturierungs- und Elongationszeiten mehr Zyklen
durchlaufen werden konnen. Dadurch ldsst sich die Nachweisgrenze im Vergleich zu einer
konventionellen PCR im Thermocycler stark heruntersetzen. Um die Nachweisgrenze fiir
CYP1A1 festzulegen, wurde eine Standardkurve mit definierter Kopienzahl angefertigt.
Hierfiir wurde das PCR-Produkt einer CYP1A1-PCR aufgereinigt und die Anzahl der Kopien
iiber die optische Dichte bei 260 nm bestimmt (siche 11.2.3.9.1). 10" bis 10° Kopien von
CYPI1A1 wurden zur Amplifikation in der Echt-Zeit-PCR eingesetzt.

Abb. 13: Standardkurve von

407 CYPIAL. 10" bis 10° Kopien von

CYP1A1 wurden zur Amplifikation in

E 397 der Echt-Zeit-PCR eingesetzt. Der

%ED 504 Logarithmus der eingesetzten Kopien-

g zahl wurde gegen den jeweiligen

5 10 y=-4,006x+40,196 Crossing Point aufgetragen, der den

2=0,9956 Punkt bezeichnet, an dem eine be-

0 : : : : : , stimmte Produktmenge erreicht wurde.

0 1 2 3 4 5 6 Die Standardabweichung resultiert aus
logarithmische Kopienzahl von CYP1A1 (10%) einem technischen Replikat.
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Zur Erstellung der Standardkurve wurden die Zyklen, an denen die Proben einen definierten
Schwellenwert tiberschritten haben (Crossing Point) gegen den Logarithmus der eingesetzten
Kopienzahl eingesetzt (Abb. 13). An der Standardkurve ist zu erkennen, dass die
Ausgangsmenge der Zielsequenz proportional zum Crossing Point ist. Je hoher die eingesetzte
Menge an Kopien war, desto frither erreichte die PCR eine bestimmte Produktmenge
(Schwellenwert). Anhand der Geradengleichung lie3 sich berechnen, dass ab 40 Zyklen bei
dieser PCR die Nachweisgrenze erreicht war, da weniger als eine Kopie in der Probe nicht

gemessen werden kann.

Tab. 5: Crossing Point einer CYP1A1-PCR von LZ  In Tabelle 5 wurden die Crossing Points der

Behandlung der Miuse" Crossing pointz) CYPI1AI-PCR der LZ aufgelistet. Diese
unbehandelt 45,44 lagen ausnahmslos iiber 43. Die Ausgangs-
3h TCDD 44,62 menge an CYP1Al in den Proben unter-
6h TCDD 43,71

12h TCDD 43.90 schritt damit die Nachweisgrenze dieser
24h TCDD 44,88 PCR. Dadurch wurde das zuvor erhobene
3d TCDD 48,80 Ergebnis der fehlenden CYP1A1-Expression
7d TCDD 47,83 ) L ' '

D Miuse wurden mit 10ugkg TCDD fir die ™ LZ bestitigt. Auch die Erweiterung auf
angegebenen Zeitpunkte behandelt spatere Zeitpunkte  nach einer TCDD-

? Der angegebene Crossing Point ist reprédsentativ fiir
zwei unabhingige Experimente

Behandlung  zeigte keine  CYPlAI-

Expression in LZ.

Es konnte in Abbildung 11 gezeigt werden, dass neben CYP1A1 auch CYPIBI1 durch die
Behandlung mit TCDD nach 12 Stunden in den Zellen der Epidermis induziert wurde.
Deshalb wurde die Fragestellung dahingehend erweitert, ob CYP1BI1 in LZ durch TCDD
induziert wird.

In der Echt-Zeit-PCR wurde im Gegensatz zu CYP1A1 zwar eine konstitutive CYPIBI-
Expression in LZ festgestellt, diese wurde durch TCDD aber nicht weiter induziert (Abb. 14).
Entgegen den Erwartungen konnte nach 24 Stunden und drei Tagen sogar eine schwichere
CYPI1BI1-Expression im Vergleich zur Losungsmittel-Kontrolle gemessen werden.

Trotz einer zur Leber vergleichbar hohen AHR-Expression in LZ, konnten die beiden
bestuntersuchten Zielgene des AHR, CYP1Al und CYPIBI1, nur in unseparierten
epidermalen Zellen nicht aber in LZ detektiert bzw. induziert werden. Dieses Ergebnis deutete

darauf hin, dass sich der AHR in LZ durch TCDD nicht aktivieren lief3.
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0.5 T
-

0.0 T T T m

Oh 3h 6h 12h 24h 3d 7d
TCDD-Behandlung

relative CYP1B1- Expression
=
1
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B—
S—
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Abb. 14: CYP1B1 wird in LZ konstitutiv exprimiert, aber durch TCDD nicht induziert.

C57BL/6 Mause erhielten eine i.p. Injektion von TCDD (10 pg/kg). Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden
die LZ aufgereinigt, RNA isoliert und auf CYP1B1-Expression in Echt-Zeit-PCR untersucht. Angegeben ist die
relative Expression, normalisiert auf das Haushaltsgen RPS6 und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle, die

auf ,,1* gesetzt wurde. (n > 2)

4.2 TCDD verindert nicht das globale Genexpressionsprofil von LZ

Mehr als 3000 Gene besitzen ein putatives XRE in ihrer Promotorregion (Sun et al., 2004),
was diese Gene zu potentiellen Zielgenen des AHR macht. Eine Induktion der bekanntesten
AHR-Zielgene CYP1A1 und CYP1B1 konnte durch Aktivierung des AHR mit TCDD in LZ
nicht festgestellt werden. In einer globalen Genexpressionsanalyse wurde daher untersucht, ob
und welche anderen Gene in LZ iiber die Aktivierung des AHR induziert werden. Hierfiir
wurde ein MOE 430A Genchip von Affymetrix" verwendet, der die Analyse von ca. 22.500
Genen erlaubt. Es wurden zwei unabhiangige Experimente durchgefiihrt. In jedem Experiment
wurden Miuse mit 10 pg/kg TCDD bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Epidermale Zellen
wurden nach 24 Stunden isoliert und die LZ auf > 95% aufgereinigt (siche Abb. 9, Population
A). Diese Behandlungsdauer wurde gewdhlt, da in epidermalen Zellen zu diesem Zeitpunkt

eine starke Induktion von CYP1A1 und CYP1B1 beobachtet werden konnte (Abb. 11).

4.2.1 Qualititskontrolle der Microarrays

Wie oben gezeigt, reagieren Keratinozyten mit der Regulation von Genen auf die Aktivierung
des AHR. Die Anreicherung von LZ von ca. 3% auf 100% ist technisch nahezu unmdoglich.
Die Reinheit der Zellen wurde bei jedem Experiment durchflusszytometrisch bestimmt, wobei
eine Anreicherung auf 95 - 99% erreicht wurde. Dies schloss fiir die Analyse der Microarray-
Daten die Moglichkeit eine Fehlinterpretation durch kontaminierende Keratinozyten oder

Melanozyten ein. Um mogliche Verdnderungen auf dem Microarray eindeutig den LZ
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zuordnen zu konnen, wurde die Reinheit der Zellpraparationen anhand Zell-spezifischer Gene
abgeschitzt, die in der jeweiligen Zellpopulation iiblicherweise stark ausgeprdgt werden.
Dazu wurden die sogenannten ,,Detection-calls* verwendet, welche eine Aussage liber die
Nachweisbarkeit eines Transkripts erlauben (siehe Abschnitt 11.2.3.5), und in Tabelle 6
zusammengefasst. Da keines der iiberpriiften Gene differenziell reguliert war, wurde auf allen
Arrays eine vergleichbare Expression detektiert. Aus diesem Grund waren fiir die in Tabelle 6
aufgelisteten Gene die ,,Detection-calls* sowohl auf den Chips der DMSO-Kontrolle als auch
der TCDD-behandelten LZ gleich.

Tabelle 6: Auflistung zellspezifischer Gene von LZ, Keratinozyten und Melanozyten.

log2 Expression  Detection

Proben-ID" Gen DMSO? | TCDD?  calls”
1420404 at CD 86 10,84 10,77 P
. 1425243 at Langerin 11,23 10,98 P
LZ'SF(f;SSChe 1427717 at CD 80 7,02 | 7,40 P
1449473 s at CD 40 12,27 12,36 P
1450648 s at MHC II H2-Abl 9,62 9,75 P
1418742 at Keratin 1 5,71 5,72 A
Keratinozyten- 1422222 at Invoh.lcrin 5,51 5,48 A
spezifische Gene 1426284 at Keratin 20 5,26 5,13 A
1427268 at Filaggrin 4,13 4,21 A
1448745 s at Loricrin 6,26 6,83 A
Melanozyten- 1415861 at Tyrosinase—relgted Protein 1 4,78 4,67 A
spezifische Gene 1417717 a at Tyrosinase 6,18 6,20 A
1418028 at Tyrosinase-related Protein 2 6,42 6,29 A

1) Jedes Gen ist durch eine eindeutige Nummer (Proben-ID) gekennzeichnet
2) Mittelwert aus zwei unabhéngigen Experimenten
3) P = present; M = marginal; A = absent, entspricht dem Signal auf allen vier Chips

LZ priagen als Antigen-prasentierende Zellen verschiedene Oberflaichenmolekiile aus, welche
auf Keratinozyten und Melanozyten nicht zu finden sind (Enk et al., 2002; Valladeau et al.,
2005). Dazu gehoren CD40, CD80, CD86 und MHC-II, die auf allen Chips eindeutig
nachweisbar waren. Das spezifische LZ-Protein CD207 war ebenfalls auf allen vier Chips
detektierbar. In Abhédngigkeit ihres Differenzierungsstatus pragen Keratinozyten verschiedene
Proteine aus. Keratin 1 wird im friihen Entwicklungsstadium exprimiert, Filaggrin und
Loricrin werden in spiten Differenzierungsstadien ausgepragt (Schoop et al., 1999). Die finf
beispielhaft aufgelisteten Keratinozyten-spezifischen Gene konnten auf keinem der Chips

detektiert werden.
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Tyrosinase, Tyrosinase-related Protein 1 und 2 sind essentielle Enzyme fiir die Generierung
des Pigmentfarbstoffs Melanin in Melanozyten (Halaban et al., 2003). Diese waren ebenfalls

nicht detektierbar.

4.2.2 Vergleich des Genexpressionsprofils von LZ aus TCDD-behandelten und DMSO-

behandelten Miusen

Das Genexpressionsprofil von LZ aus TCDD-behandelten und Ldsungsmittel-behandelten
Maiusen ist in Abbildung 15 als Punktwolkendiagramm dargestellt. Aus den zwei
unabhingigen Experimenten, in denen Miusen jeweils TCDD und DMSO appliziert wurde,
wurde ein Mittelwert aus den log2 Expressionen gebildet. Diese Mittelwerte von LZ aus
TCDD-behandelten (y-Achse) und DMSO-behandelten (x-Achse) Maéiusen wurden

gegeneinander aufgetragen.

Abb. 15: Gegeniiberstellung der globalen

15.00 Genexpressionsanalyse von LZ aus TCDD-

13.00 ] behandelten @ und  DMSO-behandelten
= Miusen im Punktwolkendiagramm.
-g 11.00 C57BL/6 Méause wurden i.p. mit TCDD bzw.
g DMSO (als Losungsmittelkontrolle) behandelt.
[}j 9.00 Nach 24 Stunden wurden die LZ isoliert und
ED 700 - deren RNA nach in vitro-Amplifikation fiir
< eine Microarray-Analyse verwendet.
2 5.00 A Aufgetragen sind die Mittelwerte aus 2
8 unabhingigen Experimenten. Jeder Punkt

3'003.00 5'60 7.(')0 9_'00 11'.00 13"00 15.00 reprisentiert ein Gen. Liegt der Punkt auf der

Mittellinie, ist das entsprechende Gen nicht

DMSO (log 2 Expression)

reguliert. Die beiden anderen Linien bilden
eine Zweifach-Grenze, liegt ein Punkt aulerhalb der Grenze, ist eine mindestens zweifache Regulation zu

vermuten (siehe rot umrandete Punkte).

Jeder Punkt in dem Diagramm entspricht einem der Gene, die sich auf dem Affymetrix-Chip
befinden. Liegt dieser Punkt auf der mittleren Gerade, ist die Expression in LZ aus TCDD-
behandelten und Losungsmittel-behandelten Méusen gleich und es hat keine Regulation
stattgefunden. Liegt ein Punkt nicht auf dieser Gerade, ist das entsprechende Gen im
Vergleich zwischen TCDD-behandelten und DMSO-behandelten Zellen unterschiedlich
exprimiert. Ein Gen wurde als differenziell reguliert bewertet, wenn ein mindestens
zweifacher Unterschied zwischen den Kontrollen und den TCDD-Chips vorlag. Dieser

Grenzwert wurde durch die beiden dulleren Diagonalen sichtbar gemacht, was bedeutet, dass
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jedes Gen, welches auBBerhalb der beiden dulleren Linien lag, mindestens zweifach reguliert

war.

berticksichtigen.

Die Zweifach-Grenze wurde gewdhlt, um auch schwach regulierte Gene zu

Vergleicht man die Genexpressionsprofile von LZ aus TCDD-behandelten Miusen mit LZ

aus Kontrollmiusen (DMSO-behandelt) ist zu erkennen, dass nur 19 der getesteten 22.500

Gene auflerhalb der zweifachen Grenze lagen. Alle auferhalb der Zweifach-Schwelle

liegenden Gene schienen dabei durch Aktivierung des AHR mit TCDD aufreguliert zu

werden. In Tabelle 7 sind diese 19 Gene mit der entsprechenden log2 Expression von den vier

Chips aufgelistet. Gene der ,,AHR-Batterie“ (Tijet et al., 2006), also bekannte Gene, die iiber

den AHR reguliert werden, befanden sich nicht darunter.

Tabelle 7: Gene, die im Microarray aulerhalb der Zweifach-Grenze liegen (vergl. Abb. 15)

log2 Expression
DMSO” TCDD”

Proben-ID" Gen Chip 1 Chip 2|Chip 3 Chip 4
1415918 a at triosephosphate isomerase 1 11,68 9,31 (11,78 11,79
1416335 at macrophage migration inhibitory factor K 10,23 8,14 | 10,40 10,67
1416365 _at heat shock protein 1, beta 10,57 9,16 | 11,29 10,69
1417052 at proteasome subunit, beta type 3 9,56 7,27 | 9,52 9,34
1417380 _at  IQ motif containing GTPase activating protein 1 11,51 9,76 | 11,81 11,52
1420479 _a_at nucleosome assembly protein 1-like 1 3 6,64 6,47 | 7,71 7,42
1421679 a at  cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) 11,84 891 | 11,96 11,50
1422884 _at small nuclear ribonucleoprotein D3 9,02 7,16 | 944 9,01
1423747 a at  pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 1~ 6,66 5,00 | 7,18 7,71
1427186 _a_at myocyte enhancer factor 24 879 684 | 915 870
1427262 at inactive X specific transcripts 9,86 6,97 | 10,59 9,23
1427932 s at unbekannt 10,00 7,10 | 10,35 9,40
1435129 at protein tyrosine phosphatase 4a2 9,89 6,32 | 9,49 9,55
1435137 s at unbekannt 10,05 7,86 | 10,83 9,78
1435659 a at triosephosphate isomerase 1 10,30 8,20 | 10,37 10,60
1437497 a at heat shock protein 1, alpha 10,99 9,33 (11,28 11,19
1438403 s at receptor (calcitonin) activity modifying protein 2 8,75 7,22 | 9,68 9,01
1449645 s at chaperonin subunit 3 (gamma) 8,06 5,75 | 8,44 7,99
1452927 x at triosephosphate isomerase 1 11,55 9,62 | 11,63 11,76

1) Jedes Gen ist durch eine eindeutige Nummer (Proben-ID) gekennzeichnet, hier in aufsteigender Reihenfolge

aufgelistet

2) C57BL/6 Maiuse wurden fiir 24h mit DMSO behandelt, Chip 1 und 2 reprdsentieren zwei unabhingige

Experimente

3) C57BL/6 Mause wurden flir 24h mit 10 pg/kg TCDD behandelt, Chip 3 und 4 repriasentieren zwei unabhingige

Experimente

4) kursive Schreibweise bezeichnet Gene mit mind. einem validen XRE
5) fette Schreibweise bezeichnet das einzige Gene, das auf beiden Chips reproduzierbar reguliert war
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Nur fiir vier der regulierten Gene ist mindestens ein valides XRE beschrieben (Sun et al.,
2004). Macrophage migration inhibitory factor und small nuclear ribonucleoprotein D3
weisen in ihrer Promotorregion ein valides XRE auf, heat shock protein 1, beta und myocyte
enhancer factor 24 weisen jeweils zwei valide XRE in ihrer Promotorregion auf (Tabelle 7,
kursiv).

18 der 19 Gene, die auBerhalb der zweifachen Begrenzung lagen, zeigten keinen auf beiden
Chips reproduzierbaren Unterschied. Die Expression war in den zwei unabhingigen
Experimenten nicht vergleichbar. In der Tabelle ist deutlich zu erkennen, dass dies vor allem
auf die Expression der DMSO-Kontrolle auf Chip 2 zuriickzufiihren war. Mit Ausnahme des
Gens fiir das Nucleosome assembly protein 1-like I lagen die Werte von Chip 2 in allen 18
Proben weit unter den auf Chip 1 ermittelten Werten. Weiter fiel auf, dass die Werte auf Chip
1 der DMSO-Kontrolle sehr gut mit den Werten der beiden TCDD-Chips iibereinstimmten. In
der internen Qualitdtskontrolle auf dem Chip 2 konnte keine fehlerhafte Hybridisierung
festgestellt werden. Dennoch konnte die zunidchst angenommene Regulierung der 18 Gene
nur durch eine niedrige Expression auf Chip 2 erklért werden.

Auffillig war, dass Triosephosphat isomerase I dreimal unter den scheinbar regulierten
Genen vorkam. Bei der Suche nach geeigneten Primern zur Validierung des Ergebnisses
musste allerdings festgestellt werden, dass 7 der 19 Gene zu starke Homologien zu anderen
Genen aufwiesen. Dadurch war es nicht moglich, geeignete Primer zu finden, um ein
spezifisches Produkt zu amplifizieren. Diese Beobachtung liefert eine mdgliche Erklarung fiir
eine Fehlhybridisierung.

Um zu priifen, ob bei den 19 Genen eine Regulation durch die Aktivierung des AHR mit
TCDD vorlag, oder der Effekt durch eine fehlerhafte Hybridisierung entstand, wurden drei
der 19 Gene exemplarisch in der Echt-Zeit-PCR {iberpriift und LZ aus TCDD-behandelten
Maiusen mit Zellen aus Kontrollmiusen verglichen. Hierfiir wurde das Gen Nucleosome
assembly protein [-like 1 ausgewéhlt, welches reproduzierbar, in beiden unabhidngigen
Experimenten durch Aktivierung des AHR stirker exprimiert wurde. Obwohl es iiber kein
XRE in der Promotorregion verfiigt, war eine zweifache Aufregulation in TCDD-behandelten
Zellen auf den Chips erkennbar (Tab. 7). Dieses relativ unbekannte Gen kodiert flir ein
Protein mit Funktionen bei der DNA-Replikation (Nagata et al., 2003b) und Zellteilung
(Nagata et al., 2003a). Die Validierung dieses Ergebnisses in der Echt-Zeit-PCR brachte
allerdings keine Bestdtigung des Microarray-Ergebnisses (Abb. 16). Zu keinem der getesteten
Zeitpunkte nach TCDD-Behandlung konnte eine signifikante Induktion festgestellt werden.
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Weiterhin wurde das Gen Myocyte enhancer factor 2A ausgewihlt, welches zwei XRE in der
Promotorregion besitzt, sowie das Gen Cyclin-dependent kinase inhibitor 14 (P21), fiir das
bereits eine Induktion durch TCDD und andere AHR-Liganden beschrieben wurde
(Koliopanos et al., 2002) (Abb. 17). Fiir diese beiden Gene konnte ebenfalls keine
signifikante Regulation durch TCDD nach 24 Stunden in der Echt-Zeit-PCR nachgewiesen

werden.
2.0
1.54

1.0+

0.5+

Oh 3h 6h 12h 24h

TCDD-Behandlung

relative Napll1 Expression

Abb. 16: Das Gen “Nucleosome assembly protein 1-like 1” (Nap111) wird nicht durch TCDD reguliert.

C57BL/6 Méuse erhielten eine i.p. Injektion von TCDD (10 ug/kg). Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden
die LZ aufgereinigt, RNA isoliert und auf Naplll Expression in Echt-Zeit-PCR untersucht. Angegeben ist die
relative Expression, normalisiert auf das Haushaltsgen RPS6 und bezogen auf die Losungsmittelkontrolle, die

auf ,,1* gesetzt wurde. (n =2)
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Abb. 17: Die Expression der Gene myocyte enhancer factor 2A (A) und cyclin-dependent kinase inhibitor
1A (P21) (B) wurde in der Echt-Zeit-PCR validiert

C57BL/6 Méuse erhielten eine i.p. Injektion von TCDD (10 pg/kg) bzw. DMSO. Nach 24 Stunden wurden die
LZ aufgereinigt, RNA isoliert und die Expression in Echt-Zeit-PCR untersucht. Angegeben ist die relative
Expression, normalisiert auf das Haushaltsgen RPS6 und bezogen auf die DMSO-Kontrolle, die auf ,,1* gesetzt

wurde. (n=3)
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Die Ergebnisse des Microarrays konnten somit nicht bestitigt werden, und die scheinbare
zweifache Induktion durch TCDD in den 19 Genen ergab sich mit groler Wahrscheinlichkeit
aus einer Fehlhybridisierung auf dem Chip 2 der DMSO-Kontrolle.

4.2.3 Die Gene des Fremdstoffmetabolismus waren auf den Microarrays nicht

detektierbar

In der PCR konnte bereits gezeigt werden, dass LZ zwar den AHR ausprédgen (Abb. 10), aber
die Expression der beiden bekanntesten AHR-Zielgene CYPIA1 und CYPIB1 durch
Aktivierung des AHR mit TCDD nicht induziert wurden (Abb. 12 und 14). Im Folgenden
sollten die Microarray-Daten dahingehend analysiert werden, ob der AHR und auch dessen
Dimerisierungspartner ARNT, welcher zur Bildung des aktiven Transkriptionsfaktors
notwendig ist, in den Proben detektiert werden konnten. Weiterhin wurde auf den Chips
tiberpriift, ob LZ Gene der ,,AHR-Batterie* (Tijet et al., 2006) ausprdgen. Tabelle 8 zeigt die
Expressionswerte auf den Affymetrix Chips. Die Gene wurden aufgrund der Analyse mit dem

,Bioconductor affy package* als present, marginal oder absent eingestuft.

Tabelle 8: Aufgelistet sind Gene des AHR-Signalwegs und einige Gene der ,,AHR-Batterie“

log 2 Expression Detection
Proben-ID" Gen DMSO? | TCDD?  calls”
1422631 at Arylhydrocarbon Rezeptor 8,63 8,41 P
1421721 a at AHR nuclear translocator 6,01 5,99 M
1420796 _at AHR Repressor 8,93 8,88 P
1422217 a_ at CYP450 Al 5,84 5,76 A
1450715 _at CYP450 A2 5,49 5,36 A
1416613 at CYP450 B1 4,37 4,15 A
1421041 s _at Glutathion-S-Transferase a2 4,95 4,93 M
1423436 at Glutathion-S-Transferase o3 4,23 4,29 A
1416368 at Glutathion-S-Transferase 04 6,39 6,40 A
1418752 at Aldehyddehydrogenase 3 al 4,11 4,05 A
1423627 at NAD(P)H dehydrogenase, Quinon 1 6,31 6,20 A

1) Jedes Gen ist durch eine eindeutige Nummer (Proben-ID) gekennzeichnet
2) Mittelwert aus zwei unabhidngigen Experimenten
3) P = present; M = marginal; A = absent, entspricht dem Signal auf allen vier Chips

Der AHR und auch der Heterodimerisierungspartner ARNT waren auf dem Chip
nachweisbar. Die log2 Expression von ARNT war 2,5-fach geringer als die von AHR. Dies
deutet an, dass ARNT in LZ schwicher ausgepriagt wird als der AHR. Aufgrund der Methode

lasst sich dies allerdings nicht eindeutig quantifizieren, da fiir alle Oligonukleotidsonden die
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gleichen Hybridisierungsbedingungen galten, wobei die Hybridisierungseffizienz nicht bei
allen (22.500 Gene mit jeweils 22 Sonden = 495000 ,,gespottete Sonden) Sonden gleich sein
kann. Der AHR Repressor (AHRR) bildet mit ARNT ein Heterodimer zur negativen
Regulation des AHR-Signalwegs. Das Gen des AHRR war im Vergleich zum AHR und
ARNT mit einer hohen log2 Expression detektierbar (,,present). Mit Ausnahme der
Glutathion-S-Transferase o2, welches eine sehr geringe log2 Expression aufwies aber
marginal nachweisbar war, konnten die untersuchten Gene der Fremdstoff-metabolisierenden
Enzyme der ,,AHR-Batterie“ nicht detektiert werden. CYP1A1 konnte, wie schon in der PCR
gezeigt (Abschnitt 111.4.1), auch nicht auf dem Microarray nachgewiesen werden. CYP1B1
war auf den Chips nicht detektierbar, obwohl in der PCR eine basale Expression
nachgewiesen werden konnte. Auf dem Chip sind noch 2 weitere ,,Proben Sets* fiir CYP1B1,
aber auch diese lieferten kein detektierbares Signal. Dieser Befund kann durch eine hohere
Sensitivitdt der PCR im Gegensatz zum Microarray begriindet werden.

Die Ergebnisse der PCR von CYP1A1 und CYP1B1 deuteten an, dass der AHR in LZ nicht
aktiviert wird. Die Auswertung der Microarrays bestétigte diese Vermutung. Obwohl mehr als
3000 Gene ein XRE besitzen, konnte durch Behandlung mit TCDD keine Regulation von

Genen in LZ induziert werden.

4.3 Der AHR Repressor wir in LZ konstitutiv exprimiert

Der AHRR ist ein Zielgen des AHR und reguliert den AHR-Signalweg durch einen
sogenannten negativen ,,feedback-loop*. Er konkurriert mit dem AHR um die Bindestelle an
ARNT, wobei das Heterodimer aus AHRR und ARNT einen transkriptionell inaktiven
Komplex bildet. Auf dem Microarray konnte eine hohe Expression des AHRR in LZ gezeigt
werden (Tab. 8). Die Expression war unabhéngig von einer TCDD-Exposition auf allen Chips
vergleichbar. In den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurde der Frage
nachgegangen, ob eine hohe AHRR-Expression die Ursache fiir die Unempfanglichkeit der
LZ fir eine AHR-Aktivierung durch TCDD ist.

4.3.1 Der AHRR wird in epidermalen Zellen aber nicht in LZ durch TCDD aufreguliert

In Abbildung 11 konnte bereits gezeigt werden, dass die Epidermis auf TCDD-Exposition mit
der Induktion der AHR-Zielgene CYP1A1 und CYPIBI innerhalb von 12 Stunden reagiert.
Zur Untersuchung der AHRR-Expression in epidermalen Zellen und reinen LZ (Abb. 9
Population A und E) in Abhédngigkeit der Aktivierung des AHR wurden C57BL/6 Méuse fiir
3 Stunden bis 6 Tage mit TCDD belastet. Von epidermalen Zellen und reinen LZ wurde die
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RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Auspriagung des AHRR in der Echt-Zeit-PCR
analysiert.

Eine Induktion des AHRR in epidermalen Zellen nach in vivo Belastung mit TCDD konnte in
zwei unabhingigen Experimenten nachgewiesen werden (Abb. 18A). Aufgrund starker
interindividueller Unterschiede, wurden die Ergebnisse von beiden Experimenten aufgefiihrt.
Wihrend in Experiment 1 eine Induktion des AHRR erst nach 6 Tagen beobachtet werden
konnte, zeigte sich eine Induktion in Experiment 2 schon nach 24 Stunden. Deutlich war, dass
die Induktion des AHRR mit einer anderen Kinetik verlduft, als die Induktion von CYP1A1
und CYPIBI. Sowohl CYPIA1l als auch CYPIB1 waren nach 12 Stunden TCDD-
Behandlung in der Haut aufreguliert (Abb. 11), wihrend die Induktion des AHRR friihestens

nach 24 Stunden gezeigt werden konnte.
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Abb. 18: Induktion des AHRR in epidermalen Zellen nicht aber in LZ.

C57BL/6 Miuse erhielten eine i.p. Injektion von TCDD (10 pg/kg). Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden
A) die epidermalen Zellen und B) LZ isoliert und auf AHRR-Expression in Echt-Zeit-PCR untersucht.
Angegeben ist die relative Expression, normalisiert auf das Haushaltsgen RPS6 und bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle, die auf ,,1“ gesetzt wurde. Die Standardabweichung in A) resultiert aus einem

technischen Replikat, die Standardabweichung in B) ergab sich aus drei unabhéngigen Experimenten.

Mittels Echt-Zeit-PCR konnte in reinen LZ eine Expression aber keine Aufregulation des
AHRR nach Aktivierung des AHR mit TCDD detektiert werden (Abb. 18B). Es wurden
verschiedene Belastungszeitpunkte gewihlt, wobei der AHRR zu keinem Zeitpunkt durch
TCDD stiarker ausgeprdgt wurde. Dieser Befund bestitigte erneut das Ergebnis der
Microarray-Auswertung und deutete darauf hin, dass LZ aufgrund einer konstitutiven
Ausprigung des AHRR gegeniiber AHR-vermittelter Geninduktion inert scheinen. Im
Folgenden wurde deshalb die Menge an AHRR in LZ mit der Ausprigung in anderen

Organen verglichen.
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4.3.2 LZ exprimieren den AHRR Kkonstitutiv in grofler Menge

Vor kurzem wurde die konstitutive Expression von AHRR mRNA in verschiedenen Organen
untersucht. In einer quantitativen Analyse konnte gezeigt werden dass der AHRR in Hirn und
Herz im Vergleich zu anderen Organen (Niere, Leber, Milz, Thymus) in hoher Kopienzahl
vorliegt (Bernshausen et al., 2006). Diese konstitutive Expression ging einher mit einer
schwachen Aktivierbarkeit des AHR in diesen Organen. Um zu untersuchen, wie die AHRR-
Expression in LZ mit diesen Organen vergleichbar ist, wurde eine konventionelle
semiquantitative PCR durchgefiihrt, in der die Expression des AHR in reinen LZ mit der in
Herz und Hirn verglichen wurde. Abbildung 19 zeigt, dass der AHRR in LZ starker
ausgepragt wird als in Hirn und Herz. Die hohe konstitutive Expression des AHRR in LZ ist
somit eine mdgliche Erkldrung fiir die fehlende transkriptionelle Verdnderung von LZ nach

Aktivierung des AHR mit TCDD.

Bp M 1 2 3 4 -
400—
300— — — AHRR (344 Bp)
200 — R e SE— — RPS 6 (246 Bp)

Abb. 19: Langerhans-Zellen weisen eine konstitutive hohe AHRR-Expression auf.

mRNA wurde prapariert, revers transkribiert und in der PCR zur Untersuchung der Expression des AHRR und
des Haushaltsgens RPS6 amplifiziert. Die Expression wurde untersucht in 1. Herz, 2. Hirn, 3. LZ aus Wildtyp-
Mausen, 4. LZ aus AHR-defizienten Méusen. M = 100 bp Standard, - = Negativkontrolle ohne cDNA. Das Bild

ist reprasentativ fiir 2 bis 3 unabhangige Experimente.

Die Ausprigung des AHRR wird durch den AHR-Signalweg reguliert (Baba et al., 2001).
Dies konnte durch die Untersuchung des AHRR-Expression in AHR-defizienten LZ bestétigt
werden. Der Vergleich zu LZ aus Wildtyp-Méusen zeigte eine wesentlich geringere AHRR-
Expression. Zu erwidhnen wire aber die dennoch nachweisbare Expression von AHRR in LZ

aus AHR-defizienten Miusen im Vergleich zu LZ aus Wildtyp-Méausen.

4.3.3 Mit einem HDAC-Inhibitor kann die Wirkung des AHRR nicht umgangen werden

Histonacetyltransferasen und Histondeacetylasen (HDAC) beeinflussen die Transkriptions-
aktivitit, indem sie durch Acetylierung der Histone die Chromatinstruktur von Promotor-
regionen dndern (Struhl, 1998). Humane Fibroblasten weisen @hnlich wie LZ eine hohe
konstitutive AHRR-Expression auf und zeigen keine CYP1Al-Induktion nach TCDD-
Behandlung (Gradin et al., 1993). Gardin et al. erreichten durch Einsatz von 25 mM

56



Ergebnisse

Natriumbutyrat, einem HDAC-Inhibitor, dass die Fibroblasten auf Aktivierung des AHR mit
der Induktion von CYP1A1 reagierten (Gradin et al., 1999).

Bei dem Versuch, Promotoren in LZ fiir den AHR zugénglich zu machen stellte sich heraus,
dass Natriumbutyrat in LZ Apoptose auslost (Abb. 20). Schon ab Konzentrationen von 5 mM
waren liber 50% der Zellen apoptotisch. Die, fiir das Experiment notwendige, Konzentration
von 25 mM loste in etwa 70% der Zellen Apoptose aus. Aus diesem Grund konnte der Ansatz

nicht weiter verfolgt werden.

Events

10° R 102 103 104
Annexin V

Abb. 20: Der HDAC-Inhibitor Natriumbutyrat induziert Apoptose in LZ

Epidermale Zellen wurden in Kultur fiir 24 Stunden mit 5 mM (dunkelgraue Kurve) und 25 mM (hellgraue
Kurve) bzw. ohne Natriumbutyrat (schwarze Kurve) inkubiert. Die Zellen wurden mit Antikérpern gegen MHC-
I und Annexin-V gefirbt und im FACS die MHC-II" Zellen analysiert. Im Bereich M1 liegen die Annexin-V"
(= apoptotische) Zellen.

4.4 TCDD hat einen geringen Effekt auf die Ausprigung von Oberflichenmolekiilen auf
LZ

Mittels globaler Genexpressionsanalyse konnte kein Einfluss von TCDD auf transkriptio-
neller Ebene in LZ festgestellt werden. Dieses Ergebnis sollte auf die Analyse von Proteinen
erweitert werden. Der AHR ist zwar als Transkriptionsfaktor beschrieben, dennoch werden
neben der Regulation der Genexpression weitere Funktionen vermutet (Carlson et al., 2002).
Um den Effekt von TCDD auf die Expression verschiedener, funktionell wichtiger
Oberflachenproteine zu analysieren, wurden epidermale Zellen isoliert und die LZ auf die
Auspriagung charakteristischer Oberflichenproteine im FACS untersucht. Da sich das
Spektrum der Oberflichenmolekiile, insbesondere solche fiir die Aufnahme von Antigenen,
deren Prisentation und Ko-stimulation durch Reifung der LZ andert, wurden die epidermalen
Zellen nach der Isolation fiir 72h kultiviert, um die Reifung der LZ zu induzieren. Diese

wurden dann wiederum durchflusszytometrisch analysiert. Im Folgenden werden die frisch
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isolierten Zellen als ,,unreif*, und die fiir drei Tage kultivierten Zellen als ,,reif'** bezeichnet

(siche Abb. 9 Population B und D).

4.4.1 Trypsinempfindlichkeit anderer Oberflichenmolekiile neben CD11c¢

In Kapitel III.1 konnte gezeigt werden, dass das Oberflichenprotein CD1lc durch die
Protease Trypsin, die zur Trennung der Epidermis von der Dermis eingesetzt wurde, verdaut
wurde (Abb. 7). Um im Folgenden eindeutige Aussagen treffen zu konnen, ob ein
Oberfliachenprotein auf unreifen LZ nicht ausgeprigt, oder durch die Trypsinbehandlung
verdaut wurde, wurde zundchst die Trypsinempfindlichkeit von verschiedenen, auf unreifen
LZ nicht nachweisbaren Oberflichenproteinen untersucht. Hierfiir wurden LZ isoliert und fiir
drei Tage kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt sollten alle Oberflichenproteine, die von der
Trypsinbehandlung betroffen waren, wieder nachweisbar sein, sofern sie nicht durch die

Reifung herunter reguliert wurden.
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Abb. 21: CD44 wird von Trypsin abgebaut. Kultivierte epidermale Zellen wurden mit 0,25% Trypsin in PBS
fiir 8 min inkubiert. Die Zellen wurden mit Medium gewaschen und mit Antikérpern gegen MHC-II und die
angegebenen Oberflichenmarker gefarbt und im FACS analysiert. Abgebildet sind die Histogramme von
lebenden MHC-II" Zellen. (Durchgehende, schwarze Linie = ohne Trypsinbehandlung; gestrichelte schwarze
Linie = nach Trypsinbehandlung fiir 8§ min; graue Linie = Isotypkontrolle unbehandelter Zellen).

Die Zellen wurden nach Kultivierung {iber einen BSA-Dichtegradienten angereichert und fiir
8 Minuten mit 0,25% Trypsin in PBS bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurden die
entsprechenden Oberflichenmarker mit Antikdrpern markiert und im FACS analysiert (Abb.
21). Im Vergleich von unbehandelten LZ (durchgehende, schwarze Linie) zu Trypsin-
behandelten LZ (gestrichelte Linie) zeigte sich keine Empfindlichkeit der
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Oberflachenproteine CD40 und CD86. Im Histogramm lagen die Kurven beider Gruppen
ibereinander. Eine schwache Wirkung von Trypsin lag bei CD80 vor, was durch eine leicht
Verschiebung der gestrichelten Kurve nach links erkennbar war (Abb. 21, oben rechts). Eine
deutliche Empfindlichkeit gegeniiber Trypsin war fiir das Oberflichenprotein CD44
erkennbar. Im Histogramm duflerte sich dies in einer Verschiebung der Kurve der Trypsin-
behandelten LZ nach links. Aus diesem Grund konnte keine Aussage iiber die Expression von

CD44 auf unreifen LZ getroffen werden.

4.4.2 TCDD fiihrt zu einer stirkeren Expression von CD86 auf reifen LZ

Die Auspriagung von Oberflichenproteinen ist je nach ihrer Funktion hiufig mit dem
Differenzierungsstatus einer Zelle verkniipft. Unreife LZ, welche sich durch eine hohe
Phagozytosefdhigkeit auszeichnen, pridgen unter anderem die Phagozytoserezeptoren
CD16/CD32 aus. Reife Zellen, deren Hauptaufgabe die Prasentation von Antigen an T-Zellen
ist, prigen vermehrt die ko-stimulatorischen Proteine CD40, CD80 und CD86 aus
(Banchereau et al., 1998). Fiir die Migration von der Haut zum Lymphknoten werden
Adhidsionsmolekiile wie z.B. CD44 exprimiert. In Tabelle 9 ist das Ergebnis der

durchflusszytometrischen Analyse zusammengefasst.

Tabelle 9: Angegeben ist die mittlere Fluoreszenzintensitiit lebender MHC-II positiver Zellen. (n > 3)

CD16/CD32 CD24a CD40 CD44 CD&0 CD86

unreif® reif? | unreif  reif | unreif reif | unreif reif | unreif reif | unreif reif
DMSO"| 14 2=7| 156 122 | 13 188***| nd. 76 2 99% | 14 458%x0
TCDDZ) 14 3k* 162 117 14 179***| n.d. 84 3 118%*** 13 549%**

1) C57BL/6 Méuse wurden flir 24h mit DMSO behandelt
2) C57BL/6 Mause wurden fiir 24h mit 10 pg/kg TCDD behandelt

3) epidermale Zellen wurden isoliert und lebende MHC-II" Zellen analysiert
4) epidermale Zellen wurden isoliert, fiir 72h kultiviert und lebende MHC-II" Zellen analysiert

5) durch * werden signifikante Anderung_en durch Reifung angezeigt (p < 0,05 (¥), p < 0,01 (**), p < 0,001 (**%*))

6) graue Unterlegung zeigt signifikante Anderungen zwischen DMSO und TCDD-behandelten Zellen an (p < 0,05)

Die durch Kultivierung der Zellen induzierte Reifung zeigte sich in der Regulation der
untersuchten Oberflichenproteine. In Tabelle 9 wurden signifikante Anderungen zwischen
unreifen und reifen LZ durch Sterne gekennzeichnet. Die Phagozytoserezeptoren CD16/CD32
wurden auf unreifen Zellen exprimiert, wahrend diese erwartungsgemaf3 nach Kultivierung
nicht linger nachweisbar waren. Das ko-stimulatorische Molekiill CD24a war sowohl in
unreifen, als auch in reifen LZ deutlich detektierbar. In reifen LZ war die Expression etwas

geringer als in unreifen Zellen, was Daten der Literatur bestitigt (Enk et al., 1994a). Die ko-
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stimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 waren in unreifen LZ schwach oder gar
nicht nachweisbar. Durch Reifung fand aber bei allen untersuchten Proben eine signifikante
Aufregulation statt. Das Adhdsionsmolekiil CD44 konnte aufgrund der Trypsinbehandlung in
unreifen Zellen nicht detektiert werden, auf reifen Zellen wurde dieses Molekiil aber
ausgepragt.

Um den Effekt von TCDD auf die Expression von Oberflichenproteinen auf unreifen und
reifen LZ zu untersuchen, wurden epidermale Zellen aus Méusen isoliert, denen 24 Stunden
vorher TCDD bzw. DMSO appliziert wurde. In Tabelle 9 wurden signifikante Anderungen
zwischen LZ aus DMSO- und TCDD-behandelten Méusen durch eine graue Unterlegung
gekennzeichnet.

Ein Einfluss auf die Expression der Oberflichenmolekiile durch TCDD war lediglich in einem
Fall zu erkennen. CD86 war auf reifen LZ aus TCDD-behandelten Mausen starker exprimiert

als auf Zellen aus DMSO-behandelten Miusen (siche Tabelle 9 und Abb. 22).
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Abb. 22: Die CD86 Expression wird AHR-abhiingig durch TCDD reguliert. C57BL/6 und AHR™ Méiuse
wurden mit TCDD (10 pg/kg) oder DMSO als Kontrolle i.p. behandelt. Nach 24 Stunden wurden die
epidermalen Zellen isoliert und in Kultur genommen. Nach drei Tagen wurde die Zellsuspension mit
Antikorpern gegen MHC-II und CD86 gefiarbt und im FACS analysiert. Gezeigt ist je ein reprisentatives
Histogramm von drei unabhédngigen Experimenten. (Schwarze Kurve = LZ TCDD-behandelter Méusen;

dunkelgraue Kurve = LZ DMSO-behandelter Méuse; hellgraue Kurve = Isotypkontrolle).

Um zu zeigen, dass die durch TCDD hervorgerufene Regulation vom AHR abhéngig war,
wurden AHR-defiziente Méduse mit TCDD injiziert und gepriift, ob der Effekt von TCDD auf
die Auspragung von CD86 auch in Zellen ohne AHR nachweisbar war (Abb. 22). In AHR-
defizienten Zellen konnte, im Gegensatz zu LZ aus Wildtyp-Mausen, keine Verdnderung der
CD86-Expression nach TCDD-Behandlung beobachtet werden. In der Histogramm-
Darstellung zeigte sich bei TCDD-behandelten Wildtyp-Méusen (schwarze Kurve) im
Vergleich zu Zellen aus DMSO-behandelten Wildtyp-Mausen (dunkelgraue Kurve) eine
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Verschiebung der Kurve nach rechts, wihrend die Kurven der DMSO-behandelten und
TCDD-behandelten Zellen aus AHR-defizienten Méausen iibereinander lagen.

Abschliefend ldsst sich zusammenfassen, dass die CD86-Expression in einem AHR-
abhingigen Mechanismus nach TCDD-Exposition in vivo aufreguliert wird, wéhrend alle

weiteren untersuchten Oberfldchenproteine unveréndert blieben.

4.5 TCDD beeinflusst die Phagozytosekapazitit der LZ

Mit den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des AHR in LZ
keine transkriptionellen Verdnderungen hervorruft. Dennoch wurde eine AHR-abhéngige
Regulation des ko-stimulatorischen Molekiils CD86 auf reifen LZ festgestellt. In dem im
Folgenden beschriebenen Experiment wurde der Frage nachgegangen, ob eine Aktivierung
des AHR in LZ einen Einfluss auf die Funktion der Zellen hat. Dafiir wurde ein
Phagozytoseassay gewihlt, bei dem frisch isolierte epidermale Zellen aus TCDD-behandelten
bzw. DMSO-behandelten Mausen mit fluoreszierenden Dextranpartikeln inkubiert wurden
(Abb. 9, Population B). Eine hohe Phagozytosekapazitit ist ein funktionelles Merkmal
unreifer Antigen-priasentierender Zellen (Reis e Sousa et al.,, 1993). Da Keratinozyten
ebenfalls {iber eine moderate Phagozytosekapazitit verfligen (Sharlow et al., 2000), wurden

die LZ zur Analyse im FACS mit einem MHC-II-Antik6rper identifiziert.
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Abb. 23: Die Phagozytosekapazitiit ist abhingig vom AHR. C57BL/6 und AHR”" Miuse wurden mit TCDD
(10 pg/kg) oder DMSO als Kontrolle i.p. behandelt. Nach 24 Stunden wurden die epidermalen Zellen isoliert
und fiir 45 min mit 0,5 pg/ml FITC-Dextran bei 37°C bzw. bei 4°C als Kontrolle inkubiert. MHC-1I"-Zellen
wurden im FACS analysiert. Die Auswertung erfolgte im Vergleich zur 4°C Kontrolle, wobei der Anteil an
FITC-Dextran” Zellen mit unspezifischer Bindung bei 4°C von den FITC" Zellen bei 37°C abgezogen wurde.

Jeder Punkt ist représentativ fiir ein Experiment mit Zellen je einer Maus.
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In Abbildung 23 ist der prozentuale Anteil an lebenden MHC-II" Zellen aufgefiihrt, die FITC-
Dextran-Partikel aufgenommen hatten. Wihrend ca. 16% der LZ aus Kontrollmédusen Partikel
aufgenommen hatten, lag der Anteil an FITC-Dextran /MHC-II" Zellen aus TCDD-
behandelten Mausen nur bei 10%. Dieser signifikante Unterschied zwischen beiden Gruppen
konnte bei LZ aus gleich behandelten AHR-defizienten Mausen nicht festgestellt werden. Es
handelte sich bei diesem Befund demnach um einen AHR-abhéngigen Mechanismus, iliber
den TCDD die Phagozytosekapazitit vermindert.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass LZ zwar auf transkriptioneller Ebene nicht auf
die Aktivierung des AHR reagierten, aber dennoch Verdnderungen auf Proteinebene und bei
der Untersuchung der Phagozytose stattfanden. Dies macht deutlich, dass der AHR trotz der
Blockierung seiner Funktion als Transkriptionsfaktor durch den AHRR in LZ von Bedeutung

ist.

5. Vergleich von LZ aus C57BL/6 Wildtyp und AHR”™ Miusen

Das Vorhandensein von AHR und AHRR in LZ deutete auf eine physiologische Rolle dieses
Signalwegs hin. Um die Funktion des AHR in LZ besser zu verstehen, wurden daher LZ aus
AHR-defizienten Mausen mit LZ aus Wildtyp-Méusen im Hinblick auf den Phanotyp und die

Funktion verglichen.

5.1 Phianotypische Unterschiede zwischen WT und AHR-defizienten LZ

In der Epidermis bilden LZ ein Netzwerk mit ihren Dendriten, die ihnen, trotz der geringen
Zellzahl ermoglichen, einen groflen Raum in der Epidermis abzudecken. Zum Phénotyp
gehort auch die Grofle einer Zelle und bei LZ auch die Granularitét, sowie die Expression der
verschiedenen Oberflichenproteine. Im Folgenden sind Unterschiede und Gemeinsamkeiten
der phénotypischen Eigenschaften der AHR-defizienten LZ und LZ aus Wildtyp-Méusen

aufgezeigt.

5.1.1 Die dendritische Morphologie der LZ in der Epidermis ist unabhiingig vom AHR

Die Dendritenbildung der LZ wurde in Epidermishdutchen untersucht. Die Zellen wurden
darin mit einem spezifischen anti-MHC-II-Antikorper detektiert. Als Negativkontrolle
wurden Epidermishdutchen von MHC-II-defizienten Méusen (Aa'/ ; (Kontgen et al., 1993))
gefarbt.
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Abb. 24: Die dendritische
Wildtyp 400x AHR 400x

MHCHJ%OX 3 Morphologie von LZ ist

unabhiingig vom AHR.
Epidermishdutchen wurden wie
unter 11.2.4 beschrieben
prapariert, und mit einem
MHC-II-Antikdrper gefarbt.
Die obere Reihe zeigt die
entsprechenden Durchlicht-
bilder.

VergroBerung: 400-fach;

weille Linie = 100 pm

Wie in Abbildung 24 zu erkennen, bilden LZ ein dichtes Netzwerk in der Epidermis, und
beriihren sich mit den Dendriten teilweise. Ausgewertet wurden die Bilder von jeweils fiinf
Mausen. In der Verzweigung der Zellen waren keine Unterschiede in Abhédngigkeit von der

Auspragung des AHR zu erkennen.

5.1.2 Grofle und Granularitit sind abhingig vom AHR

Der Phénotyp von LZ hingt eng mit dem Reifestatus zusammen. So ist beschrieben, dass die
Zellen durch Reifung groBer und granuldrer werden (Schuler et al, 1985b).
Durchflusszytometrisch ldsst sich dies iiber einen Anstieg im Vorwérts- und

Seitwirtsstreulicht nachweisen.
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Abb. 25: Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht von WT-LZ (A) und AHR™ LZ (B) in Punktwolkendar-
stellungen. Dargestellt ist je ein reprisentatives Bild reifer LZ. Beriicksichtigt wurden nur lebende MHC-II"
Zellen (R2).Bei den Punkten auBerhalb der Markierung R2 handelt es sich um Zelldebris oder vermutlich um

tote oder apoptotische Zellen, die routineméfig von der weiteren Analyse ausgeschlossen wurden.
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Im Vergleich reifer LZ aus Wildtyp- und AHR-defizienten Méusen zeigte sich, dass die
Zellen (Abb. 9, Population D) ohne AHR ein anderes Erscheinungsbild im Vorwiérts- und
Seitwirtsstreulicht hatten (Abb. 25). Nur MHC-II" Zellen, die in R2 lagen, wurden zur
Kalkulation der GréBe und Granularitit verwendet. (Abb. 26). Dabei wurden die mittleren
Intensititen des Vorwirtsstreulichts (FSC) und des Seitwértsstreulichts (SSC) als relativer
Wert fiir GroBle (C, D) und Granularitit (A, B) unreifer und reifer Zellen in R2 herangezogen
(Abb. 9, Population B und D). Verglichen wurden LZ aus AHR-defizienten und Wildtyp-
Maiusen. Die Méuse wurden 24 Stunden zuvor entweder mit DMSO oder TCDD behandelt.

DMSO TCDD
A B
s 1704 * = 1704 .
2 160 - .2 160
= g
B 150 § 150 1
=
7SR T I % 04,
BN = 7N o=
o 58 130 o &S 1301
83 2w S -RrY
s 2 0 2 0
E 8 g oy ECR-RICE
100 100
Ex vivo Kultivierung Oh 72h Oh 72h
C D
£ B0 = B,
.2 2
= =0 S sE0
2 g
@ 500 A 17 so0
£ %5 S
PR E w4 Z LR E s0q{ =
Q 2] () 3 22]
= E 5 = 2 §
E 5 28 m- E 8 8 40
E> E E> E
350 340
Ex vivo Kultivierung Qh 72h Oh 72h

Abb. 26: Die Morphologie von LZ ist abhiingig vom AHR. WT und AHR” Miuse wurden mit TCDD (10
pg/kg) bzw. DMSO i.p. behandelt. 24 Stunden spiter wurden epidermale Zellen isoliert und im FACS analysiert.
Ein Aliquot der Zellen wurde fiir drei Tage ex vivo kultiviert und im FACS analysiert. Es wurde ein
Auswertefenster auf lebende MHC-II" Zellen gesetzt (R2) und das Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht analysiert.
A), B) Die relative Granularitdt von LZ von DMSO- (A) und TCDD- (B) behandelten WT-Méusen (schwarz)
und AHR™" (weil}) Méusen wurde im Seitwirtsstreulicht am FACS analysiert. C), D) Die relative Grofe von LZ
von DMSO- (C) und TCDD- (D) behandelten Wildtyp-Mausen (schwarz) und AHR” (weiBl) Mausen wurde im
Vorwirtsstreulicht am FACS analysiert. (+, p < 0.05; «, p <0.01)

Zu erkennen war, dass die GroBle und Granularitidt durch Reifung der Wildtyp-Zellen nach
drei Tagen stark angestiegen war, was Literaturangaben entspricht (Schuler et al., 1985b).
Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Mause vorher mit TCDD oder DMSO behandelt
wurden. Unreife LZ aus AHR-defizienten Méusen waren signifikant kleiner (FSC, DMSO =
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391; FSC, TCDD = 392) und weniger granulédr (SSC, DMSO = 117; SSC, TCDD = 112), als
die Zellen der Wildtyp-Méduse (FSC, DMSO = 424; FSC, TCDD = 420; SSC, DMSO = 127;
SSC, TCDD = 126). In reifen Zellen aus AHR-defizienten Médusen kam es im Vergleich zu
unreifen Zellen im Gegensatz zu Wildtyp-Zellen nur zu einer geringen Zunahme der
Granularitit. Reife AHR-defiziente LZ waren kleiner als reife LZ aus Wildtyp-Mausen, der
Unterschied war aber nicht langer signifikant.

Die Unterschiede in der Morphologie der Zellen in Abhéngigkeit vom AHR zeigten deutlich,
dass der AHR-Signalweg eine physiologische Rolle in der Entwicklung von LZ einnimmt.

Dies sollte in weiteren Experimenten genauer untersucht werden.

5.1.3 Die Ausprigung einiger ko-stimulatorischer Proteine ist abhingig vom AHR

Bei der Analyse der Wildtyp-LZ konnte festgestellt werden, dass durch Reifung der Zellen
eine starke Regulation der Oberflichenmolekiile stattfand (siehe Tabelle 9). In Tabelle 10 ist
das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse unreifer und reifer LZ aus Wildtyp- und

AHR-defizienten Médusen aufgefiihrt.

Tabelle 10: Angegeben ist die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) lebender MHC-II positiver Zellen in

der epidermalen Zellsuspension. (n > 3)

CD16/CD32 CD24a CD40 CD44 CD80 CD86

unreif ¥ reif ! | unreif  reif | unreif reif | unreif reif | unreif reif | unreif reif
wildtyp”| 14 229 156° 122 | 13 1ss**| nd. 76 2 99% | 14 458w
AHR™| 13 2%« [ 61 56 | 10 142+ | nd 86 | 2 42 | 11 401

1) es wurden epidermale Zellen aus C57BL/6 Miusen analysiert
2) es wurden epidermale Zellen aus AHR-defizienten Mausen analysiert

3) epidermale Zellen wurden isoliert und lebende MHC-II" Zellen analysiert
4) epidermale Zellen wurden isoliert, fiir 72h kultiviert und lebende MHC-II" Zellen analysiert

5) durch * werden signifikante Anderungen durch Reifung angezeigt (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***))

6) graue Unterlegung zeigt signifikante Anderungen zwischen Wildtyp- und AHR-defizienten Zellen an (p < 0,05)

Die unreifen LZ aus AHR-defizienten Méusen priagten ebenso wie die Zellen der Wildtyp-
Mause die ko-stimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 nicht aus, regulierten diese
aber im Zuge der Reifung auf. Die Expression unterschied sich aber im Vergleich zu Wildtyp-
LZ. Die Expression von CD80 war signifikant niedriger, bei CD40 zeigte sich lediglich ein
Trend in drei unabhingigen Experimenten, welcher allerdings keine statistische Signifikanz
erreichte. Die Auspriagung von CD86 zeigte in LZ aus Wildtyp-Mausen eine Abhingigkeit
von der Aktivierung des AHR, indem es durch Exposition mit TCDD aufreguliert wurde
(Tab. 9). Im Vergleich von Zellen aus Wildtyp- und AHR-defizienten Méusen ohne vorherige
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Aktivierung des AHR war die Expression von CD86 allerdings vergleichbar. Das ko-
stimulatorische Molekiil CD24a war signifikant niedriger auf Zellen ohne funktionellen AHR
ausgeprdgt. Dies war auch in reifen Zellen zu erkennen. Um die Unterschiede in der
Expression der Oberfldchenproteine zwischen Wildtyp- und AHR-defizienten Zellen
deutlicher darzustellen, wurden die durchflusszytometrischen Ergebnisse der Expression ko-
stimulatorischer Proteine auf reifen LZ in einem Histogramm aufgetragen. Die weille Kurve
stammt von Zellen mit AHR, die grau gefiillte Kurve von LZ ohne AHR.

Die Ergebnisse der Oberflichenmarker-Analyse erweitern die Daten der morphologischen
Unterschiede und unterstiitzen die Annahme, dass der AHR in LZ eine physiologische Rolle
einnimmt. Zusammengefasst deuten die Befunde auf eine verminderte oder verlangsamte

Reifung der Zellen ohne AHR hin.
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Abb. 27: Reife AHR™ LZ exprimieren weniger CD24a, CD40 und CDS80.

Aus Wildtyp- und AHR-defizienten Mausen wurden epidermale Zellen isoliert und fiir drei Tage kultiviert. Die
Zellen wurden geerntet und fiir die angegebenen Marker mit den entsprechenden Antikdrpern gefarbt. Die
lebenden MHCII'-Zellen wurden im FACS analysiert. Gezeigt ist ein reprisentatives Bild aus mind. drei
unabhingigen Experimenten. (Grau gefiillte Kurve = LZ aus AHR” Miusen, schwarze Linie = LZ aus WT-

Maéusen; hellgraue Kurve = Isotypkontrolle)

5.2 Vergleich der Transkriptome von LZ aus Wildtyp- und AHR™- Miusen

Bei der Untersuchung des Genexpressionsprofils der LZ aus TCDD- und DMSO-behandelten
Maiuse zeigten sich LZ als inert gegeniiber einer Aktivierung des AHR. Dies liel sich
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plausibel durch eine hohe konstitutive AHRR-Expression erkldren. In einem Vergleich des
Genexpressionsprofils aus Wildtyp-LZ und AHR-defizienten LZ sollte geklédrt werden, ob das
Fehlen des AHR eine Veridnderung des Genexpressionsprofils verursacht. Von iiber 22.500
Genen, die auf dem Affymetrix Chip reprisentiert sind, waren 127 Gene differentiell
ausgepragt. Davon waren 55 Gene in Wildtyp-Méusen stirker exprimiert als in AHR™”
Miusen (32 > 2; 9 > 3; 14 > 4) und 72 Gene in AHR” Musen stirker exprimiert als in
Wildtyp-Mausen (59 > 2; 9 > 3; 4 > 4). Eine Liste aller regulierten Gene befindet sich im
Anhang (Tabelle 12). Die mRNA fiir den AHRR und die TCDD-inducible poly (ADP-ribose)
polymerase (Tiparp), beides bekannte AHR-abhidngige Gene, waren in AHR-defizienten

Zellen schwach bis gar nicht detektierbar.
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Abb. 28: Gegeniiberstellung der globalen Genexpressionsanalyse von Wildtyp- und AHR-defizienten LZ
im Punktwolkendiagramm. LZ aus C57B1/6 Mausen und AHR” Miusen wurden isoliert und die RNA nach in
vitro-Amplifikation fiir eine Microarray-Analyse verwendet. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus zwei
unabhingigen Experimenten. Liegt ein Punkt auBerhalb der dufleren Linien ist dieses Gen mindestens zweifach

reguliert.

Mit Hilfe eines Bioinformatikprogramms wurde die regulierten Gene in Gruppen nach ihren
verschiedenen biologischen Funktionen zusammengefasst (Martin et al., 2004). In Abbildung
29 sind die drei Gruppen, welche die meisten regulierten Gene enthielten, aufgefiihrt. In
AHR-defizienten LZ waren etwa 20 der 72 stirker ausgepragten Gene von immunologischer
Bedeutung (Abb. 29, links). Darunter befanden sich das CD68 Antigen
(Phagozytoseregulation; (da Silva et al., 1999)), CD274 Antigen (ko-inhibitorisches Molekiil;
(de Jong et al., 2005)), IL-1( (proinflammatorisches Zytokin; (Enk et al., 1993a)), MHC-II

und verschiedene Interferon-y induzierte Gene. Viele der regulierten Gene waren dem
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Lipidstoffwechsel zuzuordnen (12 von 72 Genen). 10 der 72 Gene sind in den Abbau von
Proteinen involviert.

Die meisten Gene, die in AHR-defizienten Zellen schwiécher ausgeprigt waren als in
Wildtyp-Zellen, konnten der Regulation von Stoffwechselprozessen zugeordnet werden (19
von 55). Von den 55 Genen, sind zwei von immunologischer Bedeutung herauszustellen
(Abb. 29, rechts). Dazu gehorte die Indolamin-pyrrol 2,3, Dioxygenase, besser bekannt als
IDO, die etwa 9-fach schwicher exprimiert war. IDO spielt eine Rolle in der Regulation der
Immunantwort durch die Induktion von Toleranz (Finger et al., 2002; Grohmann et al., 2003).
Das zweite Gen war die PAF Acetylhydrolase, welche die Migration von LZ beeinflusst
(Angeli et al., 2004).

A -/-
AHR > WT B Immunsystem AHR™ <WT B Immunsystem
D Metabolismus
[0 Lipidmetabolismus
O Signaltransduktion
OProteolyse
M Differenzierung
O Sonstige O Sonstige

Abb. 29: Mit der G.O.ToolBox Software wurden den regulierten Genen biologische Funktionen in der Zelle
zugeordnet. Die drei Gruppen mit den meisten Eintrdgen sowie das Immunsystem wurden aufgefiihrt. Im linken
Diagramm wurden die Gene ausgewertet, die in AHR-defizienten LZ stirker ausgeprigt waren, auf der rechten

Seite wurden die Gene ausgewertet, die in AHR-defizienten LZ schwicher ausgeprigt waren.

5.3 Funktionelle Unterschiede zwischen AHR-defizienten und Wildtyp-LZ

5.3.1 AHR-defiziente LZ sind bessere Phagozyten

Die Oberflichenmarker-Analyse, sowie die morphologischen Unterschiede zwischen
Wildtyp- und AHR-defizienten LZ deuteten darauf hin, dass sich letztere in einem unreiferen
Status befinden. Da die Phagozytosekapazitdt mit dem Reifungsgrad der Zellen korreliert,
wurde dieser Parameter fiir LZ aus AHR-defizienten Méusen bestimmt und mit den Werten
aus Wildtyp-Méausen vergleichen (sieche Abb. 9, Population B). Dieser Assay wurde mit
Zellen unbehandelter Mause durchgefiihrt.

In Abbildung 30 ist eine signifikant hohere Phagozytosekapazitit von AHR-defizienten LZ
im Vergleich zu LZ aus Wildtyp-Mausen erkennbar. Damit schienen LZ aus AHR-defizienten

Maiusen auch aufgrund dieses funktionellen Parameters unreif zu sein.
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5.3.2 Die ko-stimulatorischen Fihigkeiten waren nicht beeinflusst

Reife Zellen, deren Hauptaufgabe die Pridsentation von Antigen an T-Zellen ist, prigen
vermehrt die ko-stimulatorischen Proteine CD40, CD80 und CD86 aus (Steinman, 2003). Die
Expression der ko-stimulatorischen Molekiille CD24a, CD40 und CD80 war in AHR-
defizienten LZ niedriger als in den Wildtyp-LZ (Abb. 27 und Tab. 10). Aus diesem Grund
wurde untersucht, ob die verminderte Expression dieser Oberflichenproteine einen Einfluss
auf die stimulatorische Féhigkeit der Zellen hat. In einer allogenen T-Zell-Stimulation wurden
T-Zellen der Milz aus SKH1-Méusen (unbekannter Haplotyp) mit LZ aus AHR-defizienten
und Wildtyp-Mausen (H-2° Haplotyp) fiir drei Tage kultiviert (Abb. 31). Die LZ wurden 24
Stunden vor der Ko-Kultivierung isoliert und in Kultur gehalten, um die Ausprigung ko-
stimulatorischer Proteine zu induzieren (siche Abb. 9 Population C). Als Kontrolle wurden
LZ mit T-Zellen desselben Haplotyps (H-2") kultiviert (syngene Kontrolle, keine
Proliferation). LZ allein proliferierten nicht. Zu erkennen war, dass die T-Zellen in
Abhéngigkeit der Anzahl der LZ proliferierten. In einem Verhéltnis von 2000 T-Zellen : 1 LZ
war keine Proliferation im Vergleich zur syngenen Kontrolle erkennbar. Das Verhiltnis von
200 : 1 und 20 : 1 fiihrte dagegen zu einer deutlichen Proliferation, unabhédngig vom
eingesetzten Typ der LZ (mit oder ohne AHR). Obwohl die Auspridgung einiger ko-
stimulatorischer Oberfldchenproteine auf AHR-defizienten Zellen veridndert war, konnte unter
den getesteten Bedingungen kein Einfluss auf den funktionellen Parameter ,T-Zell-

Stimulation* festgestellt werden.
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Abb. 31: LZ aus Wildtyp und AHR” Miusen haben eine vergleichbare stimulatorische Aktivitit. Je
200000 T-Zellen wurden mit der angegebenen Menge an LZ ko-kultiviert. Die Proliferation der T-Zellen wurde
nach Zugabe von 0.5 pCi *H-Thymidin fiir 18 Stunden durch Messung der ,,counts per minute* (cpm) bestimmt.

Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung einer Dreifach-Bestimmung.

6. Keratinozyten beeinflussen LZ iiber die AHR-abhingige Expression von Zytokinen

Die Zellen der Epidermis bilden ein sich beeinflussendes Netzwerk. Keratinozyten kdnnen je
nach Stimulus eine Vielzahl von Zytokinen ausschiitten und sind dadurch ein wesentlicher
Bestandteil des Hautimmunsystems. Die Keratinozyten produzieren verschiedene Zytokine,
die die Funktion und das Uberleben der LZ in der Haut beeinflussen. Zu den Zytokinen,
welche die Funktion und das Uberleben der LZ in der Epidermis aufrechterhalten oder
steigern, gehoren IL-1, IL-6, IL-15, GM-CSF und TNF-a. IL-10 ist ein anti-
inflammatorisches Zytokin, das die Funktion der LZ inhibiert (Kondo, 1999). Im Folgenden
wurde die Ausprigung dieser Zytokine in epidermalen Zellen in Abhéngigkeit der
Uberaktivierung oder des Fehlens des AHR untersucht. Dies sollte kldren, ob die
beobachteten Effekte bei LZ durch eine verdnderte Zytokinexpression von Keratinozyten zu

begriinden sind.

6.1 AHR-abhingige Zytokinexpression in Keratinozyten

Die AHR-abhédngige Regulierung der genannten Zytokine wurde sowohl nach AHR-
Aktivierung mit TCDD als auch in AHR-defizienten Zellen untersucht. Nach i.p. Behandlung
von Maidusen mit TCDD fiir 24 Stunden oder 6 Tage konnte die Induktion der mRNA
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mehrerer Zytokine festgestellt werden. Die mRNA von IL-6 und IL-10 war nach 24 Stunden
etwa zweifach induziert (Abb. 32). Fiir beide Interleukine war eine Induktion auch nach 6
Tagen erkennbar. Fiir TNF-o und GM-CSF konnte 6 Tage nach TCDD-Gabe eine deutliche
Induktion um das 2,8-fache bzw. 2,9-fache festgestellt werden. Die Standardabweichung in
Abbildung 32 resultierte aus drei unabhingigen Experimenten. Fir den GM-CSF Wert,
wurden die drei unabhingigen Experimente nicht zusammengefasst, da die Induktionen in den
Experimenten sehr unterschiedlich waren. GM-CSF wurde jedoch in jedem Fall induziert. Die
Induktion lag in einem Bereich von 2,9 bis 39-fach im Vergleich zur Kontrolle. Auf die
Transkription von IL-15 und IL-1B hatte die Aktivierung des AHR mit TCDD zu beiden

getesteten Zeitpunkten keinen Effekt.
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Abb. 32: Die RNA einiger, von Keratinozyten produzierten Zytokine werden durch AHR-Aktivierung
induziert.

Maiusen wurde 10 pg/kg TCDD oder als Kontrolle das Losungsmittel DMSO in Olivendl i.p. injiziert. Nach 24
Stunden (schwarze Balken) und 6 Tagen (weile Balken) wurden die epidermalen Zellen aus der Haut isoliert
und die Expression der angegebenen Zytokine mittels semi-quantitativer Echt-Zeit-PCR oder konventioneller
PCR analysiert. Dargestellt ist die relative Induktion in Zellen von TCDD-behandelten Méusen im Vergleich zur
Expression in Zellen von DMSO-behandelten Mausen (,,1°) von drei unabhéngigen Experimenten. Von GM-

CSF wurde ein représentatives Ergebnis gezeigt.

Der Vergleich der Auspriagung von Zytokinen in Wildtyp- und AHR-defizienten Zellen ist in
Abbildung 33 dargestellt, dabei wurde die Expression in Wildtyp-Méausen auf ,, 1 gesetzt und
die Expression in AHR-defizienten Mausen darauf bezogen. Die Auspridgung von IL-1f, IL15
und IL-10 war in Abwesenheit des AHR vergleichbar zu Wildtyp-Zellen. Die Menge an
mRNA von TNF-a und GM-CSF war in AHR-defizienten epidermalen Zellen um mehr als
die Hilfte reduziert. Bet GM-CSF war dieser Unterschied signifikant.
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Abb. 33: TNFa und GM-CSF werden von AHR™ Keratinozyten schwiicher exprimiert.
Epidermale Zellen wurden aus der Haut von Wildtyp und AHR-defizienten Méausen isoliert und die relative
Expression der angegebenen Zytokine mittels semi-quantitativer Echt-Zeit-PCR oder konventioneller PCR

analysiert, wobei die Expression in Wildtyp-Zellen auf 1 gesetzt wurde. (n = 3 Méuse)

6.2 Die Sekretion von GM-CSF hat Einfluss auf die umgebenden LZ

GM-CSF wird von Keratinozyten in der Haut sezerniert und ist notwendig fiir das Uberleben
der LZ, aber auch fiir die Expression von CD80 (Ozawa et al., 1996). Da beobachtet wurde,
dass epidermale Zellen aus AHR-defizienten Mausen weniger GM-CSF exprimieren (Abb.
33), und auch auf LZ eine signifikant schwichere CD80 Expression festgestellt wurde (Abb.
27), wurde die GM-CSF-Produktion auch auf Protein-Ebene untersucht. Hierfiir wurde der
Kultur-iiberstand von epidermalen Zellen aus Wildtyp- bzw. AHR-defizienten Méusen mit

einem ELISA getestet.
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€ 100 * Abb. 34: Epidermale Zellen aus AHR-defizienten Miiusen sezernieren
- * weniger GM-CSF.
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8 4
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Es zeigte sich, dass die epidermalen Zellen ohne AHR signifikant weniger GM-CSF
sezernieren als die Zellen aus den Wildtyp-Miusen. Dabei war die interindividuelle
Schwankung zwischen den Zellprdparationen der einzelnen Miuse in den Wildtyp-Zellen
recht grof3.

GM-CSF wird durch IFN-y negativ reguliert (Ozawa et al., 1996). Da in verschiedenen
Studien gezeigt wurde, dass unter anderem CD4" T-Zellen aus AHR-defizienten Miuse mehr
IFN-y sezernieren (Negishi et al., 2005), wurde untersucht, ob auch Keratinozyten aus AHR-
defizienten Méusen mehr IFN-y produzieren. Hierfiir wurden 10° epidermale Zellen/ml fiir 4
bis 48 Stunden kultiviert. Um eine IFN-y-Sekretion zu induzieren, wurden die Zellen mit
PMA (150 ng/ml)/Ionomycin (1,5 pg/ml) fiir 4 Stunden, LPS (100 ng/ml fiir 22 Stunden) und
Concanavalin A (3 pg/ml fiir 48 Stunden) stimuliert. Unter den getesteten Bedingungen
konnte keine Sekretion von IFN-y festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Weder die
Stimulation mit Concanavalin A noch mit PMA/lonomycin oder LPS fiihrte zu einer
nachweisbaren Sekretion von IFN-y durch epidermale Zellen. Als Positivkontrolle wurden 10°
Milzzellen/ml ausgesit, die nach Stimulation mit Concanavalin A grole Mengen an IFN-y
sezernierten (1,4 ng/ml). Sowohl LPS als auch PMA/Ionomycin induzierten keine INF-y
Sekretion von Milzzellen (Daten nicht gezeigt).

Sollte die verminderte Sekretion von GM-CSF der Grund dafiir sein, dass die LZ aus AHR-
defizienten Médusen kleiner und weniger granuldr sind und weniger CD80 exprimieren,
miisste dieser Befund durch die Zugabe von GM-CSF zur Kultur epidermaler Zellen
aufgehoben werden. Um dies zu priifen, wurden epidermale Zellen aus AHR-defizienten
Maiusen mit 10 ng/ml GM-CSF kultiviert, und nach 48 Stunden auf GréBe, Granularitdt und
CD80 Expression durchflusszytometrisch iiberpriift.

Die Expression von CD80 konnte durch Zugabe von GM-CSF zur Kultur AHR-defizienter
Zellen signifikant gesteigert werden. Dabei wurde sogar eine hohere Expression als bei den
Wildtyp-Zellen erreicht. Wildtyp-Zellen produzieren im Mittel 40 pg/ml (sieche Abb. 34). Da
etwa 25 Mal mehr GM-CSF eingesetzt wurde, als von den Zellen normalerweise produziert
wird, konnte der Effekt dadurch begriindet werden. Sowohl Grofle als auch Granularitéit
waren durch die Zugabe von GM-CSF nicht beeinflusst. Diese Parameter waren nach wie vor

signifikant unterschiedlich zwischen den Zelltypen mit und ohne AHR.
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Abb. 35: GM-CSF reguliert die CD80 Expression, hat aber keinen Einfluss auf Grofle und Granularitit.

Epidermale Zellen wurden in einer Konzentration von 10° Zellen/ml ausgesit und mit 10 ng/ml GM-CSF

kultiviert. 48 Stunden spiter wurden die Zellen geerntet und lebende MHCII" Zellen im FACS analysiert (n = 6).

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die Aktivierung des AHR durch TCDD und vor

allem das Fehlen des AHR starke Verdnderungen in LZ hervorruft. Diese lassen sich teilweise

durch eine extrinsische Regulation iiber die verdnderte Sekretion von Zytokinen durch

Keratinozyten erklaren, wie hier fiir GM-CSF gezeigt wurde.
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IV. Diskussion

Die Haut kommt tdglich in Kontakt mit einer Vielzahl an Fremdstoffen. Dazu gehéren auch
niedermolekulare Chemikalien, die als potentielle AHR-Liganden gelten, wie beispielsweise
Eugenol und Isoeugenol (Kalmes et al., 2006), welche unter anderem in Parfum Verwendung
finden. Indirekt gehort auch die UVB-Strahlung dazu, durch die in der Haut der AHR-Ligand
6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) durch Dimerisierung der Aminosdure Tryptophan
gebildet werden kann (Fritsche et al., 2007). Wie die Haut diese tdglichen Einfliisse
verarbeitet, ist weitgehend ungeklédrt. Der AHR ist ein biologischer Sensor, der chemische
Signale der Umwelt empfangt und in das Zellinnere vermittelt. Als Transkriptionsfaktor
ibertrdgt er die Informationen auf die DNA und reguliert die Transkription bestimmter Gene.
Zu den am besten untersuchten Zielgenen des AHR gehoren in erster Linie Fremdstoff-
metabolisierende Enzyme, die den AHR-aktivierenden Liganden abbauen (Carlson et al.,
2002; Vrzal et al., 2004; Tijet et al., 2006).

Die niedermolekularen Substanzen, welche an den AHR binden, werden auf Grund ihrer
chemischen Struktur normalerweise nicht von T-Zellen erkannt. Wenn an sich harmlose
Fremdstoffe allerdings durch den Prozess der Metabolisierung in ein reaktives Molekiil
umgesetzt werden, konnen sie an Proteine kovalent binden und als Hapten von T- oder B-
Zellen erkannt werden. Durch eine Reihe von Mechanismen stellt das Immunsystem sicher,
dass korpereigene Strukturen und nicht-pathogene Antigene nicht erkannt werden, bzw. keine
Immunantwort induzieren (Toleranz) (Kisielow et al., 1988; Arnold et al., 1993). Die
Haptenisierung von Proteinen kann zur Durchbrechung der Toleranz, und damit zu T-Zell-
abhéngigen Allergien fiihren (Riemann et al., 2003). Es ist anzunehmen, dass auch in der
Haut Toleranzmechanismen wirken, um Immunantworten gegen nicht pathogene, harmlose
Substanzen zu verhindern. Dies konnte Mechanismen zur Vermeidung des Risikos der
Haptenisierung von Proteinen durch niedermolekulare Chemikalien einschlieBen. Wie diese
Mechanismen aussehen, und wie sie reguliert werden, ist allerdings unklar. Anderson et al.
konnten zeigen, dass die Metabolisierung von polyaromatischen Kohlenwasserstoffen zu
reaktiven Metaboliten notwendig ist, um eine Kontakthypersensibilisierung auszuldsen. So
16ste der AHR-Ligand 7,12-Dimethylbenzanthrazen nur eine Reaktion in Miusen aus, die

iber einen funktionellen AHR verfiigten (Anderson et al., 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob und wie der AHR in der Haut aktiviert wird,

und welche Funktionen er im Immunsystem der Haut einnimmt. Dafiir wurden zwei
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experimentelle Ansidtze verfolgt. Zum einen wurde der AHR durch Injektionen mit TCDD in
der Haut aktiviert, und Verdnderungen in LZ und Keratinozyten dokumentiert. Ziel war ein
Erkenntnisgewinn dariiber, ob der AHR die Haut vor adversen Effekten von Fremdstoffen
durch deren Abbau schiitzt, oder ob der AHR zur Generierung proteinreaktiver Substanzen
und damit zur Auslésung von Allergien beitragen wiirde. Zum anderen wurden epidermale
Zellen aus AHR-defizienten Méusen untersucht, um physiologische Funktionen des AHR zu

ermitteln.

1. Besitzen LZ immunregulatorische Eigenschaften zur Vermeidung unerwiinschter
Immunreaktionen gegen niedermolekulare Substanzen?

Um das Potential des AHR in der Haut zu untersuchen, musste zundchst gekldrt werden, ob
LZ den AHR ausprégen. Fiir Keratinozyten wurde bereits vor langerem gezeigt, dass sie einen
funktionalen AHR enthalten (Swanson, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Expression des AHR zum ersten Mal in primdren LZ dokumentiert. Das Expressionsniveau
des AHR der epidermalen Zellpopulationen entsprach mindestens dem der Leber und lag {iber
dem des Thymus (Abb. 10). Bei Leber und Thymus handelt es sich um Organe, welche sehr
empfindlich auf die Aktivierung des AHR reagieren (Lucier et al., 1973; Clark et al., 1981).
Es war deswegen zu vermuten, dass die Aktivierung des AHR auch in der Haut starke
Auswirkungen auf die Zellen hat. Uberraschenderweise fiihrte die Aktivierung des AHR mit
TCDD in LZ im Gegensatz zu Keratinozyten nicht zur Induktion von CYP1A1 und CYPIBI,
Markergenen der sogenannten ,,AHR-Batterie* (Tijet et al., 2006). Die ,,AHR-Batterie*
umfasst Gene, die iiber den AHR-Signalweg reguliert werden und vor allem zur Gruppe der
Fremdstoff-metabolisierenden Enzyme gehoren. CYPIALI ist zwar in sehr vielen Zellarten
durch TCDD induzierbar, aber nicht in allen. Bisher wurde keine einzelnes Gen gefunden,
welches unter allen experimentellen Umstinden durch TCDD oder den AHR induziert wird
(Frericks et al., 2006), weshalb ein globales Expressionsprofil von LZ fiir 22.500 Gene nach
24-stiindiger Belastung mit TCDD erstellt wurde. TCDD wurde als hochaffiner und bekannt
wirksamer Ligand des AHR gewiéhlt, der Zeitpunkt von 24 Stunden hatte in Vorexperimenten
eine gute Induktion von CYP1A1l und CYP1BI1 in Keratinozyten gezeigt (Abb. 11). Die
Genexpressionsprofile der LZ zeigten, dass das Transkriptom inert gegeniiber der TCDD-
Belastung war (Abb. 15). Insbesondere waren die Gene der ,,AHR-Batterie* nicht induzierbar
und waren dementsprechend auf den Chips nicht zu detektieren. Dies fiihrte zu der Annahme,
dass primdre LZ nicht in der Lage sind, am AHR-induzierten Fremdstoffmetabolismus

teilzunehmen. Uber die Fremdstoff-metabolisierende Aktivitit primérer LZ gibt es bisher
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keine Studien. Anderson et al. zeigten nur, dass die murine LZ-dhnliche Zelllinie XS52 in der
Lage ist, AHR-Liganden wie 7,12-Dimethylbenzanthrazen und Benz[a]pyren zu
metabolisieren (Anderson et al., 1995). LZ-ihnliche Zellen, die aus humanen CD34"
Stammzellen generiert wurden, zeigten eine konstitutive Expression verschiedener
Fremdstoff-metabolisierender Gene der CYP450 Familie, darunter auch CYPIA1l und
CYPI1BI1 (Saeki et al., 2002). Die Ergebnisse an priméren Zellen, die unmittelbar aus der Haut
isoliert wurden zeigen, dass sich Zelllinien sowie in vitro generierte und differenzierte Zellen

in wesentlichen Eigenschaften von primédren Zellen unterscheiden konnen.

LZ wurden frither als reprisentative Vertreter unreifer DZ betrachtet. Viele Erkenntnisse zur
Biologie der DZ entstanden aus Arbeiten mit LZ, welche als unreife Zellen isoliert wurden
und so die Untersuchung von Reifungsprozessen der DZ in vitro erlaubten (Schuler et al.,
1985a; Schuler et al., 1985b; Inaba et al., 1986; Romani et al., 2003). In den letzten Jahren
ermdglichten neue Forschungsansitze mit LZ-defizienten Méusen eine andere Sichtweise auf
die Funktion der LZ. Es wurden Méiuse generiert, die den Diphterietoxin-Rezeptor unter der
Kontrolle des CD207-Promotors ausprdgen. Die Depletion von LZ konnte durch die Gabe
von Diphterietoxin bei diesen ,knock-in“ Miusen erzielt werden. (Bennett et al., 2005;
Kaplan et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005). Kaplan et al. zeigten dabei eine verstérkte
Kontakthypersensibilisierungsreaktion gegen DNFB in Abwesenheit von LZ. Dies fiihrte zu
der Hypothese, dass LZ regulatorische und tolerogene Funktionen in der Haut haben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese neuen Erkenntnisse zur
immunregulatorischen Funktion der LZ. In den LZ kam es nach Aktivierung des AHR nicht
zur Induktion Fremdstoff-metabolisierender Enzyme. Dies deutet auf eine immunsuppressive
Strategie der LZ gegen harmlose niedermolekulare Substanzen hin. Wenn an sich harmlose
Fremdstoffe nicht in reaktive Molekiile umgesetzt werden konnen, stellt dies eine Moglichkeit
dar, unerwiinschte Immunreaktionen gegen niedermolekulare Chemikalien zu vermeiden.
Offen bleibt, ob metabolisch aktive Keratinozyten reaktive Metabolite generieren und
eventuell bereits an Proteine gebunden sezernieren, welche dann von LZ aufgenommen und
in Form von Neoantigenen an T-Zellen prisentiert werden konnten. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass LZ nach TCDD-Exposition eine signifikant geringere
Phagozytosekapazitit aufwiesen. Als Konsequenz konnte dies die Gefahr verringern, dass
proteinreaktive niedermolekulare Chemikalien von LZ aufgenommen werden und iiber diesen
Weg eine unerwiinschte Immunreaktion induziert wird. Mit anderen Worten, LZ besédlen

Mechanismen, um nicht nur das allergene Risiko durch niedermolekulare Chemikalien fiir
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sich selbst zu minimieren, sondern auch das Risiko der Aufnahme von Allergenen aus den
umgebenden Keratinozyten.

Ein weiterer Punkt der in diesem Zusammenhang betrachtet werden sollte, ist die
Untersuchung der metabolischen Aktivitdt der zweiten DZ-Population der Haut, der dermalen
DZ (dDZ). Ob dDZ den AHR exprimieren und dieser aktivierbar ist, ist bisher nicht bekannt.
dDZ haben immunologisch andere Eigenschaften als LZ (Valladeau et al., 2005). So
migrieren sie als erste, etwa 24 Stunden nach Antigenaufnahme zum Haut-drainierenden
Lymphknoten, wobei LZ diesen erst nach drei bis vier Tagen erreichen (Kissenpfennig et al.,
2005). Zur Klérung, der Frage, ob dDZ eine &hnliche immunsuppressive Strategie zur
Vermeidung von Immunreaktionen gegen harmlose niedermolekulare Chemikalien haben wie

LZ bedarf es weiterer Experimente.

Es war unerwartet, dass neben den Genen der Fremdstoff-metabolisierenden Enzyme auch
kein anderes der 22.500 getesteten Gene auf dem Microarray durch Aktivierung des AHR mit
TCDD reguliert wurde (zumindest nicht innerhalb des gewéhlten Schwellenwertes).
Verschiedene Studien belegen starke Effekte von TCDD auf DZ der Milz (Vorderstrasse et
al., 2001; Vorderstrasse et al., 2003). So wurden unter anderem 24 Stunden nach i.p. Injektion
von 10 pg/kg TCDD, also denselben Bedingungen, die zur Untersuchung der LZ verwendet
wurden, fast 200 Gene in den Milz-DZ identifiziert, die mindestens zweifach reguliert waren.
Darunter waren auch CYP1A1 und CYPIBI (Frericks et al., 2006).

Weiterhin sind mehr als 3000 Gene bekannt, die ein XRE in ihrer Promotorregion enthalten
(Sun et al., 2004). Darunter befinden sich auch viele Gene von immunologischer Bedeutung
wie die Interleukine IL-1f, IL-6 und IL-10 oder die Oberflachenproteine CD24a und CD86,
welche zur Ko-Stimulation von T-Zellen dienen. Weiterhin enthalten einige
Transkriptionsfaktoren wie c-fos und c-jun XRE, deren Expression sekunddre Antworten des
AHR vermitteln kann (Sun et al., 2004). Die tatsichliche Funktionalitit der per Computer
identifizierten XRE ist allerdings nur fiir wenige Fille experimentell nachgewiesen. Es gilt
auch zu berticksichtigen, dass XRE zell-spezifisch genutzt werden, da die Transkription von
Genen sehr komplex gesteuert wird. Dazu gehort z.B. die Organisation der Chromatin-
Struktur, welche die Zuginglichkeit von Genen beeinflusst, sogenannte ,,Enhancer®, die als
Verstirker der Gen-Expression wirken oder weitere in der Zelle vorhandene regulatorische
Molekiile, die an der Transkription beteiligt sind. (Knippers, 1997).

Die Existenz eines Molekiils, welches als ,,Silencer” die Genexpression durch den AHR

negativ beeinflusst, wurde zum ersten Mal in normalen humanen Fibroblasten beschrieben,
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bei denen, ebenso wie bei LZ, durch TCDD weder eine CYP1AIl- noch eine CYP1BI1-
Expression induziert werden konnte (Gradin et al., 1999). In der Arbeit von Gradin et al.
wurde ein ARNT-interagierender Faktor beschrieben, der mit dem inerten Phinotyp der
Zellen zusammenhéngt und dessen Wirkung durch Zugabe des Histon-Deacetylaseinhibitors
Natriumbutyrat, umgangen werden konnte. Ungefdhr zur selben Zeit wurde der AHR
Repressor (AHRR) zum ersten Mal von Mimura et al. beschrieben (Mimura et al., 1999). Der
AHRR gehort zur PAS-bHLH Familie und dimerisiert mit ARNT. Dieses Heterodimer kann
an XRE binden, jedoch erfolgt aufgrund des Fehlens einer transaktivierenden Domine im
AHRR keine Transkription. Dabei ist der AHRR selbst Zielgen des AHR und damit
Bestandteil eines negativen ,,feedback-loop*- Mechanismus zur Regulation des AHR-
Signalwegs (Baba et al., 2001).

Der AHRR ist in LZ sehr stark ausgeprégt. Bernshausen ef al. zeigten in einem Vergleich der
konstitutiven AHRR-Expression in acht verschiedenen Geweben, dass Hirn und Herz die
hochste Zahl an AHRR-Transkripten ausprédgten (Bernshausen et al., 2006). Im Vergleich zu
diesen Organen war die konstitutive Expression in LZ noch wesentlich hoher (Abb. 19).
Durch Aktivierung des AHR wurde keine weitere Aufregulation des AHRR in LZ erreicht.
Eine Abhingigkeit der AHRR-Transkription von der Prasenz des AHR in der Zelle konnte
dennoch gezeigt werden, da LZ aus AHR-defizienten Miusen deutlich weniger AHRR
auspréagten, als LZ aus Wildtyp-Mausen. Trotz des Fehlens des AHR war der AHRR noch —
wenn auch in geringerer Menge - nachweisbar, was darauf hindeutet, dass seine Transkription
nicht ausschlieBlich vom AHR abhingt, bzw. dass neben der induzierbaren auch eine
konstitutive Expression vorliegt. Diese konnte durch die bekannten GC-Boxen und eine NF-
kB Bindestelle im AHRR-Promoter gesteuert werden (Baba et al., 2001). Da die konstitutive
Expression des AHRR in Wildtyp-Zellen jedoch iiberraschend hoch war — auch in
Abwesenheit eines exogen applizierten AHR-Liganden — ist zu vermuten, dass entweder die
nicht-AHR-abhdngige Regulation des AHRR-Gens wichtiger ist als bisher angenommen, oder
dass ein unbekannter endogener Ligand des AHR vorhanden ist, so dass das AHRR-Gen {iiber
den AHR als Transkriptionsfaktor reguliert wird (siehe unten). Die erste Moglichkeit fiihrt
direkt zu weiteren Fragen beziiglich der physiologischen Rolle des AHRR, auBlerhalb des
gefundenen dramatischen ,,shut-down* des AHR Signalweges, die jedoch nicht mehr
Gegenstand dieser Dissertation sein konnten.

Zurzeit wird am ,Institut fiir umweltmedizinische Forschung®“ eine Maus mit einem
konditionalem AHRR-, knock-out“ generiert, in welcher der AHRR zellspezifisch

ausgeschaltet werden kann. Durch die Verwendung dieser Maus kann die Bedeutung der
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hohen AHRR-Expression in LZ genauer untersucht werden. So ist es denkbar, dass L.Z ohne
AHRR in der Lage sind, Fremdstoffe zu proteinreaktiven Stoffen zu metabolisieren, und sich
in den Tiere leichter eine allergische Reaktion induzieren lisst.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ursache fiir die fehlende Regulation von Genen
in LZ nach AHR-Aktivierung durch die hohe konstitutive Auspriagung des AHRR erklarbar

ist.

Obwohl das Transkriptom durch Aktivierung des AHR im Wesentlichen unveréndert blieb,
wurde durch TCDD-Belastung eine verdnderte Protein-Expression von CD86 auf der
Zelloberflache der LZ, sowie eine verminderte Phagozytose induziert. Diese Beobachtungen
waren abhéngig vom AHR, da TCDD-behandelte AHR-defiziente Mause diesbeziiglich keine
Unterschiede aufwiesen. Eine erhdhte Auspragung von CD86 konnte auch bei Milz-DZ nach
in vivo-Behandlung mit TCDD gezeigt werden. In diesen Zellen war in vivo allerdings keine
verminderte Phagozytosekapazitdt zu beobachten (Vorderstrasse et al., 2003), was vermutlich
darauf beruht, dass die hier geschilderten Ergebnisse mit einem anderen experimentellen
Aufbau, in vitro, erzielt wurden.

Die Befunde er6ffnen die Frage, ob der AHR Verdnderungen in der Zelle hervorruft, die nicht
direkt auf seiner Wirkung als Transkriptionsfaktor beruhen.

Der AHR liegt im Zytoplasma als Multiproteinkomplex vor. Es ist daher mdglich, dass die
Chaperone, die mit dem AHR assoziiert sind, nach der Bindung eines Liganden freigesetzt
werden, und andere Signalwege durch Stabilisierung oder Degradation von Proteinen
beeinflussen. Ein Beispiel ist die Wirkung von c-src, welches nach Bindung eines Liganden
vom AHR dissoziiert und an der Zellmembran den ,,Epidermal Growth Factor*“-Rezeptor
aktiviert (Fritsche et al., 2007). Weiterhin ist beschrieben, dass der AHR direkt an NF-xB (an
die Untereinheit Rel A) binden kann (Tian et al., 1999). Gezeigt ist auch eine direkte
Interaktion zwischen dem AHR und dem Retinoblastomaprotein (Tumorsuppressor), die den
Zellzyklus beeinflusst (Puga et al., 2002).

Eine weiterer Mechanismus iiber den TCDD eine Verdnderung der Expression von CD86
sowie eine verminderte Phagozytose in LZ induzieren kann, ohne dass eine Verdnderung im
Genexpressionsprofil in LZ evident ist besteht darin, dass LZ in der Epidermis von
Keratinozyten umgeben sind, welche durch die in vivo-Injektion von TCDD ebenfalls
Veranderungen erfahren.

In der Haut gibt es ein sogenanntes Zytokinnetzwerk. Verschiedene Zellen produzieren

Zytokine, die wiederum auf benachbarte Zellen wirken konnen. Zytokine sind
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niedermolekulare Glycoproteine, die transient produziert werden, und ihre biologische
Aktivitit im pikomolaren Bereich durch Bindung an spezifische Rezeptoren an der
Zelloberflache ausiiben. Zytokine konnen sich gegenseitig beeinflussen, indem sie sich
gegenseitig induzieren, oder die Zellfunktion in einer synergistischen oder antagonistischen
Weise lenken (Kirchner et al., 1994). Keratinozyten sind in der Lage je nach Stimulus eine
Vielzahl von Zytokinen auszuschiitten und sind dadurch ein wesentlicher Bestandteil des
Hautimmunsystems (Luger et al., 1990; McKenzie et al., 1990; Kondo, 1999). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-15, GM-CSF und des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 in epidermalen
Zellen untersucht, da diese die Funktion und das Uberleben der LZ in der Epidermis
regulieren (Heufler et al., 1988; Belsito et al., 1989; Koch et al., 1990; Enk et al., 1993b;
Loser et al.,, 2004). Die mRNA von TNF-a, IL-6, GM-CSF und IL-10 wurden durch
Aktivierung des AHR mit TCDD induziert (Abb. 32).

Zur Regulation von IL-10 in Keratinozyten durch den AHR existiert bislang keine Studie. IL-
10 wird von aktivierten Keratinozyten ausgeschiittet (Enk et al., 1992) was bewirkt, dass aus
LZ, die potentielle Stimulatoren einer Immunantwort sind tolerogene Zellen werden, was in
der Folge eine Hapten-spezifische Toleranz in vivo induzieren kann (Enk et al., 1994b). Die
erhohte Auspragung von IL-10-mRNA nach Aktivierung des AHR konnte somit einen
weiteren unterstiitzenden Mechanismus darstellen, unerwiinschte Immunreaktionen gegen
niedermolekulare Chemikalien zu vermeiden. Ob IL-10 die Phagozytosekapazitit von LZ
reguliert, oder einen Einfluss auf die Auspragung von CD86 hat, ist nicht klar. Sinnvoll wiren
weiterfithrende Experimente unter Verwendung spezifischer I1L-10-Antikdrper in vivo oder in

der Zellkultur epidermaler Zellen zur genaueren Analyse.

Eine Induktion von IL-6 durch TCDD in Keratinozyten wurde bisher nicht gezeigt.
Grundsitzlich ist IL-6 ein Zielgen des AHR, da in f6talen Thymusorgankulturen eine erhchte
Expression nach TCDD-Behandlung gemessen wurde (Lai et al., 1997). IL-6 spielt eine Rolle
in der lokalen Kontrolle der LZ-Dichte (Belsito et al., 1989), die durch Gabe von IL-6
gesteigert werden kann. In der einzigen bisher verdffentlichten Studie zur Wirkung von
TCDD auf LZ wurden die Effekte in C57BL/6 Maiusen und hairless-Méausen (HRS/J)
verglichen. (Puhvel et al., 1989). Wiahrend nach topischer Behandlung mit TCDD kein
Unterschied in der LZ-Dichte der Epidermis von C57BL/6 Méusen zu erkennen war, fiihrte
TCDD in den hairless-Médusen (HRS/J) zu verschiedenen Verdnderungen. Die LZ waren

kleiner und bildeten weniger Dendriten aus, die Zahl der LZ/mm? Epidermis nahm zu. In
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wieweit diese Befunde durch Aktivierung des AHR zu erklédren sind, wurde nicht untersucht,
lassen sich aber moglicherweise auf die erhohte Sekretion von IL-6 zuriickfithren. Aus bisher
unbekannten Griinden reagieren hairless-Méuse sensibler auf die Aktivierung des AHR mit
TCDD, weshalb verschiedene Hautreaktionen bei diesem Mausstamm im Gegensatz zu
C57BL/6 Méusen beobachtet werden konnten (Knutson et al., 1982; Connor et al., 1994b).
Fiir einen weiteren Erkenntnisgewinn zur Rolle des AHR in der Haut, konnten die in der
vorliegenden Arbeit aufgefiihrten Experimente in hairless-Méusen wiederholt werden. Die

Generierung einer hairless-Maus ohne AHR konnte diesbeziiglich weitere Aufklarung liefern.

Eine Induktion von TNF-o in der Haut und GM-CSF im Serum durch TCDD konnte in
anderen Studien in vivo beschrieben werden, wobei die Quelle dieser Zytokine ungeklért blieb
(Connor et al., 1994a; Prell et al., 1995). TNF-a ist, ebenso wie GM-CSF notwendig zur
Aufrechterhaltung der Lebensfahigkeit von LZ in Kultur (Koch et al., 1990). In einer Studie
von Simon et al. konnte gezeigt werden, dass TNF-a einen negativen Einfluss auf die
Morphologie von LZ hat und so deren Féhigkeit zur Induktion einer
Kontakthypersensibilisierung hemmt (Simon et al., 1991). Ebenso wie bei IL-10 konnte die
vermehrte Produktion von TNF-o einen unterstiitzenden Mechanismus darstellen,

unerwiinschte Immunreaktionen gegen niedermolekulare Chemikalien zu vermeiden.

Die Transkription von IL-13 kann durch den AHR reguliert werden (Lai et al., 1997), ebenso
wie die posttranskriptionale Modifizierung (Henley et al., 2004). IL-1 wird konstitutiv
exprimiert, und in Keratinozyten und LZ als inaktives Peptid gelagert, um bei Bedarf
innerhalb von Minuten ausgeschiittet werden zu konnen (Enk et al., 1993a). Es konnte in den
durchgefiihrten Experimenten keine erhohte mRNA-Expression festgestellt werden, was die
Erkenntnisse von Henley et al. dahingehend unterstiitzt, dass IL-1p in Keratinozyten durch

Aktivierung des AHR posttranskriptional modifiziert wird.

Sowohl IL-1f als auch TNF-a supprimieren die Expression von CYP1A1 (Vrzal et al., 2004).
Beide Zytokine konnen im Falle einer Immunreaktion sehr schnell von Keratinozyten und LZ
ausgeschiittet werden (Enk et al., 1993a). Es ist denkbar, dass diese Zytokine zur Suppression
von CYP1ALI beitragen, weshalb dieses Gen in LZ durch Aktivierung des AHR mit TCDD
nicht induziert werden konnte (Abb. 12).
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2. Besitzt der AHR eine physiologische Funktion in LZ?

Die bisher gezeigten Ergebnisse unterstreichen eine physiologische Funktion des AHR neben
der Regulation des Fremdstoffmetabolismus (Marlowe et al., 2005; Puga et al., 2005).
Interessanterweise ist das Immunsystem besonders empfindlich fiir AHR-vermittelte
Verdnderungen nach Exposition und Bindung hochaffiner AHR-Liganden wie TCDD.
Systemisch ist der Effekt eine generelle Immunsuppression (Urso et al., 1980; Ward et al.,
1984; Frank et al, 1988), einer der empfindlichsten Symptome betrifft
Differenzierungsvorgdnge im Thymus, was in kurzer Zeit zu starker Thymusatrophie fiihrt.
(Dencker et al., 1985). Thymozyten sind in ihrer Proliferation inhibiert, sie zeigen
Verdnderungen in ihrer Differenzierung und gehen nach AHR-Aktivierung vermehrt in
Apoptose. Effekte auf B-Zellen umfassen die AHR-vermittelte Inhibition der IgM-Produktion
und eine negative Beeinflussung der B-Zell-Proliferation. Generell ldsst sich sagen, dass jeder
Arm des Immunsystems durch TCDD-Belastung beeintrachtigt ist, sowohl Zellen und
Molekiile des adaptiven als auch des nicht-adaptiven Immunsystems sind betroffen (Esser,
2002). Fiir die vorliegende Arbeit ist relevant, dass die Arbeiten aus der Gruppe um Kerkvliet
zeigen, dass TCDD als Aktivierungsstimulus fiir Milz-DZ wirkt (Vorderstrasse et al., 2001)
woran sich zeigt, wie unterschiedlich selbst ,,nah verwandte* Zelltypen auf AHR-Aktivierung
reagieren.

Um zu verstehen, warum der AHR in LZ einerseits so stark exprimiert wird, wéhrend
andererseits seine Funktion als Transkriptionsfaktor durch den AHRR blockiert wird, und um
eine mogliche physiologische Funktion des AHR in LZ zu untersuchen, wurden die
immunologischen Eigenschaften beziiglich des Phinotyps und der Funktion von LZ aus
Wildtyp-Méausen mit LZ aus AHR-defizienten Mausen verglichen. Die Zellen wurden hierfiir
in verschiedenen Reifestadien untersucht, da sich die immunologischen Fahigkeiten der
Zellen mit ihrem Differenzierungsstatus verdndern. Aus kleinen, wenig granuldren Zellen, die
eine hohe Phagozytosekapazitit besitzen, aber nur schwache T-Zell-Stimulatoren sind,
werden im Laufe der Reifung grof3e, granuldre Zellen, die nicht mehr phagozytieren, aber
effektive Stimulatoren der T-Zell-Proliferation sind. Die Reifung der LZ wurde in den
Experimenten in vitro induziert (Schuler et al., 1985b).

Bei der durchflusszytometrischen Analyse unreifer und reifer LZ zeigte sich, dass Zellen, die
den AHR nicht auspridgen, kleiner und weniger granulér waren. Da, wie oben erwéhnt eine
enge Korrelation zwischen Reifung und morphologischen Verdnderungen besteht, was bei

den Wildtyp-LZ auch bestitigt werde konnte, deutet dieses Ergebnis an, dass der AHR in die
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Reifung von LZ involviert ist. Zur Untermauerung dieser Vermutung wurden weitere
Reifungsparameter untersucht.

Die ko-stimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 werden in unreifen LZ nur
schwach bis gar nicht ausgepridgt, werden aber durch Reifung der Zellen aufreguliert, und
geben T-Zellen notwendige Aktivierungssignale. LZ ohne funktionellen AHR prigten
weniger CD40 und CD80 auf ihrer Oberflache aus. Genau wie die ,,unreife* Morphologie,
deutet auch dieser Befund auf eine verminderte Reifung der AHR-defizienten LZ hin.

Zur weiteren Analyse des Reifestatus der LZ wurde die Phagozytosekapazitidt der Zellen
untersucht. Es wurde gezeigt, dass mehr LZ aus AHR-defizienten Maéusen Partikel
aufnahmen, als Zellen der Wildtyp-Méuse. Damit schienen LZ, die keinen AHR ausprigen

auch aufgrund dieses funktionellen Parameters unreif zu sein.

CD24a wurde von Enk ef al. als ko-stimulatorisches Molekiil auf LZ beschrieben (Enk et al.,
1994a), aber im Gegensatz zu CD40, CD80 und CD86 exprimieren auch unreife LZ hohe
Mengen an CD24a. AHR-defiziente LZ zeigten eine signifikant niedrigere CD24a
Expression, diese war sowohl auf unreifen als auch auf reifen Zellen nachweisbar. Kerkvliet
et al. zeigten in ihren Arbeiten eine direkte AHR-abhidngige Aufregulation von CD24a auf
Milz-DZ durch TCDD (Vorderstrasse et al., 2001). Die Expression konnte auf LZ durch
Aktivierung des AHR mit TCDD nicht gesteigert werden, dennoch sprechen beide Ergebnisse
dafiir, dass CD24a iiber den AHR reguliert wird. Dieses Expressionsmuster ist mit dem des
AHRR vergleichbar. Auch der AHRR liel3 sich durch TCDD nicht weiter induzieren und war
in AHR-defizienten Zellen wesentlich schwicher ausgepriagt. Diese Befunde deuten darauf
hin, dass der AHR in den LZ durchaus iiber einen Liganden aktivierbar ist oder zu einem
Zeitpunkt wahrend der Entwicklung der LZ aktiviert wurde.

Seit langem wird angenommen, dass ein oder mehrere endogene Liganden des AHR
existieren. Es wird flir unwahrscheinlich gehalten, dass polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe wie TCDD — obwohl in der Natur vorkommend — physiologisch sind
(Denison et al., 2003). Liganden konnten durch die Nahrung aufgenommen werden, oder vom
Korper selbst synthetisiert werden. Mogliche endogene Liganden, d.h. AHR-bindende
Molekiile, wurden aus der Lunge und dem Urin isoliert (Adachi et al., 2001; Song et al.,
2002). Sehr interessant sind jiingste Ergebnisse zu dem UVB-Photoprodukt FICZ, das in
Hautzellen durch UV-Licht aus Tryptophan entsteht und den AHR zumindest in
Keratinozyten aktiviert (Wei et al., 1998; Fritsche et al., 2007). Ob, wann und durch welchen

endogenen Liganden der AHR in LZ aktiviert wird, kann nur spekuliert werden. Auch LZ
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sind UV-Strahlung ausgesetzt, und es stellt sich die Frage, ob FICZ auch in LZ entsteht, oder
ob die Expression der Indolamin-pyrrol 2,3, Dioxygenase in LZ (einem Enzym, das
Tryptophan abbaut) verhindert, dass FICZ gebildet wird (siehe unten). Die Ergebnisse zeigen,
dass in LZ die Exposition mit dem hochaffinen und kaum abbaubaren Ligand TCDD nicht zur
Transkription von Genen Fremdstoff-metabolisierender Enzyme fiihrt. FICZ hat eine
wesentlich schnellere ,,Turnover-Rate und konnte daher anders wirken als TCDD.
Moglicherweise wird der AHR auch in den Vorlduferzellen der LZ {iber einen endogenen
Liganden aktiviert, bevor sie die Epidermis erreichen, was erkldren konnte, warum frisch
isolierte LZ aus AHR-defizienten Miausen einen andere Reifungsstatus haben als Wildtyp-
Zellen. Von den Vorlduferzellen der LZ priagen sowohl Knochenmarkszellen (Frericks et al.,

2007) als auch Monozyten (Laupeze et al., 2002) den AHR aus.

Da die beiden ko-stimulatorischen Molekiile CD24a und CD80 auf den AHR-defizienten
Zellen signifikant schwicher ausgepriagt waren, eroffnete sich die Frage, ob dies in Bezug auf
die stimulatorischen Fahigkeiten gegeniiber T-Zellen eine funktionelle Relevanz hat.

Das Ergebnis der allogenen T-Zell-Stimulation zeigte eine vergleichbare Stimulations-
kapazitdt von LZ unabhingig von der Auspriagung des AHR (Abb. 31). Eine mogliche
Erklarung fiir dieses Ergebnis wire, dass beide Molekiile (ebenso wie CD40) von AHR-
defizienten LZ zwar schwicher ausgeprdgt wurden, aber dennoch nachweisbar waren.
Gleichzeitig war die Expression von CD86 vom Fehlen des AHR unbeeinflusst und so
»~mengenmifBig* moglicherweise noch geniigend ko-stimulatorische Signale fiir die T-Zell-
Aktivierung vorhanden. Eine weitere Begriindung wire, dass CD24a und CD80 besonders die
Proliferation von Tyl-Zellen unterstiitzen (Enk et al., 1994a; Ozawa et al., 1996), wihrend in
dem durchgefiihrten Assay naive T-Zellen eingesetzt wurden. Zur Kldrung, ob die
verminderte Expression der beiden ko-stimulatorischen Molekiile auf AHR-defizienten LZ
die Proliferation von Ty1-Zellen negativ beeinflusst, konnten in vitro Proliferationsassays mit
einem Antigen-spezifischen Ty1-Klon durchgefiihrt werden (Ozawa et al., 1996).

Eine Rolle des AHR in der Tyl/Ty2 Balance wurde schon von Negishi et al. diskutiert
(Negishi et al., 2005). In ihrer Studie konnten sie zeigen, dass in naiven AHR-defizienten T-
Zellen die Expression des Transkriptionsfaktors GATA-3 im Vergleich zu Wildtyp-Zellen
erhoht war. Uber GATA-3 wird die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Ty2-Zellen
induziert. Dieser Befund unterstreicht die Beobachtung, dass AHR-defiziente LZ geringere

Mengen der Tyl-regulierenden ko-stimulatorischen Molekiile CD24a und CD80 exprimieren.
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Wie oben schon geschildert, hat die Aktivierung des AHR mit TCDD Auswirkungen auf die
Expression verschiedener Zytokine, die von Keratinozyten zur Regulation von LZ
ausgeschiittet werden. Eine potentielle Wechselwirkung dieser beiden Zelltypen sollte auch in
Abhingigkeit des AHR bei AHR-defizienten Zellen untersucht werden (Abb. 33). Sowohl
TNF-a als auch GM-CSF wurden durch Aktivierung des AHR mit TCDD stérker exprimiert
und waren umgekehrt in AHR-defizienten Zellen geringer ausgeprigt. Dieses Ergebnis ldsst
eine Abhéngigkeit der Regulation beider Zytokine vom AHR vermuten. Wie oben schon
beschrieben, sind beide Zytokine notwendig fiir das Uberleben der LZ in der Haut (Heufler et
al., 1988; Koch et al., 1990). GM-CSF unterstiitzt zusitzlich die immunstimulatorische
Kapazitit der LZ, indem es die Expression von CD80 aufreguliert (Ozawa et al., 1996). Da
AHR-defiziente LZ geringere Mengen an CD80 auf ihrer Oberfldche auspriagen, wurde der
Befund der geringeren GM-CSF-Expression auf Proteinebene reproduziert. In einem GM-
CSF-ELISA konnte bestétigt werden, dass AHR-defiziente Zellen signifikant weniger GM-
CSF sezernierten (Abb. 34). Der Beweis, dass die geringere Sekretion von GM-CSF Ursache
ist fir die geringere Expression von CD80 auf AHR-defizienten LZ, konnte dadurch erbracht
werden, dass LZ aus AHR-defizienten Miusen, die mit GM-CSF kultiviert wurden, eine
erhohte CD80-Expression aufwiesen (Abb. 35). Der Zusatz von GM-CSF hatte keinen
Einfluss auf die GroBle und Granularitidt der LZ, was bedeutet, dass andere Faktoren, wie
moglicherweise TNF-a, welches ebenfalls in geringerer Menge von AHR-defizienten Zellen
exprimiert wurde, eine Rolle spielen. Moglicherweise ist hier auch ein Zusammenspiel von
beiden Zytokinen wichtig. Dies konnte in einer Kultivierung von AHR-defizienten LZ mit
TNF-a mit oder ohne GM-CSF ermittelt werden. Zusétzlich sollte untersucht werden, ob auch
die anderen Oberfldchenproteine, die in AHR-defizienten LZ schwiécher ausgeprigt waren
(CD24a und CD40), von der verminderten Zytokinexpression betroffen sind.

Es wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass INF-y in AHR-defizienten Miusen stirker
ausgeprigt wird, als in Wildtyp-Mausen, sowohl auf mRNA-Ebene in naiven CD4" T-Zellen
(Frericks et al., 2006), als auch auf Proteinebene in Antigen-aktivierten Milzzellen
(Rodriguez-Sosa et al., 2005). IFN-y ist ein negativer Regulator der GM-CSF-Sekretion von
Keratinozyten (Ozawa et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit konnte weder in Wildtyp-
noch in AHR-defizienten Zellen der Epidermis eine IFN-y Sekretion gemessen werden. Es ist
beschrieben, dass weder Keratinozyten (McKenzie et al., 1990) noch LZ (Tada et al., 2003)
IFN-y sezernieren konnen, aber eine Population von y3-T-Zellen in der Epidermis dazu in der
Lage ist (Sugaya et al., 1999). Eine Gruppe aus Japan konnte CD11b" Zellen in der Haut als

Quelle fiir [FN-y identifizieren, um was fiir einen Zelltyp es sich dabei handeln konnte wurde
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nicht geklart (Yoneda et al., 2003). Welcher Mechanismus der AHR-abhingigen

verminderten Sekretion von GM-CSF zugrunde liegt, muss daher weiter untersucht werden.

Die Analyse von Verdnderungen im globalen Expressionsprofil eines Zelltyps, die durch
experimentelle Eingriffe verursacht werden konnen, kann wichtige Hinweise geben. Es
wurden deshalb die Genexpressionsprofile von LZ mit und ohne AHR verglichen. Von den
22.500 Genen auf dem Microarray waren 127 Gene mindestens zweifach reguliert. Davon
waren 55 Gene in Wildtyp-LZ stdrker exprimiert als in AHR-defizienten LZ und 72 Gene in
AHR-defizienten LZ stirker exprimiert als in Wildtyp-LZ. Die Beobachtung, dass in AHR"
defizienten Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen auch Gene stirker exprimiert werden,
wurde schon an anderer Stelle gezeigt (Frericks et al., 2006). Offenbar reprimiert der AHR die
Transkription dieser Gene im Wildtyp, unklar ist auf welchem Wege. Diskutiert werden als
Mechanismen  Interaktionen  des  AHR  mit  anderen  Signalwegen  und
Transkriptionsfaktorkaskaden (Carlson et al., 2002), oder die Existenz von sogenannten
inhibitorischen XRE, die die Transkription von Genen iiber den AHR verhindern (Wang et
al., 2001).

Die meisten in AHR-defizienten LZ differentiell exprimierten Gene sind im Zusammenhang
mit dem AHR bisher nicht untersucht worden, es waren aber einige Gene von
immunologischer Bedeutung moduliert. Besonders interessant und hier erstmals gezeigt ist
die stark verminderte Expression des Gens fiir das Enzym Indolamin-pyrrol 2,3, Dioxygenase
(IDO) in AHR-defizienten LZ und damit die AHR-Abhéngigkeit dieses Enzyms. IDO ist das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Tryptophanabbau. Durch Tryptophanmangel
und/oder die Bildung verschiedener Metabolite kommt es zu einer verminderten T-Zell-
Proliferation und einer vermehrten Apoptose von T-Zellen, was einen wesentlichen Einfluss
auf die Induktion von Toleranz hat (Finger et al., 2002; Grohmann et al., 2003). Erzeugung
von lokalem Tryptophanmangel wird als tolerogener Mechanismus angesehen. Wahrend IDO
in unreifen LZ nicht nachweisbar ist, wird es durch Kultivierung aufreguliert (von Bubnoff et
al., 2004), was den unreifen Phénotyp der AHR-defizienten LZ nochmals unterstreicht. Ob
die verminderte IDO-Expression in AHR-defizienten LZ eine funktionelle Relevanz hat,
werden weitere Experimente zeigen miissen. Weiterhin wurde in AHR-defizienten Zellen eine
2,7-tfach erhohte Expression der RNA fiir das CD274-Antigen gefunden, auch bekannt als B7-
H1 oder Programmed death-Ligand 1. Es handelt sich dabei um ein ko-inhibitorisches
Molekiil, welches durch Bindung an den Rezeptor PD-1 auf T-Zellen deren Proliferation und
Produktion von Effektorzytokinen inhibiert (de Jong et al., 2005). Dieses Molekiil hat
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demnach eine &hnliche Funktion wie IDO, wird aber gegenldufig exprimiert, bestitigt aber
das Ergebnis der geringeren Expression ko-stimulatorischer Molekiile auf AHR-defizienten
LZ. Die gefundenen Verdnderungen unterstreichen die Hypothese einer vorwiegend

tolerogenen Funktion von LZ, die durch das Fehlen des AHR noch unterstiitzt wird.

Zusammenfassend deuten die Erkenntnisse dieser Arbeit darauf hin, dass LZ
immunregulatorische Funktionen zur Vermeidung unerwiinschter Immunreaktionen gegen
niedermolekulare Chemikalien besitzen (Abb. 36). LZ nahmen unter den getesteten
Bedingungen nicht am AHR-induzierten Fremdstoffmetabolismus teil, was durch eine hohe
konstitutive Ausprigung des AHRR zu begriinden ist. Ob dies eine Strategie zur
Immunsuppression gegen harmlose niedermolekulare Substanzen darstellt, miissen weitere
Experimente zeigen. Dazu gehort der Einsatz konditionaler AHRR-defizienter Mause, die
derzeit im Labor von Prof. Irmgard Forster am IUF generiert werden. Es muss auflerdem
geklart werden, ob die Beobachtungen mit anderen AHR-Liganden und
Belastungsprotokollen reproduziert werden konnen, und welche Rolle Keratinozyten in der

Immunreaktion gegen niedermolekulare Chemikalien einnehmen.

Induktion von XME
Keratino zyt
Phagozytose l
(?
<----- TCDD

TCDD CD86 I 1o
X

v

Induktion von XME —3 Strategie der
Lz Immunsuppression?

Abb. 36: Besitzen LZ immunregulatorische Eigenschaften zur Vermeidung unerwiinschter
Immunreaktionen gegen niedermolekulare Substanzen? Aufgefiihrt sind Ergebnisse und verbleibende

Fragen zur Klirung dieser Hypothese.

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass der AHR eine physiologische Rolle in
LZ einnimmt (Abb. 37). Die Ergebnisse lassen auf einen Einfluss des AHR in der Regulation
der Reifung der Zellen schlieBen. Da der Reifungszustand von DZ mit der Féhigkeit eine
Immunantwort auszulésen oder zu unterdriicken einhergeht (Lutz et al.,, 2002), ist zu
vermuten, dass die verminderte Reifung der LZ in Abwesenheit des AHR funktionelle
Relevanz beziiglich der Induktion einer Immunantwort hat. Hierzu werden weitere

Experimente notwendig sein.
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Abb. 37: Ergebnisse zur Hypothese, dass der AHR eine physiologische Rolle in LZ erfiillt. Gezeigt sind die
Unterschiede zu entsprechenden Wildtyp-LZ.

Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die Uberaktivierung des AHR in LZ nicht die
gegenteiligen Effekte induziert, wie das vollstindige Fehlen des AHR. In Tabelle 11 wurden
die Ergebnisse gegeniibergestellt.

Tabelle 11: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von AHR-defizienten LZ und LZ mit iiberaktiviertem
AHR im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-LZ

AHR fehlt) AHR iiberaktiviert?

GroBe®- 4 -

Granularitat®: 4 -

Phagozytose®) l

CD24a®% -

CD40Y ;

CD80% -

<4um | am | ¢ | ) | (e | Gumm

; CD86% ]

55 l 72' Genexpression? -

| AHRRY ;

[ DO ;

1) Aufgelistet sind die Verdnderungen bei AHR-defizienten LZ im Vergleich zu Wildtyp-LZ

2) Aufgelistet sind die Verdanderungen bei LZ aus C57BL/6 Méusen mit iiberaktiviertem AHR nach 24
stiindiger Behandlung mit TCDD (10 pg/kg, i.p.) im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-LZ

3) Unreife LZ sind direkt aus der Haut isoliert und untersucht worden (siche Abb. 9 Population A und B)

4) LZ wurden vor der Analyse fiir drei Tage kultiviert (siche Abb. 9 Population D)
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LZ, welchen der AHR fehlte, verhielten sich anders als LZ aus Wildtyp-Méusen, bei denen
der AHR trotz Exposition mit einem starken Liganden nicht zu einer detektierbaren Anderung
des Transkriptoms fiithrte. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine Regulation von Auflen
(durch Keratinozyten und Melanozyten) stattfindet, wie fiir GM-CSF in dieser Arbeit gezeigt

wurde.

Die Ergebnisse zur Rolle des AHR-Signalwegs in LZ, insbesondere als mogliche zelluldre
Strategie zur Kontrolle unerwiinschter Immunreaktion gegen niedermolekulare Substanzen,
werden neue Ansitze fiir Privention und Behandlung solcher allergischer Erkrankungen

bieten.
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V. Zusammenfassung

Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AHR) ist ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor,
welcher unter anderem die Expression Fremdstoff-metabolisierender Enzyme und damit den
Abbau niedermolekularer chemischer Substanzen reguliert. Der AHR nimmt dariiber hinaus
auch physiologische Aufgaben unter anderem in der Regulation des Zellzyklus und der
Zelldifferenzierung wahr. Die Haut kommt als Barriereorgan mit einer Vielzahl an
niedermolekularen chemischen Substanzen in Kontakt. Weiterhin fiihrt die Aktivierung des
AHR in der Haut durch Exposition mit exogenen AHR-Liganden wie polychlorierten
Biphenylen und 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) zu einer Reihe von Effekten.
Dennoch ist die Ausprigung und Funktion des AHR in der Haut bisher nur unzureichend
untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte um ersten Mal die Expression des AHR in Langerhans
Zellen (LZ) nachgewiesen werden. Uberraschenderweise blieben LZ jedoch inert gegeniiber
einer TCDD-induzierten Genexpression. Dies konnte durch eine ungewOhnlich hohe
konstitutive Auspragung des AHR-Repressors erklart werden. Da durch Metabolisierung von
niedermolekularen chemischen Substanzen Haptene entstechen konnten, die eine
Kontaktdermatitis auslosen konnen, konnte die Blockierung des AHR-abhidngigen
Fremdstoffmetabolismus in LZ eine mogliche Strategie zur Vermeidung des Risikos
allergischer Reaktionen gegeniiber harmlosen niedermolekularen Substanzen darstellen.

Im Vergleich von LZ aus Wildtyp- und AHR-defizienten Méusen konnte eine physiologische
Rolle des AHR in der Reifung und Funktion von LZ nachgewiesen werden. In einer
Genexpressionsanalyse zeigten sich 127 Gene in Abhéngigkeit vom AHR differenziell
reguliert, darunter auch 22 Gene von immunologischer Relevanz. Zellen AHR-defizienter
Maiuse zeigten einen unreifen Phénotyp, was sich darin duferte, dass die Zellen kleiner und
weniger granuldr waren und deutlich geringere Mengen der ko-stimulatorischen Molekiile
CD24a, CD40 und CDS80 auf ihrer Oberfliche ausprigten. Ebenfalls hatten die LZ weniger
Transkripte des immunregulatorischen Gens /DO. Eine verminderte Féhigkeit zur Reifung
zeigte sich auch durch eine erhdhte Phagozytosekapazitit. Die beobachteten Effekte lieen
sich zum Teil auf eine durch Aktivierung oder Fehlen des AHR verdnderte Zytokin-
expression, unter anderem des Wachstumsfaktors GM-CSF von Keratinozyten erkléren.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der AHR in der Haut wesentliche physiologische
Funktionen jenseits der Regulation des Fremdstoffmetabolismus erfiillt und eine mogliche

immunsuppressive Strategie gegen harmlose niedermolekulare Substanzen darstellt.
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Summary

The arylhydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated transcription factor that controls
the expression of xenobiotic metabolizing enzymes, which degrade many low molecular
weight chemicals (LMWC). The AHR is also involved in regulation of physiological
processes including cell cycle and cell differentiation. The skin as a barrier organ is in
frequent contact to a wide range of LMWC from the environment. Furthermore, the skin is a
well-known target of the toxic effects of AHR ligands like polychlorinated biphenyls and
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Nevertheless data about the expression and
function of the AHR in the skin is still elusive.

This dissertation shows for the first time abundant expression of the AHR in Langerhans cells
(LC). Surprisingly, LC were inert to gene induction via the AHR after in vivo activation with
TCDD. Concomitantly the AHR inhibitor AHR repressor (AHRR) is strongly expressed.
Metabolization of LMWC may result in protein-reactive intermediates which are potential
haptens, and may trigger allergic reactions including contact dermatitis. As will be discussed,
the AHRR mediated control of AHR induced metabolization may represent part of a risk
strategy preventing adverse immune responses against harmless substances.

Comparative analysis of LC from wildtype and AHR-deficient mice revealed a conceivable
physiological role of the AHR in maturation and function in LC. In comparison of the gene
expression profiles 127 genes were differentially regulated among them 22 genes of
immunological relevance. LC from AHR-deficient mice exhibited a more immature
phenotype by several parameters. LC without AHR were smaller and less granular. Moreover,
their maturation capacity was impaired as they poorly up-regulated the co-stimulatory
molecules CD24a, CD40 and CD80 on the cell surface. Furthermore, the LC contained fewer
transcripts of the immunoregulatory gene /DO. An impaired maturation was also shown by an
enhanced phagocytic capacity. The observed effects can be partially explained by a
differentially regulated expression of cytokines by surrounding keratinocytes, e.g. GM-CSF,
dependent on the activation of the AHR with TCDD or in the absence of the AHR.

In conclusion, this data suggests a critical role for the AHR in LC maturation and a

contribution in immunosuppressive strategies of the skin against harmless chemicals.
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Verwendete Abkiirzungen

AHR Arylhydrocarbon Rezeptor
AHRR AHR-Repressor

o-NF  Alpha-Naphtoflavon
ARNT  AHR nuclear translocator
bHLH  Basic Helix-Loop-Helix

Bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin
CD Cluster of differentiation
CP Crossing point

CYP Cytochrom P450

DEPC  Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbeccos modified Eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA  Desoxyribonukleinsiure

DNFB  2.,4-Dinitrofluorobenzol

dNTP  Desoxy-nukleotidtriphosphat

DTT Dithiohtreitol

DZ Dendritische Zelle

EDTA  Ethylendiamintetraessigséure

eZ epidermale Zellen

FACS  fluorescence-activated cell sorter/scanner
FICZ 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS Fotales Kédlberserum

FSC Vorwirtsstreulicht (forward scatter)
GM-CSF granulocyte-macrophage stimulating factor
HAK  halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe
HDAC Histondeacetylase

HSP90 Heatschock Protein 90

104



Anhang

IDO
IFN
IL
Lp.
LD
LPS
LZ
MFI
MHC
MNF
NHM
OD
PAS
PBS
PCB
PCR
PE
PMA
RNA
RPS6
RT
SEM
SSC
TCDD
Tu

UVB
WT

XME
XRE

Indolamin-pyrrol 2,3, Dioxygenase
Interferon

Interleukin

intraperitoneal

Letale Dosis

Lipopolysaccharid
Langerhans-Zelle

Mittlere Fluoreszenzintensitit
major histocompatibility complex
3’-Methoxy-4"-Nitroflavon
Normale humane Melanozyten
Optische Dichte

Per-Arnt-Sim

Phosphate-buffered saline
Polychlorierte Biphenyle
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerythrin

Phorbol Myristat Acetat
Ribonukleinsédure

Ribosomales Protein S6
Raumtemperatur

Standardfehler des Mittelwertes
Seitwartsstreulicht (side scatter)
2,3,7,8 Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
T-Helfer-Zelle
Tumornekrosefaktor

Ultraviolett B

Wildtyp
Xenobioten-metabolisierende Enzyme

Xenobiotika-responsives Element
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Tabelle 12: Auflistung aller regulierten Gene im Genexpressionsvergleich von LZ aus Wildtyp- und AHR-
defizienten Miusen.

Probeset-ID

Genbezeichnung

ALog2"”

1428301 at
1452731 x at
1420437 at
1420796 _at
1417434 at
1450750 _a_at
1418465 at
1450627 at
1419647 a at
1416008 _at
1421923 at
1428306 at
1417389 at
1430700 _a at
1419240 at
1424451 at
1418401 a_at
1416811 s at
1460444 at
1424836 a at
1448471 a at
1424303 _at
1417110 _at
1434180 _at
1460245 at
1449799 s at
1452160 _at
1424649 a at
1418471 at
1422320 x at
1423707 at
1456120 _at
1424268 at
1416892 s at
1427655 a at
1424704 _at
1449348 at
1418072_at
1417111 _at
1419738 a at
1419178 at
1448303 at
1416379 at
1429527 a at
1435137 s_at
1417262 _at
1450407 a _at
1451415 at

Multiple Gene Symbols

Multiple Gene Symbols

indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase
aryl-hydrocarbon receptor repressor

glycerol phosphate dehydrogenase 2, mitochondrial
nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2
neutrophil cytosolic factor 4

progressive ankylosis

immediate early response 3

special AT-rich sequence binding protein 1
SH3-domain binding protein 5 (BTK-associated)
DNA-damage-inducible transcript 4

glypican 1

phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase)
testis expressed gene 14

acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B

dual specificity phosphatase 16

cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha, beta
arrestin, beta 1

CLIP associating protein 2

cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 alpha
DEP domain containing 7

mannosidase 1, alpha

pleckstrin homology domain containing, family C (with FERM domain) 1
killer cell lectin-like receptor, subfamily D, member 1
plakophilin 2

TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase
tetraspanin 8

placental growth factor

per-hexamer repeat gene 5

transmembrane protein S0B

RIKEN cDNA 3110001120 gene

spermine oxidase

RIKEN c¢cDNA 3110001A13 gene

RIKEN cDNA A630038E17 gene

runt related transcription factor 2

membrane protein, palmitoylated 6 (MAGUK p55 subfamily member 6)
histone cluster 1, H2bc

mannosidase 1, alpha

tropomyosin 2, beta

CD3 antigen, gamma polypeptide

glycoprotein (transmembrane) nmb

pannexin 1

phospholipid scramblase 1

RIKEN cDNA 1200015M12 gene
prostaglandin-endoperoxide synthase 2

acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A
RIKEN cDNA 1810011010 gene
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2,629
2,62 49
2,52 49
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Probeset-ID Genbezeichnung Alog2
1423489 at  monocyte to macrophage differentiation-associated -1,11
1417225 at  ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 5 -1,10
1453472 a_at SLAM family member 7 -1,08
1416129 at  ERBB receptor feedback inhibitor 1 -1,08
1435551 at  formin homology 2 domain containing 3 -1,08
1449433 at  purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 5 -1,05
1419872 at  colony stimulating factor 1 receptor -1,05 99
1425028 a_at tropomyosin 2, beta -1,03
1416543 at  nuclear factor, erythroid derived 2, like 2 -1,03 4
1427418 a_at hypoxia inducible factor 1, alpha subunit -1,02 219
1426812 a at RIKEN cDNA 9130404D14 gene -1,01
1450642 at RIKEN cDNA 3110001120 gene -1,00
1416382 at  cathepsin C 1,00 ¥
1417292 at  interferon gamma inducible protein 47 1,00
1454169 a at epithelial stromal interaction 1 (breast) 1,00
1451127 at  expressed sequence AW 146242 1,00
1451564 at  poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 1,00
1424775 at  2'-5' oligoadenylate synthetase 1A 1,02 "
1448883 at  legumain 1,02¥
1455581 x_at hypothetical protein 9530028C05 1,02
1422707 at  phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide 1,03
1451457 at  sterol-C5-desaturase (fungal ERG3, delta-5-desaturase) homolog 1,04 %
1418776 _at  RIKEN cDNA 5830443124 gene 1,04 "
1451860 _a_at tripartite motif protein 30 1,05
1427820 at 1,05
1433446 _at  3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 1,072
1420804 s at C-type lectin domain family 4, member d 1,07 "
1427235 at  ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene, X chromosome 1,07
1450698 at  dual specificity phosphatase 2 1,08
1448124 at  glucuronidase, beta 1,08
1420342 at  ganglioside-induced differentiation-associated-protein 10 1,09
1453196 _a_at 2'-5' oligoadenylate synthetase-like 2 1,09 "
1438322 x_ at farnesyl diphosphate farnesyl transferase 1 1,102
1417381 at  complement component 1, q subcomponent, alpha polypeptide 1,10 ¥
1422476 at  interferon gamma inducible protein 30 L
1450646 _at  cytochrome P450, family 51 1,11 2%
1456386 at  RNA binding motif protein 39 1,11
1449164 at  CD68 antigen 1,12
1427229 at  3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase 1,122
1418131 _at  SAM domain and HD domain, 1 1,13 "
1435493 at  desmoplakin 1,14
1456494 a at tripartite motif protein 30 /// expressed sequence Al451617 1,16
1434366 _x_at complement component 1, q subcomponent, beta polypeptide 1,16
1454268 a at cytochrome b-245, alpha polypeptide 1,16
1415822 at  stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 1,17 2
1426972 at  SEC24 related gene family, member D (S. cerevisiae) 1,17
1422823 at  epidermal growth factor receptor pathway substrate 8 1,17 3
1420464 s at 1,18
1450004 at  thymic stromal lymphopoietin 1,19
1449399 a_at interleukin 1 beta 1,19 "
1423418 at  farnesyl diphosphate synthetase 1,22 2
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Probeset-ID Genbezeichnung Alog2
1451310 a at cathepsin L 1,22
1417490 at  cathepsin B 1,22
1452349 x at interferon activated gene 205 /// myeloid cell nuclear differentiation antigen 1,24
1450648 s _at histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1 1,24
1435330 at 1,26
1450883 a_at CD36 antigen 1,26 2
1427076 _at  macrophage expressed gene 1 /// similar to macrophage expressed gene 1 1,28
1427347 s _at tubulin, beta 2a, 2b 1,28
1416635 at  sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3A 1,28
1418392 a_at guanylate nucleotide binding protein 3 1,29 R
1433428 x at transglutaminase 2, C polypeptide 1,29 %
1455900 x at transglutaminase 2, C polypeptide 1,30
1453851 a_at growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma 1,30 "
1452087 at  epithelial stromal interaction 1 (breast) 1,31
1435290 x_at histocompatibility 2, class II antigen A, alpha 131"
1437726 _x_at complement component 1, q subcomponent, beta polypeptide 1,31 0¥
1435494 s at desmoplakin 1,32
1416021 a_at Fabp5 1,342
1451596 _a_at sphingosine kinase 1 1,36 2
1424761 at  cDNA sequence BC011487 1,36
1417025 at  histocompatibility 2, class II antigen E beta 137"
1418809 at  paired-Ig-like receptor A2 1,37
1452348 s at 1,40
1425477 x_at histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1 141"
1437277 x_at transglutaminase 2, C polypeptide 1,42
1419714 at  CD274 antigen 1,43 "
1422533 at  cytochrome P450, family 51 1,43
1422639 at  calcitonin-related polypeptide, beta 1,46
1449254 at  secreted phosphoprotein 1 1,51 "2
1449153 at  matrix metallopeptidase 12 1,51%
1452231 x_ at interferon activated gene 203 1,53 "
1451721 a_at histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1 1,54
1423467 at  membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4B 1,56
1436172 _at  hypothetical protein 9530028C05 1,60
1434380 _at  guanylate binding protein 6 1,63 R
1419599 s at membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6D 1,63
1448995 at  chemokine (C-X-C motif) ligand 4 1,64 "
1435331 at  expressed sequence Al447904 1,65
1426906 _at  interferon activated gene 203 1,66
1419598 at  membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6D 1,68
1416022 at fatty acid binding protein 5, epidermal 1,88
1452431 s_at histocompatibility 2, class II antigen A, alpha; E alpha 1,99
1423100_at  FBJ osteosarcoma oncogene 2,02
1418580 _at  receptor transporter protein 4 2,05
1415904 at  lipoprotein lipase 2,27 2
1436996 x at P lysozyme structural 2,52

® Jedem Gen ist zur eindeutigen Identifizierung eine Proben-ID zugewiesen

" Die A Log 2 ist die Differenz aus der log2 Expression in AHR™" Zellen und Wildtyp-Zellen, d.h. Werte mit
einem negativen Vorzeichen werden in AHR” Zellen schwiécher exprimiert.
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-9 7zuordnung der biologische Funktion laut G.O.ToolBox (Martin et al., 2004)
D Immunsystem

% Lipidstoffwechsel

3 Proteolyse

 Metabolismus

5 Zelldifferenzierung

2 Signaltransduktion

109



Anhang

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir umweltmedizinische Forschung an der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf gGmbH vom 01.10.2003 — 10.01.2008 mit finanzieller
Unterstlitzung der Forschungskommission der Medizinischen Fakultdt der Universitit

Diisseldorf erstellt.

Teile der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse wurden bereits verdffentlicht

bzw. zur Veroffentlichung eingereicht:

Bernshausen,T., Jux,B., Esser,C., Abel,J., and Fritsche,E. (2006) Tissue distribution and
function of the Aryl hydrocarbon receptor repressor (AhRR) in C57BL/6 and Aryl
hydrocarbon receptor deficient mice. Arch. Toxicol. 80, 206-211.

Stutte S, Jux B, Esser C, Forster 1. (2008) CD24a Expression Levels Discriminate Langerhans
Cells from Dermal Dendritic Cells in Murine Skin and Lymph Nodes. J Invest

Dermatol., in Druck.

Bettina Jux, Markus Frericks and Charlotte Esser. Impairment of maturational competence of
cultured Langerhans cells from aryl hydrocarbon receptor (ahr) null mice and
suppression of ahr signalling points to its role in LC tolerogenic strategy. J Immunol.,

eingereicht.

110



Anhang

Danksagung

In erster Linie danke ich Prof. Dr. Charlotte Esser fiir die gute wissenschaftliche Betreuung,

die Unterstiitzung und die geduldige Bereitschaft zur Diskussion.

Herrn Prof. Dr. Peter Proksch danke ich fiir die Ubernahme des Koreferats.

Ich danke der Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie:
Ninon Krahnke-Schoelzel, Babette Martiensen, Alla Velgach und Swantje Steinwachs danke

ich fiir die technische Unterstiitzung im Laboralltag.

Markus Frericks danke ich fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung und Auswertung der

Microarrays.

Andreas Goergens, Stephie Kadow und Steffi Chmill danke ich vor allem fiir die moralische

Unterstiitzung.

Prof. Dr. Irmgard Forster, Dr. Heike Weighardt, Meike Winter, Ingo Uthe und Markus

Korkowski danke ich fiir die gute Zusammenarbeit.

Mein besonderer Dank gilt Susi Stutte fiir alle wissenschaftlichen und nicht-

wissenschaftlichen Gespriche und das aulergewohnliche Teamwork.

Michael Nowak danke ich fiir seine wunderbare Unterstiitzung (auch aus der Ferne), ohne die

vieles nicht moglich gewesen wire.

Meinen Eltern danke ich fiir ,,die guten Gene*.

111



Erkldrung

Erkliarung

Hiermit erklédre ich, dass ich die vorliegende Arbeit ,,.Die Bedeutung des Arylhydrocarbon
Rezeptors fiir die Reifung und Funktion epidermaler Langerhans-Zellen in der Maus*
selbstindig verfasst und neben den angegebenen Quellen keine weiteren Hilfsmittel
verwendet habe. Die Dissertation wurde in der vorliegenden oder in dhnlicher Form noch bei
keiner anderen Institution eingereicht. Ich habe bisher keine erfolglosen Promotionsversuche

unternommen.

Diisseldorf, den 03. Dezember 2007

112



	1. Der Arylhydrocarbon Rezeptor
	1.1 Allgemeines
	1.2 Der AHR-Signalweg und seine Zielgene
	1.3 Die Liganden des AHR
	1.3.1 Natürliche AHR-Liganden
	1.3.2 Endogene AHR-Liganden
	1.3.3 AHR-Agonisten und –Antagonisten


	2. Die Rolle des AHR in der Haut 
	2.1 Dermatologische Symptome der Überaktivierung des AHR beim Menschen
	2.2 AHR-Modelle
	2.2.1 Dermatologische Symptome der Überaktivierung des AHR beim Tier
	2.2.2 Dermatologische Symptome des Fehlens des AHR bei der Maus

	2.3 Aufbau der Haut
	2.3.1 AHR Expression und Funktion in Keratinozyten
	2.3.2 AHR Expression und Funktion in Langerhans-Zellen


	3. Fragestellung
	1. Material
	1.1 Feinchemikalien und Verbrauchsmaterial
	1.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme für molekularbiologische Methoden
	1.3 Puffer und Medien
	1.4 Monoklonale Antikörper und Fluorochromkonjugate
	1.5 Materialien für die magnetische Zellseparation
	1.6 Oligonukleotide (Primer)
	1.7 Software
	1.8 Versuchstiere

	2. Methoden
	2.1 Injektion von TCDD
	2.2 Zellbiologische Methoden
	2.2.1 Isolierung von epidermalen Zellen
	2.2.2 Anreicherung von Langerhans-Zellen
	2.2.3 Präparation einer Einzelzellsuspension aus Organen
	2.2.4 Durchflusszytometrie
	2.2.4.1 Extrazelluläre Färbung
	2.2.4.2 Intrazelluläre Färbung
	2.2.4.3 Phagozytose-Assay

	2.2.5 ELISA
	2.2.6 Kultivierung epidermaler Zellen mit GM-CSF
	2.2.7 Proliferationsassay
	2.2.8 Inkubation mit dem Histondeacetylase-Inhibitor Natriumbutyrat
	2.2.9 Apoptose-Assay

	2.3 Molekularbiologische Methoden
	2.3.1 RNA-Präparation für 1 – 10 x 106 Zellen  
	2.3.2 RNA-Präparation für < 1 x 106 Zellen
	2.3.3 Konzentrationsbestimmung der RNA
	2.3.4 RNA-Amplifikation
	2.3.5 Mikroarray-Analyse – Probenvorbereitung und Auswertung
	2.3.6 Reverse Transkription 
	2.3.7 Polymerase Kettenreaktion 
	2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese
	2.3.9 Echt-Zeit-PCR (engl. Real-time-PCR)
	 2.3.9.1 Erstellung einer Standardkurve
	OD 260nm = optische Dichte bei 260 nm
	Kopien/µl = Konzentration [mol/µl] * Avogadrosche Konstante
	2.3.9.2 Semiquantitative PCR


	2.4 Immunhistochemischer Nachweis von LZ in Epidermishäutchen
	2.5 Statistik

	1. Isolation und Anreicherung epidermaler Zellpopulationen
	2. Langerhans-Zellen exprimieren den AHR
	3. Die Haut reagiert auf die Aktivierung des AHR mit TCDD 
	4. Durch TCDD lassen sich keine transkriptionellen Veränderungen in LZ induzieren
	4.1 CYP1A1 und CYP1B1 lassen sich in LZ nicht induzieren
	4.2 TCDD verändert nicht das globale Genexpressionsprofil von LZ 
	4.2.1 Qualitätskontrolle der Microarrays 
	4.2.2 Vergleich des Genexpressionsprofils von LZ aus TCDD-behandelten und DMSO-behandelten Mäusen 
	4.2.3 Die Gene des Fremdstoffmetabolismus waren auf den Microarrays nicht detektierbar

	4.3 Der AHR Repressor wir in LZ konstitutiv exprimiert
	4.3.1 Der AHRR wird in epidermalen Zellen aber nicht in LZ durch TCDD aufreguliert
	4.3.2 LZ exprimieren den AHRR konstitutiv in großer Menge 
	4.3.3 Mit einem HDAC-Inhibitor kann die Wirkung des AHRR nicht umgangen werden 

	4.4 TCDD hat einen geringen Effekt auf die Ausprägung von Oberflächenmolekülen auf LZ
	4.4.1 Trypsinempfindlichkeit anderer Oberflächenmoleküle neben CD11c
	4.4.2 TCDD führt zu einer stärkeren Expression von CD86 auf reifen LZ

	4.5 TCDD beeinflusst die Phagozytosekapazität der LZ

	5. Vergleich von LZ aus C57BL/6 Wildtyp und AHR-/- Mäusen
	5.1 Phänotypische Unterschiede zwischen WT und AHR-defizienten LZ
	5.1.1 Die dendritische Morphologie der LZ in der Epidermis ist unabhängig vom AHR
	5.1.2 Größe und Granularität sind abhängig vom AHR
	5.1.3 Die Ausprägung einiger ko-stimulatorischer Proteine ist abhängig vom AHR

	5.2 Vergleich der Transkriptome von LZ aus Wildtyp- und AHR-/-- Mäusen
	5.3 Funktionelle Unterschiede zwischen AHR-defizienten und Wildtyp-LZ
	5.3.1 AHR-defiziente LZ sind bessere Phagozyten
	5.3.2 Die ko-stimulatorischen Fähigkeiten waren nicht beeinflusst


	6. Keratinozyten beeinflussen LZ über die AHR-abhängige Expression von Zytokinen
	6.1 AHR-abhängige Zytokinexpression in Keratinozyten 
	6.2 Die Sekretion von GM-CSF hat Einfluss auf die umgebenden LZ
	Verwendete Abkürzungen


