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1  Einleitung

1.1 Die Dichotomie des menschlichen Immunsystems

Das menschliche Immunsystem dient dem Schutz des menschlichen Organismus vor pathoge-
nen Keimen und Substanzen. Zusitzliche Aufgaben sind die Aufrechterhaltung einer physiolo-
gischen Homoostase der residenten Bakterien-Flora sowie die Geweberegeneration und -repa-

ration (Iwasaki und Medzhitov 2010).

Traditionell prigt eine strenge Dichotomie die Systematik des menschlichen Immunsystems: Es
wird aufgeteilt in ein angeborenes und erworbenes bzw. unspezifisches und spezifisches, sowie
ein zelluldres und humorales Immunsystem. Das angeborene Immunsystem ist fokussiert auf
die breite Immunabwehr durch das Erkennen von pathogenen Mustern tber pattern recognition
receptors (PRR) (Janeway 1989). Verschiedene Zellen und Rezeptoren werden dem angeborenen
Immunsystem zugerechnet, darunter Makrophagen, Granulozyten und Nattrliche Killerzellen
(NK-Zellen). Demgegentiber steht das spezifische, erworbene Immunsystem: Zellulir werden
B- und T-Zellen unterschieden, die sich wiederum in B1- und B2-Zellen sowie T-Helfer-Zellen
1,2 und 17 (Tul-, Tu2- und T n17-Zellen) aufteilen lassen. Uber komplexe Mechanismen wird
tber einen Proteinkomplex aus recombination activation gene 1 und recombination activation gene 2
(RAG1 und RAG2) eine Rekombination bestimmter Gen-Segmente (sog. VDJ-Segmente, nach
variety, diversity und joining) der Rezeptor der T-Zellen (#-ce/l receptor; TCR, T-Zell-Rezeptor) gene-
riert, sodass eine enorme Diversitit und Spezifitit der Oberflichenerkennung moglich ist

(Oettinger et al. 1990).

Diese Zweiteilung wurde iiber Jahrzehnte aufrechterhalten. Mittlerweile legen aber neue Er-
kenntnisse nahe, dass diese strenge Zweiteilung des Immunsystems nicht sinnvoll ist. Durch die
Verbesserung laborexperimenteller Methoden werden regelmifig neue Subtypen von Immun-
zellen identifiziert und immer mehr bzw. immer differenziertere Mechanismen der Kommuni-
kation aufgeschliisselt. Dadurch wird das bisherige Wissen bestindig erweitert, wodurch ein

vollig neues Verstindnis des Immunsystems erforderlich wird.



1.2 Nomenklatur und Klassifizierung von innate-like lymphoid cells

Innate-like lymphoid cells 1LC) sind eine Gruppe von angeborenen Immunzellen, die sich nicht
eindeutig in die Dichotomie des angeborenen oder erworbenen Immunsystems einordnen las-
sen. Entwicklungsgeschichtlich werden sie einerseits zum angeborenen Immunsystem gerech-
net, andererseits produzieren sie Zytokine und Transkriptionsfaktoren, die typisch fir das er-
worbene Immunsystem sind. Die bisher am lingsten bekannten ILC sind NK-Zellen und /-
phoid-tissue inducer cells (ILT1 Zellen), die bereits seit mehreren Jahrzehnten bekannt und seither
Gegenstand extensiver Forschung sind (Kiessling et al. 1975; Mebius et al. 1997). Allen ILC
gemein ist das Fehlen von spezifischen Rezeptoren (wie z. B. des TCR), das Fehlen spezifischer
Marker der myeloiden Zellreihe sowie ihr lymphoider Phinotyp einschlieBlich der Produktion
von Lymphozyten-typischen Transkriptionsfaktoren und Zytokinen (Spits et al. 2013).

Eine grof3e Schwierigkeit bei der Beschreibung der ILC ist die wechselhafte und uneinheitliche
Klassifikation bzw. Nomenklatur. Spits et al. (2013) haben sich an einer einheitlichen Nomen-
klatur versucht, die die ILC in drei verschiedene Gruppen einteilt (ILC1, ILC2 und ILC3). Dabei
handelt es sich meines Erachtens um eine wegen ihrer Einfachheit und Vollstindigkeit hilfreiche
Einteilung, die auch in dieser Dissertation weiterverwendet wird. Abb. 1.1 gibt einen Einblick

in die Klassifizierung und Einteilung der ILC.

Die Entstehung aller ILC geht von einer gemeinsamen znhibitor of DIN.A-binding protein 2 positiven
(ID2%) ILC-Vortlauferzelle aus (Verykokakis et al. 2014). ILC1 zeichnen sich durch die Expres-
sion des Thox transcription factors 21 (TBX21, oder auch T-bet) und die Produktion klassischer
Tul-Zytokine wie Interferon gamma (IFNy) oder den Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa)
aus (Daussy et al. 2014). Wenn zusitzlich Eoemesodermin (EOMES) exprimiert wird, dann
entwickeln sich NK-Zellen, die anders als die ILC1 iber zytotoxische Proteine verfiigen, wie
beispielsweise Granzyme und Perforine (Gordon et al. 2012). ILC2 exprimieren als Transkrip-
tionsfaktoren das GATA-binding protein 3 (GATA3) und den RAR-related orphan receptor alpha
(ROR«) (Wong et al. 2012; Yagi et al. 2014). Sie produzieren Th2-polarisierende Zytokine wie
die Interleukine 4, 5 oder 13 (IL-4, IL-5 oder IL.-13, IL; Interleukin) (Fallon et al. 2006). Die
Aktivierung von ILC2 erfolgt vor allem iiber die Stimulation durch IL-25, 11.-33 sowie #hymic
stromal lymphopoitein (TSLP) (gell et al. 2001; Halim et al. 2012; Hurst et al. 2002; Kim et al. 2013).
Als letzte Gruppe seien die ILC3 genannt, die der Tu17-Gruppe entsprechen. Sie produzieren
nach der Expression von RAR-related orphan receptor gamma-thymus RORyt) Zytokine wie 1L-17
oder I1.-22 (Ebetl et al. 2004).
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Abb. 1.1: Klassifizierung der ILC. Innate-like lymphoid cells kbnnen in drei verschiedene Gruppen einge-
teilt werden: ILC1, IL.C2 und ILC3. Interleukin-7 (IL-7), aber auch I1.-15 stellen wichtige Uberlebens-
und Differenzierungsfaktoren dar (Moro et al. 2010). Die Pfeile in der Abbildung kennzeichnen den

jeweiligen Differenzierungsweg, die daneben aufgefithrten Zytokine stellen Faktoren dar, die den jewei-

ligen Weg induzieren und triggern. Die violetten Rechtecke kennzeichnen die exprimierten Transkripti-

onsfaktoren. In den gelben Rechtecken stehen die von den jeweiligen Zellen produzierten Zytokine. Die

schwarzen Pfeile zwischen den Gruppen beziehen sich darauf, dass die ILC der verschiedenen Gruppen

ithr Transkriptions- und Polarisationsprofil dndern und dann den anderen Gruppen zugerechnet werden

konnen. Diese interzelluldre Plastizitdt wird fiir alle Gruppen von ILC beschrieben (Abbildung modifi-
ziert nach Artis und Spits 2015; Spits et al. 2013).



1.2.1 ILC beim Menschen und der Maus

ILC wurden das erste Mal in der Maus entdeckt und beschrieben. Dennoch existieren zahlreiche
Studien, die ILC im Menschen beschreiben und die Rolle bei der Gewebe-Homdostase und
Pathologien herausstellen (Hazenberg und Spits 2014). Man hat festgestellt, dass humane ILC
teilweise andere Marker exprimieren und anders als die murinen, also von der Maus stammen-
den, ILC zu identifizieren sind. Um den Unterschieden auf den Grund zu gehen, haben Simoni
et al. (2017) das Transkriptom sowohl humaner als auch muriner ILC-Zellpopulationen durch
auftwendiges single cell sequencing (Einzelzell-Sequenzierung) unter physiologischen und patholo-
gischen Bedingungen untersucht. Nach diesen Studien wurde beim Menschen keine distinkte
ILC1-Zellpopulation gefunden. Es wurden Zellen identifiziert, die den klassischen ILC1-Phi-
notyp aufweisen, aber andere Marker passten nicht in das Bild. Eine Erklirung bestehe darin,
dass es sich bei den in der Literatur beschriebenen humanen ILC1 méglicherweise um Konta-
minationen mit NK-Zellen oder anderen ILC handeln kénnte. ILC2 und ILC3 konnten jedoch
im Menschen nachgewiesen werden und passten groB3tenteils zu den murinen ILC2 und ILC3.
Dennoch wurden bis dahin in der Literatur Subgruppen und Eigenschaften definiert, die in den
von Simoni et al. (2017) durchgefihrten Untersuchungen nicht aufzufinden waren. So wurden
etwa Unterschiede in der Expression von Oberflichenantigenen festgestellt, wie z. B. des major
histocompatibility complexc I MHC 1I), des inducible T-cell costimulator- ligand 1COS-L) sowie des 1L-
2R. Auch die Transkriptionsfaktoren GATA3 und T-bet waren unterschiedlich stark exprimiert.
Die Regulation und Kommunikation mit anderen Zellreihen des Immunsystems sowie die in-
terzelluldre Plastizitit der ILC schienen ebenso unterschiedlich zu sein. Zusammenfassend ist
davon auszugehen, dass sich die Daten, die zu murinen ILC existieren, nicht vollstindig auf
humane ILC ibertragen lassen. In den Experimenten dieser Dissertation liegt der Fokus auf

den murinen ILC2.

1.2.2 ILC2 - Auftreten und Funktion

Wie die anderen ILC benétigen auch die ILC2 den common gamma chain receptor (ye-Rezeptor oder
IL-2Ry), die Janus-Kinase 3-Signalwege (JAK3) sowie ID2 fir ihre Entwicklung aus der ge-
meinsamen Vorlduferzelle (Moro et al. 2010; Robinette et al. 2018; Verykokakis et al. 2014).
Zusitzlich exprimieren sie den IL-7-Rezeptor (CD127, CD: cluster of differentiation), der von zent-
raler Bedeutung fur ihre Entwicklung, Differenzierung und Funktion ist (Vonarbourg und

Diefenbach 2012). In IL-7R”/-Miusen kommt es zu einem beinahe vollstindigen Fehlen vitaler



ILC2 (Robinette et al. 2017). Die tiberlebenswichtigen exprimierten Transkriptionsfaktoren ent-

sprechen denjenigen, die auch fiir die Tu2-Differenzierung verantwortlich sind, namlich

GATA3 und ROR« (Yagi et al. 2014).

Als Antwort auf eine Stimulation mit IL.-25, I1.-33, TSLP oder TINF-/ike ligand 1.4 (TL1A) pro-
duzieren sie Tu2-typische Zytokine wie IL-5, IL-9, IL-13 und in kleineren Mengen auch IL-4
und Amphiregulin (Areg). Nach der Aktivierung kommt es klassischerweise zu einer erthohten
Expression von killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 (KLLRG1), ICOS und homing cell
adhesion molecule ( HCAM; CD44) (Huang et al. 2015, Nussbaum et al. 2013).

ILC2 interagieren mit verschiedenen Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems.
Einerseits ist eine Kommunikation mit CD4" T-Zellen tber MHC-II:CD4-Proteinkomplexe
bekannt, andererseits spielt eine Interaktion iiber ICOS:ICOS-L eine zentrale Rolle (Maazi et al.

2015; Oliphant et al. 2014).

Neuere Studien haben gezeigt, dass ILC2 in Abhingigkeit von umgebenden Zytokinen und
Entziindungssignalen auch zu anderen ILC polarisiert werden kénnen. Nach einer 7z vitro oder
in vivo Gabe von 1L-18 zeigen ILC2 eine Induktion von T-bet, eine Heraufregulation von IL-
12RB2 (der Beta-2-Kette des Rezeptors) sowie eine Produktion von INFy (Ohne et al. 2010).
Dies sind allerdings Merkmale, die ILC1 zugeschrieben werden. Weitere Arbeitsgruppen haben
gezeigt, dass die ILC2 nach der Hinzugabe von IL-25 einen ,,natiitlichen und ,,inflammatori-
schen® Phinotyp annehmen, der auch als nILLC2 und iIL.C2 bezeichnet wird. Die iILC2 wiesen
dabei eine niedrigere Expression von #hymocyte antigene 1 (Thyl; CD90) und CD44 auf und haben
gro3e Mengen der fir ILC3 typischen Zytokine wie IL-17 und IL-22 produziert (Huang et al.
2015). Diese Plastizitit vergro3ert weiterhin die immunologische Kapazitit der ILC2 und un-

terstreicht ihre wichtige Rolle in der Regulation von komplexen Immunantworten.

ILC2 treten in vielen verschiedenen Organen wie der Haut, der Leber, dem Fettgewebe, den
Lymphknoten, der Lunge sowie im Magen-Darm-Trakt auf. Initial wurden sie innerhalb der
intestinalen Mukosa entdeckt. Dabei wurde gezeigt, dass nach systemischer Stimulation mit IL-
25 grofie Mengen IL-5 produziert werden und dies dort fir eine Immunabwehr gegen Nippo-
strongylus brasiliensis sorgt, auch in RAG1/-Miusen, die keine B- und T-Zellen besitzen (Fallon
et al. 2000; Hurst et al. 2002). Im weiteren Verlauf wurden auch in anderen Organen Zellen
identifiziert, die nicht zu den T-Zellen gehérten, jedoch gro3e Mengen an Tu2-typischen Zyto-
kinen produzierten. Ihre Bezeichnungen variierten zwischen natural helper cells, nunocytes sowie Ir2-
cells (innate helper cells) (Moro et al. 2010; Neill et al. 2010; Price et al. 2010). Spater konnten diese

Beschreibungen einer gemeinsamen und distinkten Zellpopulation zugeordnet werden, nimlich



den ILC2. Die ILC2 spielen jedoch nicht nur eine wichtige Rolle in der Immunabwehr, es gibt
auch Indizien dafur, dass sie essentiell fir die Transformation von weilem zu braunem Fettge-
webe sind und somit auch in die Pathogenese der Adipositas involviert sein konnten (Lee et al.

2015).

AuBerdem wird den ILC2 eine zentrale Rolle in der Pathogenese des allergischen Asthmas und
der entziindlichen Hauterkrankungen wie z. B. der atopischen Dermatitis zugeschrieben

(Bernink et al. 2014; Roediger et al. 2014).

1.2.3 ILC2 in der Haut

Es existieren bisher nur wenige Arbeiten, die sich niher mit der Relevanz der ILC2 in der Haut
beschiftigt haben. Die ILC werden in der Regel durch eine sog. Negativ-Selektion definiert, also
durch das Nicht-Vorhandensein bestimmter Antigene, die bei allen anderen Immunzellen auf-
treten. Wichtige Aktivatoren der ILC2 in der Haut sind IL-25, I1.-33, TSLP, aber auch IL-2.
Nach der Aktivierung nehmen die ILC2 in der Haut einen aktivierten Phinotyp an und expri-
mieren gro3e Mengen ihrer Effektor-Zytokine I1.-5, IL-13 und in kleinen Mengen I1.-4. Auf3er-
dem existieren Berichte dartiber, dass die ILC2 Areg produzieren, dem eine Schlisselrolle bei
der Proliferation und Apoptose von epithelialen Zellen zukommt (Salimi et al. 2013). ILC2 be-
sitzen dementsprechend neben der Immunantwort auf ein Pathogen eine wichtige regulatori-
sche Funktion bei der Gewebereparation und Wundheilung. ILC2 konnten in der Haut des
Menschen und der Maus nachgewiesen werden, obwohl sie im Menschen einen anderen Phi-
notyp aufweisen. Daher wird davon ausgegangen, dass sich ILC2 in der menschlichen Haut

anders verhalten als in der murinen Haut (Salimi et al. 2013).

Die ILC2 sind auch innerhalb der einzelnen Organen im jeweiligen Organismus unterschiedlich.
Der Umstand, dass ILC2 der Haut einen anderen Phinotypen besitzen als ILC2 anderer Oz-
gane, unterstreicht die Tatsache, dass es sich um eine distinkte fir die Haut spezifische Zellpo-
pulation handelt, die auch spezifisch an die besonderen physiologischen Eigenschaften der Haut
angepasst ist (Roediger et al. 2013; Sonnenberg et al. 2013). Zusitzlich verkomplizierend be-
schrieben unterschiedliche Autoren auch unterschiedliche Eigenschaften von der Haut residen-
ten ILC2: Die von Kim et al. (2014) identifizierten ILC2 konnten mittels eines Anti-CD90-
Antikorpers depletiert werden (deplete: autbrauchen, entfernen), wihrend die von Roediger et al.
(2013) definierten ILC2 diesem Effekt entgegenwirken konnten. Weiterhin exprimierten die von
Roediger et al. (2013) identifizierten ILC2, die auch als dermale ILC oder dILC2 bezeichnet

werden, das Oberflichenantigen CD103. Dabei handelt es sich um ein Integrin, das wichtig fiir



Migration, Homing, aber auch die Immunabwehr ist. Es wird als das Integrin «aE37 bezeichnet
und als ein Zell-Matrix-Adhasionsmolekil charakterisiert, das seine Funktion durch die Bindung
an E-Cadherin erfillt (Hadley et al. 1997). CD103 wird aul3erdem von einer Reihe weiterer Im-
munzellen exprimiert, darunter epidermale dendritische Zellen oder auch regulatorische T-Zel-
len (Roediger et al. 2014; Schlickum et al. 2008). Die genaue Funktion der Expression von
CD103 in dILC2 ist nicht bekannt und Gegenstand aktueller Forschung.

Es bleibt festzuhalten, dass ILC2 in verschiedenen Organen unterschiedliche Eigenschaften ha-
ben. AuBlerdem weisen auch die in der Haut beschriebenen ILC2 anhand verschiedener Fot-
schungsergebnisse teilweise distinkte Unterschiede auf, die fiir eine weitere Diversitit innerhalb

Haut-residenter ILC2 sprechen.

1.2.4 ILC2 - Mediatoren fiir entziindliche und allergische Hauterkrankungen

Soweit bisher bekannt, sind die ILC2 zentral in die Pathogenese entziindlicher und allergischer
Erkrankungen der Haut involviert. Eine wichtige Erkenntnis besteht darin, dass ILC2 in ato-
pisch geschidigter Haut einerseits in erthohter Zellzahl auftauchen und andererseits einen akti-
vierten Phanotyp haben (Kim 2015). Eine wichtige Rolle fiir die Pathogenese der atopischen
Dermatitis spielen die Schliissel-Zytokine der ILC2 und dabei vor allem IL-4, IL-5 und IL-13
(Bieber 2008). In einem murinen experimentellen Modell kann ein der atopischen Dermatitis
dhnliches Krankheitsbild unter Zuhilfenahme des topischen Vitamin-D-Analogons MC903 in-
duziert werden (Li et al. 2006). Eine topische MC903-Applikation fihrt im Verlauf zur Xerose,
Akanthose und Spongiose der Haut, auch in RAG17-Miusen, die keine funktionierenden B-
und T-Zellen besitzen. Den ILC2 kommt daher scheinbar eine wichtige Funktion bei der In-
duktion des Krankheitsbilds zu (Kim et al. 2013). Mechanistisch wurde gezeigt, dass die von
ILC2 produzierten Zytokine zur Invasion eosinophiler Granulozyten, zur Aktivierung von T-
Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen sowie zur Regulation basophiler Granulozyten
und Mastzellen fithren (Kim et al. 2013; Roediger et al. 2013; Salimi et al. 2013).

Auch bei allergischen Reaktionen der Haut spielen die ILC2 eine wichtige Rolle: Patienten mit
einer Allergie gegen Hausstaubmilben wiesen im Unterschied zu gesunden Patienten erhéhte
ILC2-Zahlen im Blut auf (Zhong et al. 2017). Aulerdem wurde nachgewiesen, dass ILC2 bei

Patienten mit chronischer Rhinosinusitis gehauft aufzufinden sind (Mjosberg et al. 2011).



1.3  Das allergische Kontaktekzem

Es wird zwischen einem irritativen und einem allergischen Kontaktekzem unterschieden. Das
irritative Kontaktekzem entsteht durch die kumulative Applikation einer Substanz, die zu einer
Schidigung der Keratinozyten und einer lokalen Inflaimmation fithrt. Demgegeniiber steht das
allergische Kontaktekzem (contact hypersensitivity, CHS, Kontakthypersensibilitit), bei dem es zu
einer zytotoxisch-allergischen Typ-4-Reaktion kommt (Martin 2012; Peiser et al. 2012). Da in
dieser Dissertation aus Praktikabilititsgrinden das allergische Kontaktekzem experimentell in-

duziert wurde, geht es im Folgenden nur noch um das allergische Kontaktekzem.

Die meisten Erkenntnisse zu den pathophysiologischen Grundlagen des allergischen Kon-
taktekzems stammen von Maus-Modellen. Der Pathophysiologie liegt eine Typ-4-Allergie nach
der Klassifikation von Coombs und Gell zugrunde (Honda et al. 2013). Diese Form der Allergie
wird auch als Spittyp-Reaktion bezeichnet, da es zu einer immunologischen Reaktion kommt,
die sich im Unterschied zur Soforttyp-Reaktion erst tiber ein lingeres Zeitintervall (meist Tage)
ausbilden muss. Das allergische Kontaktekzem kann in eine Sensibilisierungs-, eine Entziin-
dungs- und eine Regulationsphase eingeteilt werden. Wihrend der Sensibilisierung kommt es zu
einer systemischen Prisentation eines Allergens, das tber die Haut aufgenommen wird. Die
Entziindung kommt durch einen zweiten Kontakt mit demselben Allergen mehrere Tage nach
dem Erstkontakt zustande. Die darauffolgende Regulationsphase dient dazu, das Ausmal} der

Entziindungsreaktion im Rahmen zu halten (Peiser et al. 2012).



1.3.1 Die Sensibilisierungsphase

1. Sensibilisierung 2. Bxzitation (challenge)

drainierender Lymphknoten

Abb. 1.2: Pathogenese des allergischen Kontaktekzems. Illustration der Pathogenese eines klassi-
schen Kontaktekzems. Details zum Ablauf siche Kap. 1.3. (Abbildung modifiziert nach Honda et al.
2013).

Die Sensibilisierung findet nach einem ein- oder mehrmaligen Kontakt der Haut mit einer aller-
genen (also einer potentiell eine Allergie stimulierenden) Substanz statt, die als Hapten bezeich-
net wird. Die erste Bedingung fiir das Entstehen eines Kontaktekzems besteht darin, dass die
potentiell allergene Substanz das Stratum cornenm und die Keratinozyten durchdringt und in tie-
fere Schichten der Epidermis gelangt. Ein wichtiges Strukturprotein der Keratinozyten, nimlich

das Fillagrin, verhindert diesen Prozess und sorgt fiir eine inter- und intrazellulire Stabilitdt
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(Sandilands et al. 2009). Bei einem Defekt dieses Proteins, wie er bei vielen Patienten mit atopi-
scher Dermatitis vorkommt, ist die natiirliche Hautbarriere gestort, was ein leichteres Eindrin-
gen von Substanzen ermdglicht. Deshalb ist die Inzidenz von allergischen Kontaktekzemen bei

Menschen mit atopischer Dermatitis erhoht (Visser et al. 2013).

Nicht jede Substanz hat ein allergenes Potential. In der Regel handelt es sich um kleine organi-
sche Partikel mit einer MolekulargroB3e < 500 Dalton. Sie miussen klein genug sein, um die Epi-
dermis durchdringen zu kénnen, und sollten nicht zu grof3 sein, um selbst immunogen wirken
zu konnen. Das allergene Potential dieser Substanzen entsteht nimlich erst nach einer Formie-
rung von stabilen Hapten-Protein-Komplexen durch physikalische , chemische oder biologische

Einflasse (Divkovic et al. 2005; Martin 2011).

Die gebildeten Hapten-Protein-Komplexe kénnen von in der Epidermis befindlichen antigen-
prasentierenden dendritischen Zellen (sog. naive Langerhans-Zellen) phagozytiert und prozes-
siert werden. Die Hapten-Protein-Komplexe werden internalisiert und auf MHC-I- und MHC-
II-Proteinen auf der Zelloberfliche prisentiert; sodass die dendritischen Zellen einen reifen und
aktivierten Phinotyp annehmen (Aiba et al. 1997). Dieser Prozess wird durch die von den Ke-
ratinozyten ausgeschiitteten Zytokine wie IL-1, IL.-18 und TNFa verstirkt. Die maturierten
dendritischen Zellen migrieren von der Epidermis in die drainierenden Lymphknoten und pra-
sentieren dabei den prozessierten Hapten-Protein-Komplex auf ihrer Oberfliche (Moodycliffe
et al. 2000; Nuriya et al. 1996; Zhou und Tedder 1995).

Im Lymphknoten treffen die aktivierten dendritischen Zellen auf T-Zellen, die das auf der Zell-
oberfliche prisentierte Hapten erkennen. Es kommt zur klonalen Expansion und Aktivierung
zytotoxischer CD8" T-Zellen sowie zur Ausbildung regulatorischer T-Zellen (Ttregs) und ande-
rer CD4" T-Zellen. Diese migrieren aus dem Lymphknoten in die Blutbahn und sind dort nach-

zuweisen. Dieser Prozess dauert in der Regel einige Tage.

1.3.2 Die Entziindungs- und Regulationsphase

Wenn es nun zu einer erneuten Exposition mit demselben Hapten auf der Haut kommt, dann
wird eine zellvermittelte Immunreaktion ausgelost. Hierbei ist es nicht mehr entscheidend, an
welcher Stelle auf der Haut dies geschieht, da sich die immunologische Reaktion im Vorfeld
bereits systemisch ausgebreitet hat. Nach einem erneuten Kontakt kommt es in der Regel nach
12-72 Stunden zu einer allergischen Reaktion. Es kommt zur Aktivierung zytotoxischer CD8"
T-Zellen (Vocanson et al. 2006). Sie scheinen fir die Entstehung der Entziindung eine tragende

Rolle zu spielen, da bei Tieren, bei denen die CD8" T-Zellen depletiert sind, keine Entzindung
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bei einem Wiederkontakt mit dem Hapten entsteht (Bour et al. 1995). Die zytotoxischen T-
Zellen schiitten verschiedene Interleukine aus, unter anderem IL-2, IFNy und TNFa«, die zu
einer generalisierten Entziindungsreaktion mit Akanthose, Spongiose und Hyperkeratose der
Haut fihren. Als weiterer entziindungsstimulierender Faktor gelten die Keratinozyten, die bei
Hapten-Kontakt IL.-23 ausschiitten und damit zur Bildung und Aktivierung von Tu17-Zellen
fithren (Larsen et al. 2009). Regulatorische T-Zellen supprimieren diese Immunantwort als phy-
siologischer Gegenspieler (Cavani et al. 2003; Reduta et al. 2011). Zu den genauen zelluliren
und immunologischen Mechanismen besteht noch erheblicher Forschungsbedarf. Es kann als
gesichert gelten, dass der Bildung von ILL-10 eine entscheidende regulatorische Funktion zu-

kommt (Ring et al. 2000).

Interessanterweise scheinen auch T-Zell-unabhingige Mechanismen eine Rolle bei der Entziin-
dung zu spielen. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass es in RAG17-Miusen, die keine B- und
T-Zellen ausbilden, ebenfalls zur Bildung eines immunogenen Gedichtnisses kommt, was durch
die Bildung von in der Leber gespeicherten Gedichtnis-NK-Zellen erklart wird (O'Leary et al.
2000).

1.3.3 Die Rolle von ILC2 beim allergischen Kontaktekzem

Arbeiten von Rafei-Shamsabadi et al. (2018) konzentrierten sich auf die Rolle von ILC2 beim
allergischen Kontaktekzem, das in Mausen durch TNCB (2,4,6-Trinitrochlorbenzol) ausgelost
wurde. In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Mause nach effektiver ILC2-
Depletion eine stirkere Ohrschwellung als naive WT-Mause bei der TNCB-CHS aufweisen. Die
ILC2 scheinen also einen regulatorischen und supprimierenden Effekt auf die Tu1l-gesteuerte
TNCB-CHS auszuiiben. Ob und wie sich diese Beobachtung auf andere Kontaktallergene tiber-
tragen lasst und durch welche Mechanismen sie vermittelt werden, bleibt zum jetzigen Zeit-

punkt unklar.

1.4 RAG!/-Maus und der RAG-Komplex

Die Beschreibung und Entwicklung der RAG17-Maus gelang erstmals 1992 durch den US-
amerikanischen Forscher Mombaerts. Der Thymus dieser defizienten Méuse enthielt auffillig
wenige Zellen (ca. 15-130-mal weniger als WT-Miuse). In der Milz und im Knochenmark waren
keine Immunglobuline bzw. Immunglobulin-tragende Zellen nachweisbar, was auf ein vollstin-
diges Fehlen von B-Zellen hinweist. Auffillig war weiterhin, dass die betroffenen Miuse keine

vollstindig ausgebildeten Lymphknoten besitzen. In den jeweiligen Lymphknoten waren keine
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B- und T-Lymphozyten enthalten. Die fehlende Entwicklung der B- und T-Zellen wurde dem
tehlenden V(D)J-Rearrangement durch das fehlende RAG1-Protein zugeschrieben und korre-
lierte damit. Mechanistisch entgingen die fehlerhaft gebildeten Lymphknoten nicht der physio-
logischen und natiirlichen Selektion des Thymus, was zu einer Apoptose fithrte. Neben der
Rolle im Rearrangement des TCR kommt den RAG-Proteinen demnach auch eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung der Lymphozyten zu. AuB3erdem ist bekannt, dass RAG1 im zentralen
Nervensystem in groler Menge exprimiert wird. Interessanterweise wurden keine neuroanato-
mischen Auffilligkeiten und kein pathologisches Verhalten bei diesen Miuse beschrieben

(Mombaerts et al. 1992).

Wegen der fehlender B- und T-Lymphozyten in den RAG17/-Miusen werden sie hiufig als
Modell zur Untersuchung des angeborenen Immunsystems ohne einen Einfluss des erworbenen
Immunsystems eingesetzt. Neuere Daten haben jedoch gezeigt, dass dies nicht ohne Einschrin-
kungen mdglich ist. So haben etwa Karo et al. (2014) nachgewiesen, dass auch NK-Zellen
RAGT1 zumindest teilweise wahrend ihrer Entwicklung und unabhingig vom fehlenden TCR
exprimieren konnen. NK-Zellen, die RAG1 durch einen &nockout wihrend ihrer Entwicklung
nicht exprimieren, sind durch funktionelle Defekte wie eine eingeschrinkte Fahigkeit zur viralen
Abwehr bestimmt, was auf eine erniedrigte Expression DNA-reparierender Proteine zurtickge-
fihrt wurde. Dadurch kam es signifikant hiufiger zu DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) als bei
RAG-exprimierenden NK-Zellen. Neben den NK-Zellen haben auch 30-40 % der ILC2 und
ILC3 eine RAG1-Expression wihrend ihrer Entwicklung gezeigt (Karo et al. 2014; Karo und
Sun 2015). Diese Beobachtungen legen nahe, dass RAG1 neben dem V(D)] Rearrangement
auch vitale Prozesse der Physiologie in Immunzellen reguliert. Darauf wird in den nichsten

Abschnitten weiter eingegangen.

1.4.1 RAG1/RAG?2 - traditionelle Funktion

RAGT1 und RAG2, die zusammen als RAG-Komplex bezeichnet werden, sind klassischerweise
fir die Restrukturierung und das Rearrangement von bestimmten genetischen Bereichen ver-
antwortlich. Durch eine variable Verknupfung von sog. V- fir variable, D- fur diversity und J-
Segmenten fir joning kann eine Vielzahl unterschiedlicher Kombinationen entstehen, die wie-
derum zu einer Vielzahl verschiedener Rezeptoren fihrt, die die Segmente kodieren. Durch
weitere Mechanismen wie die somatische Hypermutation und das alternative Splicen werden

eine noch groflere Diversitit und Spezifitit der jeweiligen Rezeptoren erreicht. Damit ist es
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méglich, bis zu 10" verschiedene B-Zell-Rezeptoren und bis zu 10" verschiedene T-Zell-Re-
zeptoren zu generieren (Nishana und Raghavan 2012). Dadurch kann eine auf den jeweiligen

Krankheitserreger ideal zugeschnittene Immunantwort eingeleitet werden.

1.4.2 Die molekularen Mechanismen des RAG-Komplexes

Der RAG-Komplex wird als eine funktionelle Einheit aus RAG1 und RAG2 verstanden und
bildet ein Hetero-Tetramer, in dem RAGT1 die enzymatische Endonuklease-Aktivitat besitzt, die
aber ohne das Vorhandensein von RAG?2 seine katalytische Funktion nicht austiben kann (Kim
et al. 1999; Landree et al. 1999; Oettinger et al. 1990). Abb. 1.3 illustriert die molekularen Me-
chanismen bei der Spaltaktivitit des RAG-Komplexes (Karo und Sun 2015; Schatz und Ji 2011).

RAG-Komplex
H3K4me3
o ST T
Schnittpunkt
Antigenrezeptor—\
Segment
V/D/] >

Abb. 1.3: Molekulare Strukturen und Ablauf der RAG-Spaltaktivitit. Um die VDJ-Gensegmente in

unterschiedlicher Art und Weise miteinander verbinden zu kénnen, muss die DNA an bestimmten Stel-

len geschnitten und wieder zusammengetiigt werden. Dies wird durch den RAG-Komplex, der aus
RAG1 und RAG2 besteht, katalysiert. Um dem Komplex zu vermitteln, wo sich diese Gensegmente
befinden, stellt die Zelle raffinierte Mechanismen bereit: RAG2 ist fiir die Bindung an die Histon-Be-
standteile H3K4me3 verantwortlich (denotiert die Addition von drei Methylgruppen an die Aminosiure
Lysin 4 im Histon H3 Protein), die sich in der Umgebung der VDJ-Segmente befinden (Early et al. 1980;
Matthews et al. 2007; Sakano et al. 1979; Schatz und Spanopoulou 2005). Der eigentliche Ort des Ge-
schehens ergibt sich durch die Bindung des RAG-Komplexes an sog. recombination signal sequences (RSS).
Das Verbinden der DNA-Spaltprodukte geschieht durch eine nicht-homologe Endverkniipfung und die
Aktivierung DNA-reparierender Enzyme (Gellert 2002). (Abbildung modifiziert nach Schatz und Ji
2011).
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1.4.3 Der RAG-Komplex stabilisiert das Lymphozyten-Genom

Abb. 1.3 illustriert die Bindungseigenschaften des RAG-Komplexes. Interessanterweise wurde
gezeigt, dass die von RAG2 gebundenen H3K4me3 Histon-Segmente nicht nur in der Nihe
von VDJ-Gensegmenten, sondern tber das gesamte Genom verstreut aufzufinden sind (im
Folgenden als ,,Nicht-VDJ-Segmente* bezeichnet) (Ji et al. 2010). AuBlerdem hdufen sich diese
RAG-Komplexe an Stellen, an denen aktiv Transkription stattfindet. Es konnte gezeigt werden,

dass diese Komplexe auch dort enzymatisch aktiv sind und die DNA dort spezifisch schneiden.

Nach der enzymatischen Aktivitit, also der Induktion von DSB durch den RAG-Komplex,
kommt es zur Reparation dieser Briiche durch eine sog. nicht-homologe Endverkniipfung
(NHE)) (Gellert 2002). Nach dem DSB witd eine Vielzahl von Proteinen aktiviert, die fur eine
Reparation der DNA sorgen (Ciccia und Elledge 2010). Wenn die Reparation nicht gelingt,
dann wird die Apoptose dieser Zellen eingeleitet (Zhou und Elledge 2000), wodurch sich ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Reparation und Apoptose einstellt. Dadurch wird sicher-
gestellt, dass der riskante Prozess der induzierten DSBs nicht zu einer Fehlfunktion oder Ent-
artung der betroffenen Zelle fihrt (Abb. 1.4). Der RAG-Komplex scheint bei beiden Wegen

eine funktional entscheidende Rolle zu spielen.
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DNA-Doppelstrangbriiche

Apoptose/

DNA-Reparatur ZellzyKlus-Arrest

Abb. 1.4: Schicksal der Zelle nach RAG-induzierten DNA-Doppelstrangbriichen. Die DSB sind
einerseits die Grundbedingung fiir die VDJ]-Rekombination, andererseits bilden sie auch eine Gefahr fiir
die Integritit der DNA. Um dieser Gefahr entgegenzuwirken, werden bei der Induktion der DSB nun
entweder Proteine fiir die DNA-Reparatur oder Proteine aktiviert, die fiir Apoptose und Zellzyklus-
Arrest verantwortlich sind. So wird sichergestellt, dass das Genom der betroffenen Zellen vor Entartung
geschiitzt bleibt. Die Regulation dieser beiden Prozesse ist noch wenig erforscht und Gegenstand aktu-

eller Forschung.

1.4.4 Die Rolle von RAG in ILC

Wie bereits einleitend erwahnt wurde, spielt RAG nicht nur in den Zellen des adaptiven Im-
munsystems eine Rolle. Karo et al. (2014) konnten zeigen, dass RAG ebenso in 30-40 % der
peripheren ILC in der Entwicklung zumindest zeitweilig exprimiert wird. Dafiir wurde eine Rag-
reporter Maus verwendet, die bei einer RAG-Expression der betroffenen Zellen einen Farbstoff
exprimiert (GEFP; green fluorescent protein), der dann in der entdifferenzierten Zelle nachgewiesen
werden kann. Auf diese Weise konnte die vorhandene RAG-Expression in peripheren ILC
nachgewiesen werden. Karo et al. (2014) fithrten weitergehende Experimente durch, die gezeigt
haben, dass diejenigen NK-Zellen, die RAG in ihrer Entwicklung exprimieren, einen weniger
aktivierten Phinotypen aufweisen und schlechter auf Entziindungsreize und Virusinfektionen
reagieren als NK-Zellen, die kein RAG exprimieren. Aulerdem schien diese Beobachtung nicht
auf NK-Zellen begrenzt zu sein, sie lieB3 sich vielmehr auch auf andere Immunzellen erweitern,

wie etwa auf die CD8" T-Zellen. Wenn RAGT nicht in NK-Zellen exprimiert werden konnte,
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dann wiesen diese Zellen eine erniedrigte Expression von DNA-reparierenden Genen wie Ku80,
Chk2 sowie Atm auf. Dieser Effekt schien auch spezifisch mit der Endonuklease-Spaltaktivitit
des RAG1-Proteins verbunden zu sein, da RAGT-endonuclease-dead Miuse, in denen spezifisch
die Endonuklease-Aktivitit des RAG1-Proteins ausgeknockt war, eine ahnliche genomische In-
stabilitit mit einer ethohten Apoptose und einer verminderten Proliferation zeigten (Karo et al.
2014; Karo und Sun 2015). Die genaue Rolle von RAG in anderen ILC wie den ILC2 bleibt

unklar.

1.5  Ziele dieser Arbeit

ILC2 sind seit etwa einem Jahrzehnt ein wichtiges immunologisches Forschungsthema, da zur
Funktion dieser Zellen wenig bekannt war. Mittlerweile entsteht ein immer breiter werdendes
Verstindnis zur Physiologie dieser einzigartigen Zellgruppe. ILC2 sind zahlenmiBig deutlich
seltener ist als andere Immunzellen, weshalb die Untersuchung dieser Zellen stets mit einem
hohen experimentellen Aufwand verbunden, ist insbesondere bei schwer zu untersuchenden

Organen wie der Haut.

Die einzigartige Eigenschaft von RAG17/-Miusen, keine B- und T-Zellen zu besitzen, macht
sie in der Theorie zu einem praktikablen Maus-Modell, die Funktion der ILC2 unabhingig von
den Einflissen des adaptiven Immunsystems zu untersuchen. So besitzen RAG17/-Miuse aus
bisher unbekannten Grinden in absoluten Zahlen sogar mehr dILC2 als WT-Miuse, was sie zu

einem noch besseren Untersuchungs-Modell macht.

ILC2 besitzen keinen spezifischen Antigen-Rezeptor, doch RAG1 scheint auch hier eine wich-
tige Rolle in der Entwicklung zu spielen, wahrscheinlich durch eine Stabilisierung des Genoms.
Verschiedene Beobachtungen stiitzen die Ansicht, dass RAG1 nicht nur die Entwicklung von
Zellen des adaptiven Immunsystems gewihrleistet, sondern sich ebenfalls auf die ILC2 auswirkt.
Aktuelle Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass sich die Untersuchungen an RAG1-defizi-
enten ILC2 nicht direkt auf WT-ILC2 tbertragen lassen. RAG1 spielt anscheinend eine zentrale
Rolle in der Entwicklung und Funktion dieser Zellen und scheint dort Funktionen unabhingig

vom Rearrangement des TCR auszufithren.

Mein erstes Ziel bestand darin, die ILC2 in der Haut zu identifizieren und in verschiedenen
knockout-Mausen zu quantifizieren. AuBlerdem habe ich erstmals die ILC2-Dynamik wihrend

einer DNFB-induzierten CHS gepriift und untersucht.
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Das weitergehende Ziel bezog sich darauf, bezugnehmend auf die Forschungsergebnisse von
Karo et al. (2014) die ILC2 in der RAG17-Maus funktionell zu untersuchen. Hierzu habe ich
die beiden Zellpopulationen systematisch sowohl auf molekularer als auch auf funktioneller

Ebene miteinander verglichen und die Unterschiede sowie Gemeinsamkeiten herausgearbeitet

(Abb. 1.5).

WT-Maus RAG1” “Maus

Abb. 1.5: Illustration der Fragestellung dieser Dissertation.
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2 Material und Methoden

2.1

Chemikalien, Medien und Laborgerite

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien und Medien mit Firma und Standort.

Chemikalien und Medien Firma, Ort
Liberase Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
DNAse Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Caspase-3/7-Staining Kit

ThermoFisher, Katlstuhe, Deutschland

7-Aminoactinomycin (7-AAD) Viability Stain-

ing Solution

BioLegend, Koblenz, Deutschland

Annexin-V-Staining Kit

eBioscience, Frankfurt am Main, Deutschland

Bromdesoxyuridin (BrdU) -Staining Kit

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Phosphate-buffered saline (PBS)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

1-Fluor-2,4-dinitrobenzol (DNFB)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Mouse Foxp3 Buffer Set

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
Medium

Lonza, Kéln, Deutschland

Zombie Fixable Viability Kit

BioLegend, Koblenz, Deutschland
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Chemikalien und Medien

Firma, Ort

Trypan Blau 0,4 %

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Fetal calf serum (FCS) Superior

Biochrom, Berlin, Deutschland

Trizol Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Aceton Roth, Katlsruhe, Deutschland
Isofluran abbvie, Wiesbaden, Deutschland
Oliven-Ol

2.1.1 Antikérper

Tabelle 2.2: Im Durchflusszytometer verwendete Antikérper mit zugehoérigem Typ, dem Ur-

sprungs-Organismus (f0s?), gebundenem Farbstoff, Klon sowie Firma und Standort.

Oberflichenmar- | Isotyp und host | Farbstoff | Klon Firma, Ort

ker

CD2 IgG2b A, Ratte FITC RM2-5 BioLegend, Koblenz,
Deutschland

CD2 IgG2b A, Ratte APC RM2-5 BioLegend, Koblenz,
Deutschland

CD3 IgG2a, Ratte FITC KT3 AbDSerotec,  Puch-
heim, Deutschland

CD3 IgG2a, », Ratte | FITC 17A2 BioLegend, Koblenz,
Deutschland
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Oberflichenmar- | Isotyp und host | Farbstoff | Klon Firma, Ort

ker

CD44 IgG2b x, Ratte BV 510 M7 BioLegend, Koblenz,
Deutschland

CD45 IgG2b x, Ratte Pacific Blue | 30-F11 ThermoFisher, Karls-
ruhe, Deutschland

CD90 IgG1A, Ratte PerCP 53-2.1 BioLegend, Koblenz,
Deutschland

CD278 IgG, arm. Hams- | APC C398.4A | BioLegend Koblenz,

ter Deutschland

CD127 IgGG2a «, Ratte APC A7R34 eBioscience, Frankfurt
am Main, Deutschland

GATA3 IgG2b x, Maus APC 16E10A23 | BioLlegend Koblenz,
Deutschland

Fc-Block / / / BioLegend Koblenz,
Deutschland

Tabelle 2.3: Oberflichenmatrker sowie beschriebene Funktionen. Informationen von Lai et al.

(1998).

Obetrflichenmarker

Funktionen

CD2 (T-Zell-Oberfli-

chenantigen)

Adhision, T-Zell-Aktivierung
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Obetflichenmarker

Funktionen

CD3 (TCR)

TCR Untereinheit, Signaltransduktion

CD44  (Hyaluronsaure-
Rezeptor)

bindet Hyaluronsaure, Leukozytenadhision und —homing, T-

Zell-Aktivierung, Tumormetastasierung

CD45 (Pan-Leukozyten-
Antigen)

Tyrosin-Phosphatase, Leukozyten-Differenzierung und Aktivie-

rung, Pan-Leukozyten-Marker

CD90 (Thy1)

Signaltransduktion, T-Zell- Aktivierung

CD278 (ICOS)

T-Zell-Ko-Stimulation, B7-H2 Rezeptor, Zytokin-Produktion

CD127 (IL-7Ra)

IL-7R Alpha-Kette, in Assoziation mit CD132 hohe Affinitit
von I1.-7

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle. 2.4: Verbrauchsmaterialien mit Firma und Standort.

Vorrats-, Arbeits- und Kulturgefil3e Firma, Ort

50 wl Filter

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf Varipetten

Eppendort, Hamburg, Deutschland

Pipetten-Spitzen

StarLab Group, Hamburg, Deutschland

Inject-F Spritze 1 ml

Braun, Melsungen, Deutschland
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2.1.3 Laborgerite

Tabelle 2.5: Verwendete Laborgerite mit Firma und Standort.

Geriate und Laborinstallation

Firma, Ort

Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland

BD FACSCanto 11 BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD FACSAria BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Brutschrianke Thermofisher-unitymedia,  Braunschweig,
Deutschland

Zentrifugen Thermotfisher-unitymedia, Braunschweig,
Deutschland

Kiihlschrinke Liebherr, Ethingen (Donau) , Deutschland

Tiefkiihlschrinke Liebherr, Ethingen (Donau) , Deutschland

Ohr-Dicken-Messgerit C220T

Kroeplin, Schliichtern, Deutschland

Isofluran-Anlage

VisualSonic, Canada

Rasierer

Panasonic, Deutschland

Homogenisator

Thermofisher-unitymedia, ~ Braunschweig,
Deutschland
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2.2 Maiuse

In dieser Studie stammten simtliche Mause aus dem C57BL/6 Hintergrund. Unsere Versuchs-
tiere wurden im hauseigenen Tierstall der Universititsmedizin Gottingen (UMG) unter speziel-
len und pathogen-freien Bedingungen und im 12-Stunden Tag-Nacht-Zyklus geziichtet und
aufgezogen. Die C57BL/6 Wildtyp (WT), RAG1”, TLR3” und TLR3/MyD88”-Miuse
wurden vom Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME erworben (MyD88; Myeloid differentiation pri-
mary response 88, TLR3; toll-like receptor 3). Alle Mause eines Experiments waren alters- und ge-
schlechtsangepasst (Alter zwischen 8-13 Wochen). Simtliche Experimente wurden unter ethi-
scher Genehmigung durch die lokalen Versuchstierschutzbeh6rden und die zustindigen Auto-

ritditen mit bestem Gewissen durchgefiihrt.

2.3 Induktion einer Kontaktallergie

Um eine CHS zu induzieren, sind zwei verschiedene Phasen notwendig, nimlich eine Sensibili-

sierungs- und eine Exzitationsphase bzw. Regulationsphase.

In der Sensibilisierungsphase werden dem Organismus potente Allergene auf der Hautoberfla-
che prisentiert. Die dadurch entstehende immunologische Reaktion fithrt zu einer immunolo-
gischen (Hyper-)Reagibilitit auf diese Substanz, die dann bei einem erneuten, einige Tage spiter
auftretenden Kontakt (Exzitationsphase) eine kontaktallergische Reaktion auslost. Zum Aus-
schluss einer lokalen Reaktion sollte die Exzitation (odet: challenge) an einem anderen Ort als die
Sensibilisierung stattfinden. Aulerdem sollte sichergestellt werden, dass die Substanz keine

akut-toxische oder irritative Reaktion bewirkt
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2.3.1 Induktion einer DNFB-Kontaktallergie

In meinen Experimenten erfolgte die Induktion der CHS mit DNFB, einem etablierten und

potenten Kontaktallergen (Ablauf siche Abb. 2.1) (Bour et al. 1995).

d0 di d5 do6

0,5%  0,5% 0,25 % Ohrschwellung +
DNFB DNFB DNFB Isolation

v

Abb. 2.1: Experimenteller Aufbau zur Induktion einer DNFB-CHS. Vorgehensweise bei der In-
duktion einer DNFB-CHS in der Maus. Klein d kennzeichnet die Tage, zwischen den Tagen liegen je-
weils exakt 24 Stunden. Unter dem Pfeil ist die jeweilige DNFB-Konzentration angegeben, die auf die
Haut aufgetragen wurde. An d6 wurden sowohl die Ohrschwellung gemessen als auch die Zellen isoliert

und analysiert.

Die zu behandelnden Miuse wurden durch die Verwendung einer Isofluran-Anlage in eine
Kurzzeitnarkose versetzt. Mit einem handelstiblichen Rasierer wurde der Riicken der Tiere sau-
ber rasiert, um damit die Resorptionsoberfliche zur Auftragung der Substanzen zu optimieren.
Fir die Sensibilisierung erfolgte die Applikation von 20 ul 0,5%iger DNFB-L6sung (gelost in
4:1 Aceton-Olivenol-Vehikel) mit einer 200-ul-Pipette an zwei aufeinanderfolgenden Tagen.
Finf Tage spater erfolgte die challenge mit 20 pl 0,25%iger DNFB-Losung am rechten Ohr sowie
als Kontrolle die Applikation von 20 ul des reinen Vehikels am linken Ohr. Die Ohr-Dicken
wurden sowohl vor als auch nach der Applikation der Substanzen gemessen. Um die Méuse
identifizieren zu kénnen, wurde der Schwanz mit einem wasserunloslichen Stift farblich mar-

kiert. Die relative Ohr-Dicken-Schwellung wurde mit der folgenden Formel berechnet:

[(Dicke des DNFB-behandelten Ohrs nach challenge) — (Dicke des DNFB-behandelten Ohrs
vor challenge)| - [(Dicke des Vehikel-behandelten Ohrs nach challenge) - (Dicke des Vehikel-be-
handelten Ohrs vor challenge)).

(A Dicke des DNFB-behandelten Ohrs) — (A Dicke des Vehikel-behandelten Ohrs).
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2.3.2 Adoptiver Transfer von WT-Lymphozyten in RAG1/"-Miuse

Die Versuchsdurchfithrung der adoptiven Transfer-Experimente (AT: adoptiver Transfer) wird

zur Verdeutlichung in Abb. 2.2 schematisch dargestellt.

WT-Maus
DNEFB d5
Lymphknoten
e
2x 107
sensibilisierte
Lymphozyten

, DNFB/veh

RAG17/-AT-Maus

Ohrschwellung+

— i
Isolation

RAG1/-Maus

Abb. 2.2: Adoptiver Transfer von WT-Lymphozyten in RAG1/--Miuse. Die RAG1-/--Miuse, die
die WT-Lymphozyten erhalten haben, werden als adoptive Transfer-Miuse (AT-Miuse) bezeichnet.
Kontrolltiere (regelrecht sensibilisierte RAG1-/--Mduse) erhielten statt der WT-Lymphozyten eine dqui-
voluminése Menge PBS. Die challenge erfolgte bei beiden Tieren mit DNFB bzw. einem Vehikel.

Fir die AT-Experimente wurden die WT-Miduse mit DNFB sensibilisiert. Am Tag 5 wurden
die Tiere getétet und die axilliren, inguinalen und zervikalen Lymphknoten wurden pripariert.
Dazu wurden die Lymphknoten in einen Eppendorf-Cup transferiert und in 1 ml PBS (phosphate-
buffered saline) gelost. Mit einer Pipetten-Spitze und einem Homogenisator wurden die Lymph-
knoten manuell gepresst, um die enthaltenden Zellen besser herauszul6sen. AnschlieBend
wurde die Suspension tiber einen 50-ul-Filter filtriert. Zur Quantifizierung wurden die Lympho-

zyten mit Trypan-Blau gefirbt und unter dem Mikroskop ausgezahlt. Es wurden jeweils 2x107
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Zellen in 100-200 ul PBS gel6st, in einer 1-ml-Spritze aufgezogen und intravends in eine naive
Empfinger-RAG17-Maus injiziert (diese Maus wird fortan als AT-Maus bezeichnet). Kontroll-
tiere, die der tblichen DNFB-Sensibilisierung unterzogen worden waren und sich ebenfalls an
d4 befanden, erhielten als Kontrolle PBS intravenos appliziert. 24 oder 48 Stunden spater wur-
den die Tiere nach dem iblichen Protokoll mit DNFB behandelt. Die Ohr-Dicken-Messung
erfolgte jeweils vor sowie nach der challenge. Die weitere Aufarbeitung der Haut erfolgte 24 oder

48 Stunden spiter.

2.4 Isolation von Zellen aus der Haut und Antikérperfirbung

Die Haut ist ein Organ mit einem hohen Anteil an Kollagen und Bindegewebe, weshalb mehrere

Prozeduren notwendig sind, um die zu untersuchenden Zellen zu isolieren.

Fir meine Experimente wurden die unbehaarten Ohren von den jeweiligen Mausen aufgearbei-
tet. Die Ohren wurden durch die Verwendung von scharfen Pinzetten in eine dorsale und eine
ventrale Seite aufgespalten und getrennt voneinander weiterverarbeitet. Die jeweiligen Seiten
wurden in eine 16-Well-Platte in eine Losung mit 0,33 ml Liberase (1,5 mg/ml PBS), 0,05 ml
0,1%iger DNAse (1 % in Aqua dest.) sowie 600 ul RPMI Medium ohne Zusatzstoffe tiberfihrt
und separat mittels einer Schere weiter zerkleinert, um die Gesamtoberfliche zu vergréfiern.
Darauthin erfolgte die Verdauung des Gewebes fiir 90 Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank.
Nach dem Abschluss der Verdauung erfolgte die Hinzugabe von 50 ul FCS, um die Verdauung
zu beenden. Um die Zellen fir die Filtrierung vorzubereiten, wurde die Suspension tiber repe-
titives Auf- und Absaugen mit einer abgeschnittenen Pipetten-Spitze weiter gelost. Um eine
Einzel-Zell-Suspension zu erhalten, wurden die dadurch aufgeldsten Zellverbinde tber einen
50-pl-Filter filtriert und in ein 10-ml-Falcon-Tube tberfihrt. Danach erfolgte die Zentrifugation
bei 1300 tpm (rounds per minute) fiir 7 Minuten bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde ab-
gesaugt und die Zellsuspension wurde in 1 ml PBS gelost. Um die Zellen quantifizieren zu kon-
nen, wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypan-Blau vermischt und die Zellen wurden dann

unter dem Mikroskop gezahlt.

Es erfolgte der Transfer einer vorher bestimmten Zellzahl in FACS-Tubes. Fir die Experimente
wurden je nach Fragestellung Zellzahlen von 500.000 bis 1.000.000 Zellen verwendet. Nach der
Uberfiithrung der Zellen in die FACS-Tubes erfolgte die Standard-Firbung zur Detektion von
dILC2 nach dem unten aufgefithrten Protokoll (Tab. 2.1). Die dILC2 wurden nach der von
Roediger et al. (2013) etablierten Methode gefirbt und als CD45"CD90"CD3 CD2-Zellen de-

finiert.
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FACS
Tubes
unstained FMO FMO FMO FMO Maus X
CD2/3 CD45 CD9%0 Zombie
(ungefirbt)
CD2 - - + + + +
(FITC)
CD3 - Isotyp FITC | + + + +
(FITC)
CD45 (Pa- | - + Isotyp Pa- | + + +
cific-Blue) cificBlue
CD9%0 - + + Isotyp + +
(PerCP- PerCP-
Cyb) Cy5
Zombie - + + + Isotyp +
(APC- APC-Cy7
Cy7)

Tabelle 2.6: Farbeprotokoll fiir dJILC2. Ein ,,+“ reprisentiert die Zugabe des jeweiligen AntikSrpers,

ein ,,-“ reprisentiert das Weglassen einer Zugabe. ,,Maus X stellt eine beliebige Maus-Probe dar.

Die Zellsuspension wurde ausgezihlt und danach wurde eine je nach der Konzentration des
Antikorpers ausgerechnete und ausreichende Menge an Antikérper zu der Zellsuspension ge-
geben. Die Mengen, die fiir eine bestimmte Zellzahl benotigt wurden, wurden den Angaben des
Herstellers entnommen und im Forschungslabor der Dermatologie etabliert. Bei den an die
Antikoérper konjugierten Farbstoffen handelte es sich um PE (Phycoerythin), FITC (Fluoreszin-
Isothiocyanat), PerCP (Peridinin-Chlorophyll), PacificBlue (Firmenname fir 3-Carboxy-06,8-
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difluor-7-hydroxycumarin) und APC (Allophycocyanin). Um lebende und tote Zellen unter-

scheiden zu kénnen, wurde der Vitalfarbstoff Zombie eingesetzt.

Um eine unspezifische ,,verkehrte® Bindung von Antikérpern an F-Rezeptoren zu vermeiden,
erhielten alle Antikérper-enthaltenden Proben standardgemal3 auch ein F.-Block-Agens nach
genauen Vorgaben des Herstellers. Alle Proben, auller der wustained-Probe (ungefirbt), haben
einen F-Block erhalten. In jedem Experiment wurde eine wnstained-Probe und mehrere FMO
(fluorescence minus one) -Kontrollen mitgefihrt. Die #nstained-Probe dient zur Korrektur unspezi-
fischer Eigenfluoreszenzen von Zellen. Die FMO-Kontrollen dienen als Kontrolle fiir den je-
weils verwendeten Fluoreszenzfarbstoff. Sie erhalten statt des spezifischen Farbstoff-konjugier-
ten Antikorpers einen unspezifischen Antikérper des gleichen Isotyps, der die Zelle jedoch nicht
bindet. Somit wird ausgeschlossen, dass ein Farbstoff-tragender, aber nicht-bindender Antikor-
per das Ergebnis verfilscht. AuBlerdem wird durch die FMO-Kontrollen der Negativ-cut-gff fur
die jeweils verwendete Farbe definiert: Alle Farbsignale, die stirker als die verwendete FMO-

Kontrolle sind, werden als ,,positiv* betrachtet.

Nach Hinzugabe der Antikérper wurden die Zellsuspensionen fiir 30 Minuten bei 4 °C im Dun-
keln inkubiert. SchlieBlich wurden zum Waschen 1 ml PBS in jede FACS-Tube hinzugefiigt und
die Proben wurden dann bei 1300 rpm fiir 7 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation

wurde das tberstehende PBS abgesaugt und ein Restvolumen von 500 pl belassen.

2.4.1 Firbung intrazellulirer Antigene

Um intrazelluldre Antigene anzufirben, ist eine vorherige Fixierung sowie Permeabilisierung der
Zellen notwendig. Im vorliegenden Fall sollte der Tu2-Transkriptionsfaktor GATA3 angefirbt
werden (Details siehe Kap. 2.9.1). Nach der Farbung der extrazelluliren Zielstrukturen der Zel-
len erfolgt nun statt der Messung im FACS die weitere Behandlung der Zellen mit den Mouse
Foxp3 Buffer Sets nach den genauen Angaben des Herstellers. Danach erfolgt die Messung der
Zellen im FACS wie im Protokoll beschrieben.

2.4.2 Kompensation der Fluoreszenz

Die verschiedenen, an die Antikérper gebundenen Farbstoffe haben ein spezifisches Emissi-
onsspektrum, das sich teilweise zwischen den verwendeten Farbstoffen tiberschneidet. Um un-
spezifische ,,Uberschneidungen® der Farbspektren zu verhindern und falsche Signale zu ver-
meiden, bedarf es einer ,,Kompensation®, die im Nachhinein manuell mit der BD FACSDiva-

Software durchgefiihrt wurde (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland).
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2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS; fluorescence activated cell sorting) ist ein standardisiertes Verfah-
ren, das mittels Laseremission und -absorption die Morphologie einer Zelle sowie die gebunde-

nen fluoreszierenden Antikorper qualitativ und quantitativ physikalisch erfassen kann.

Jede Zelle besitzt eine bestimmte Gréfle und Granularitit. AuBerdem kénnen Zellen mit fluo-
reszierenden Antikérpern beladen werden. Diese Antikorper sind an Fluoreszenz-Farbstoffe
(z. B FITC, PE, APC usw.) gekoppelt, die wiederum ein spezifisches Emissionsmaximum be-
sitzen. So hat beispielsweise APC sein maximales Emissionsspektrum im blauen Bereich des
sichtbaren Lichts. Wenn nun ein mit APC beladener Antikorper an ein Zielantigen einer Zelle
bindet, dann kann der blau fluoreszierende Farbstoff in den Fluoreszenz-Detektionslasern er-

fasst werden. Abb. 2.3 illustriert die Funktionsweise des FACS.
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Antikoérperbeladene
Zelle

Fluoreszenz-De-
¢ tektoren
Exzitations-Laser / %

I :

Scatter-Detektoren
(FSC/SSC)

Waste Cell Sorting

Abb. 2.3: Das Prinzip der Durchflusszytometrie. Diese Abbildung wurde selbst erstellt.

Eine zu untersuchende Zelle wird durch ein vorgefertigtes System in eine separate Kammer
gezogen. In dieser separaten Kammer wird diese Zelle nun mit verschiedenen Exzitationslasern
bestrahlt (violetter, blauer, roter Laser). Die physikalischen Reaktionen fiihren nun einerseits zu
einer Streuung und andererseits zu einer Absorption bzw. Emission des Lichtes. Analog dazu
wird zum einen die entstehende Streuung durch Scatter-Detektoren und zum anderen wird das
elektromagnetische Farbspektrum der durchgeschossenen Laserstrahlen durch Fluoreszenz-
Detektoren analysiert. Die Streuung wird durch einen sog. forward und sideward scatter (FSC, SSC)
angegeben und graphisch aufgetragen. Der FSC ist direkt abhingig von der Grof3e, der SSC
direkt abhingig von der Granularitit der zu untersuchenden Zelle. Die Emissionswellen wiede-
rum gelangen zu den Farbdetektoren. Sie kénnen die elektromagnetischen Wellen messen und
ebenfalls graphisch auftragen. Auf diese Weise kénnen die Zellen durch die beschriebenen phy-
sikalischen Prozesse sowohl morphologisch und quantitativ (Gro3e und Granularitit) als auch
qualitativ (Antikérperbindung) charakterisiert werden. Die Zelle kann dann in Folge entweder
verworfen (,,Waste) oder aber im Sinne eines Cell-Sorting-Mechanismus (sieche unten) fiir wei-

tere Aufarbeitungs-Zwecke isoliert werden.
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2.6  Apoptose-Assays mit Annexin-V- und Caspase-3/7-Firbung

Zur Detektion einer frithen Apoptose wurden die Mause wie oben beschrieben mit DNFB sen-
sibilisiert und behandelt. Nach der Behandlung mit DNFB wurden die Miuse getotet. Die Zel-
lisolation fand jedoch nicht 24 Stunden, sondern schon 2 Stunden spiter statt, um die frithen

Phasen der Apoptose erfassen zu konnen.

Im Rahmen einer Apoptose finden verschiedene Reaktionen innerhalb einer Zelle statt. Eine
davon ist die Verinderung der Phospholipid-Oberfliche der Zellmembran. Bestimmte Phos-
pholipide, darunter das Phosphatidylserin (PS), werden von der intrazelluliren zur extrazellula-
ren Seite verlagert (Naito et al. 1997; Segawa und Nagata 2015). Annexine kénnen Calcium-
abhingig dieses Phosphatidylserin binden und dadurch detektieren. Annexin-V kann an fluo-
reszierende Farbstoffe gebunden und seine Bindung kann dann mittels FACS gemessen werden.

Zur Detektion wurde das Annexin-V-Staining Kit gemal3 Herstelleranweisung verwendet.

Als weiterer Apoptose-Assay wurde auf die Firbung zellulirer dann zuriickgegriffen, die durch
die Aktivierung bestimmter Caspasen moglich ist. Caspasen sind eine Familie von Cystein-ab-
hingigen Proteasen, die bestimmte Proteine spalten und dadurch eine Apoptose entweder ini-
tileren oder amplifizieren konnen. Beispielhaft zu nennen sind die Caspase 3, die das apoptoti-
sche Potenzial von Caspase 8 potenzieren kann und zu verschiedenen zelluliren Verinderungen
durch die Spaltung von poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), DNA-abhingige Proteinkinasen,
Proteinkinase C8, und Aktin fihrt (Ow et al. 2008). Um nun eine Caspase-Aktivitit in der Zelle
zu bestimmen wurde das Caspase-3/7-Staining Kit eingesetzt. Es enthilt ein Oligo-Peptid, das
an einen DNA-bindenden Farbstoff gekoppelt ist. Dieser Farbstoff kann aufgrund des Oligo-
Peptids die DNA nicht binden. Beim Vorhandensein aktivierter Caspase-3/7-Proteine koénnen
sie das Oligo-Peptid vom DNA-bindenden Farbstoff abspalten und freisetzen. Der freigesetzte
DNA-bindende Farbstoff kann dann die zelluliren Nukleinsduren binden und ist dadurch ein
indirekter Hinweis auf das Vorhandensein von aktivierten Caspase-3/7-Proteinen. Als Le-
bend/Tot-Farbstoff nutzte ich hier statt des in den meisten Experimenten verwendeten Zom-

bie-Markers das 7-AAD, da dies vom Hersteller empfohlen wurde.

2.7  Proliferations-Assay mit BrdU

Zur Detektion der Proliferation fihrte ich die Firbung von intranukledr-gebundenem BrdU
durch. Im Rahmen des Zellzyklus kommt es zur Neusynthese und Verdopplung des genetischen

Materials einer Zelle. Hierfir werden die Nukleotide als Grundbaustein der DNA benétigt.
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BrdU ist ein Nukleotid, das anstelle der zelleigenen Nukleotide in der sog. S-Phase des Zellzyk-
lus eingebaut werden kann. Das gebundene BrdU unterbricht damit den Zellzyklus und prolife-
rierende, BrdU-einbauende Zellen arretieren. Im darauffolgenden Schritt kann durch intranuk-
ledre Antikorperfairbungen das gebundene BrdU detektiert und damit durchflusszytometrisch

messbar gemacht werden (Gratzner 1982).

Den Miusen wurden drei Tage in Folge 1-2 mg BrdU in 100-150 ul PBS gel6st intraperitoneal
in 24-Stunden-Zeitabstinden injiziert. Am vierten Tag erfolgten die Euthanisierung und die
Aufarbeitung, Isolierung und Firbung der Zellen, wie es in 2.4 beschrieben wurde. Der zusitz-
liche Schritt der intranukledren Farbung des gebundenen BrdU erfolgte durch die Verwendung

des BrdU-Staining Kits nach den genauen Anweisungen und Vorgaben des Herstellers.

2.8  Cell Sortingund mRNA-Sequencing

Fir die RNA-Sequenzierung mussten die dILC2 zuvor isoliert werden. Dies wurde mit dem
Cell Sorter BD FACSAria durchgefihrt. Es wurden simtliche dILC2 von 30 WT sowie 16
RAG17-Miusen sortiert, gereinigt und in 1 ml Trizol sortiert., wobei man Zellzahlen von

15.000-20.000 dILC2 pro Gruppe erhielt.

Die RNA Isolierung erfolgte in der Core Unit fr NGS-Integrative Genomies (N1G) der Universi-
titsmedizin Géttingen (UMG).

Mein eigener Anteil an der Methodik bestand in der Priparation und Sortierung der Zellen sowie
im spiteren Auswerten der Ergebnisse nach der Sequenzierung und dabei insbesondere der
Translation auf biologische Prozesse. Die speziellen methodischen Details der Sequenzierung
und Bioinformatik (Kap. 2.8.1-2.8.3) wurden unabhingig von mir im NIG-Labor durchgefiihrt
und werden hier nur der Vollstindigkeit halber aufgefiihrt. Die jeweiligen Materialien und ver-
wendeten Software-Applikationen mit Hersteller und Herstellungsort beziechungsweise Soft-

ware-Versionen werden in diesem speziellen Teil in den Text eingefiigt.

2.8.1 RNA Priparation, Qualititskontrolle und Quantititsmessung

Die Sequenzierung der RNA erfolgte nach einem von Illumina bereitgestellten Protokoll fur
sehr geringe Mengen an RNA-Material (unter 10 ng). Nach der Priparation der RNA erfolgte
das Umschreiben in eine cDNA-Lizbrary. Die RNA wird in DNA umgeschrieben, da DNA stabi-
ler und leichter zu amplifizieren ist. Hierfur wurde das TruSeq RNA Library Preperation Kit v2,

Set A verwendet (Illumina, Minchen, Deutschland). Das Protokoll wurde durch verschiedene
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Schritte effizienter gestaltet: Erstens wurde das Detektieren und ,,Fangen der RNA durch ein
optimales Verhiltnis von RNA und Oligo dT Beads verbessert. Zweitens wurde durch eine
Anpassung der Konzentration der jeweiligen Adapter die Ligation verbessert (Ligations-Effizi-
enz: > 94 %). Zuletzt wurde bei der Amplifizierung die Zahl der repetitiven PCR-Zyklen erhoht

(normalerweise 10, hier erh6ht auf ca. 15), um eine geeignete Menge an cDNA zu erhalten.

Die Qualitit und Integritit der RNA wurde vor der Generation der cDNA-Lzbrary nicht iber-
priift, da ohnehin sehr geringe Mengen an RNA vorhanden waren (< 10ng). Nach der Genera-
tion der cDNA-Library wurde zur Quantifizierung ein fluorometrisch-basiertes System, nimlich
das QuantiFluor dsSDNA System (Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet. Nach der
Quantifizierung erfolgte die Sequenzierung unter Verwendung vom Illumina HiSeq 4000 Kit
(lumina, Minchen, Deutschland).

2.8.2 Bioinformatische Analyse (mapping und normalization)

Fir die bioinformatische Analyse mussten die Daten der Sequenzierung mittels der Software
,»BaseCaller” (Illumina, Miinchen, Deutschland) in BCL-Dateien umgeschrieben werden. Au-
Berdem erfolgte ein Umschreiben in fastq-Dateien unter Verwendung der Software ,,bcl2fastq™
(v2.17.1.14). Die Qualititskontrolle erfolgte mit der frei verfiigharen Software FastQC (version

0.11.5, www.bioinformaticsbabraham.ac.uk/projects/fastqc).

Die Sequenzen wurden unter Verwendung der ,,STAR“-Software (version 2) neben dem Refe-
renzgenom von Mus nusculus aufgetragen, die zwei Mismatches je 50 Basenpaare erlaubt (Dobin
et al. 2013). Darauthin wurden die Kopien bzw. Lesezahlen fiir jedes einzelne Gen von Mus
musculus gezahlt, was durch die ,,featureCounts“-Software (version 1.5.0-p1) erfolgte (Liao et al.
2014). Die Analyse der Kopien wurde durch das Programm R durchgefiihrt (version 3.2.0,
www.bioconductor.org). Der aut-gff fir die Kandidaten-Gene wurde bei einem absoluten
log2told>1 und FDR-korrigierten p-Werten < 0,05 gesetzt. Dabei steht log2fold>1 fir eine
mindestens 2-fach unterschiedliche Expression, FDR steht fir fa/se discovery rate und bezeichnet
ein zusitzliches statistisches Verfahren, das routinemifBig bei der Analyse groBer Sequenzie-

rungs-Dateien zum Einsatz kommt.

2.8.3 Translation in biologische Prozesse

Zellulire Prozesse sind hochkomplex und durch ein Zusammenspiel zahlreicher Proteine be-
stimmt, die wiederum von verschiedenen Genen exprimiert werden. Deshalb lohnt sich eine

breite Betrachtungsweise der Daten, um ggf. ,,Muster in den gemessenen Unterschieden zu
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erkennen. Oft sind mehrere Gene hoch- bzw. herunterreguliert, die aber alle einem bestimmten
zelluliren Prozess oder Signalweg zuzuordnen sind (z. B. Proliferation, Zytokin-induzierte Ak-
tivierung, oder Jak-STAT-Signalweg). Diese Prozesse und Signalwege lassen sich nun anhand
groBBerer Datenbanken hierarchisch identifizieren und auf kleinere Unterfunktionen herunter-
brechen. Sollte es eine bestimmte Anzahl an Genen geben, die sehr stark innerhalb eines spezi-
fischen Prozesses verandert werden, dann verweist das auf eine biologische Relevanz. Um die
Sequenzierungs-Daten zu analysieren, verwendet man standardmillig zwei verschiedene Da-
tensitze, nimlich zum einen der genontologischen Untersuchung (sog. GO-Term-Analyse, tern:
Begritf) und zum anderen der Untersuchung sog. KEGG-pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, pathway: Signalweg). Die GO-Termn-Analyse identifiziert zelluldre Prozesse und gliedert
sie hierarchisch auf, die KEGG-pathways verlauft dhnlich, nur ohne eine hierarchisch-ontologi-
sche Gliederung. Fur beide Analysen gibt es geeignete und frei zugingliche Software, die zur
Analyse der Daten verwendet wurde. Fir die GO-Termn-Analyse wurde das Online-Programm
Gorilla eingesetzt (Eden et al. 2009), fir die KEGG-pathways das Online-Programm ,,David

Functional Annotations* (Huang et al. 2009).

2.9  Statistik

Die statistische Analyse der RNA-Sequenzierungs-Daten erfolgte anhand der oben aufgefiihr-
ten Softwares durch das NIG. Fir die statistische Analyse aller anderen Experimente und zur
Anfertigung der Graphen wurde Graph Pad Prism verwendet. Die statistischen Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden im Falle einer Normalverteilung mittels t-test ermittelt. Eine
statistische Signifikanz (,*) wurde als p < 0,05 interpretiert. Eine hohere Signifikanz (,,**)

wurde definiert als p < 0,01 und die hochste Signifikanz (,****) mit p < 0,001.
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3  Ergebnisse

3.1 Identifikation und gating von dILC2 mittels FACS

Die ILLC2 der Haut kénnen auf verschiedene Art und Weise definiert und identifiziert werden.
In dieser Sektion wird beschrieben, welche Schritte notwendig waren, um dILC2 in der Haut
mittels FACS zu gaten. Gating bezeichnet das anglisierte Wort fiir das Selektieren einer spezifi-
schen Zellpopulation im FACS (gate: Tor/Schloss). Es gibt verschiedene Méoglichkeiten, die in
der Literatur beschrieben und angewendet werden. Die zwei gingigsten und bekanntesten sind
von Kim et al. (2013), Roediger et al. (2013) sowie Salimi et al. (2013) etabliert worden. In dieser
Arbeit wurde die Methode von Roediger et al. (2013) gewihlt, die die dILC2 als
CD45"CD90"CD3 CD2-Zellen definiert. Diese Firbe-Strategie lieferte unter den verwendeten
Versuchsbedingungen gut reproduzierbare Ergebnisse. Die dILC2-Zellpopulation lie3 sich da-

mit gut von den anderen Zellpopulationen abgrenzen (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Gating-Strategie fir dILC2. Vier reprisentative FACS-Plots (plor: Fenster) fiir die verwen-
dete gating-Strategie von Roediger et al. (2013). Oben links wurden mit dem Vitalfarbstoff Zombie Zel-
len isoliert, die als ,,Jebende Zellen* bezeichnet werden, da sie negativ auf den Zombie-Farbstoff reagiert
haben. Oben rechts wurden aus diesen lebenden Zellen die CD45+CD90" (hi; high) -Zellen gegater. Aus
ihnen wurden die CD2-CD3~Zellen gegatet (untere Reihe, roter Kreis), die als dILC2 bezeichnet werden.
In den unteren Reihen sicht man beispiclhaft die verschiedenen Zellpopulationen aus dem
CD45+*CD90M-gare aufgetragen. Unten links sicht man die Darstellung im DotPlot, unten rechts im Con-
centrationPlot. Die iibrigen Zellpopulationen sind unten rechts beschriftet als: NK Zellen, ILC1 und
ILC3 sowie intraepidermale T-Zellen (IETCs).

3.1.1 RAGI1/-Miuse haben signifikant héhere absolute dILC2-Zahlen als WT-

Miuse

Nach der erfolgreichen Identifikation der dILC2 wurden zuerst die Zellzahlen in den verschie-
denen Anockout-Mausen miteinander verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass der &nockont von
TLR3, MyD88 und der Doppel-£nackout von TLR3 und MyD88 zu keinen signifikanten Ande-
rungen der dILC2-Zellzahl im Vergleich mit den WT-Miusen gefiihrt haben (ungefihr 2000
dILC2 pro Oht). Die RAG1”-Miuse wiesen jedoch mit 3813 dIL.C2 pro Ohr im Mittel bis zu
2-3mal mehr dILC2 auf als WT-Miuse, was zu vorherigen Veroffentlichungen passt (Abb. 3.2)
(Roediger et al. 2013). Bei der Gesamt-Leukozyten-Zahl (CD45"-Zellen) gab es keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen WT- und RAG1”-Miusen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.2: RAG1/--Miuse weisen absolut mehr dILC2 als WT-Miuse auf. Abgebildet ist ein Sau-
lendiagramm, in dem die dILC2 als absolute Zellzahlen von WT-Miusen und den verschiedenen &nock-
ont-Miausen (MyD88-/-, TLR3/-, MyD88/TLR3-/-, RAG1+/) abzulesen sind. Die dILC2-Zellzahlen wut-
den auf ein einzelnes Mausohr hochgerechnet. Die Daten fiir WT- und RAG1-/--Miuse sind gepoolt aus
nicht aufgefiihrten Zellkultur-Experimenten und nativen Mausohren. Signifikanzniveau: *** p < 0,001,

n = 3-13 pro Gruppe, * Standardfehler.

3.1.2 RAG1/-Miuse zeigen auch relativ mehr dILC2 als WT-Miuse

Neben den dILC2 waren mithilfe der gating-Strategie von Roediger et al. (2013) auch andere
Zellpopulationen abzugrenzen, nimlich NK-Zellen, ILC1 und ILC3 sowie IETC (Abb. 3.1). Im
nichsten Schritt wurde daher untersucht, ob dILC2 auch relativ zur CD45"CD90"-Zellpopula-
tion in der RAG17/-Maus hédufiger anzutreffen waren. Dabei ist zu erkennen, dass die dILC2-
Zellpopulation in den WT-Zellen im Mittel 11,15 % betrug, wihrend sie in der RAG17-Maus
im Mittel 81,1 % ausmachte (Abb. 3.3). Deshalb haben RAG17-Miuse neben einem absolut
hoheren Wert von dILC2 auch relativ zur CD45"CD90"-Zellpopulation héhere Zellzahlen von
dILC2.
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Abb. 3.3: RAG1/--Miuse haben relativ mehr dILC2 als WT-Miuse. Zwei reprisentative FACS-
Plots, gegatet auf CD457CD90+-Zellen. Die Kreise separieren die verschiedenen Zellpopulationen, na-
mentlich dILC2 (roter Kreis), NK-Zellen und andere ILC sowie IETC (schwarze Kreise). Links oben
reprasentativ fir WT-Miuse, links unten fiir RAG1~/--Miuse. Letztere zeigen aufgrund des RAG1-&nock-
outs keine IETC. Rechts zu sehen sind die statistischen Auswertungen, wie viel Prozent der jeweiligen
Zellpopulation von den gesamten CD45*CD90*-Zellen ausmachen, die erste Zeile fir WT-M4use, die
zweite Zeile fur RAG1/-Miuse (n = 4, * Standardfehler).

3.1.3 ICOS- und GATA3-Expression variiert nicht zwischen WT- und RAG1-
defizienten dILC2

Um zu tiberpriifen, ob die absolut und relativ hiufiger vorkommenden dILC2 in der RAG17-
Maus phinotypische Unterschiede aufweisen, wurde eine Firbung eines wichtigen Aktivie-

rungsmarkers und des zentralen Transkriptionsfaktors durchgefihrt. dILC2 zeichnen sich
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durch die Expression des Aktivierungsfaktors ICOS sowie des Transkriptionsfaktors GATA3
aus (Spits 2013). Da es sich bei GATA3 um ein intrazellulidr vorkommendes Protein handelt, ist
eine vorherige Permeabilisierung der zu firbenden Zellen notwendig. Die technischen Voraus-

setzungen und Vorgehensweisen werden in Kap. 2.4.1 beschrieben.

Weder bei GATA3 noch bei ICOS ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen WT- und
RAGT1-defizienten dILC2. Unterschiede traten weder bei der Anzahl der positiven Zellen noch
in der mean fluorescence intensity (MFI) auf, die die ,,Expressionsstirke® beschreibt (Abb. 3.4 und
Daten nicht gezeigt). Dies weist darauf hin, dass die RAG1-defizienten dILC2 im Vergleich zu

WT-dILC2 nicht klassischerweise verschieden differenziert oder aktiviert sind.

== FMO-Kontrolle
B WwT-dILC2

B RAG7T-dILC2

Z.ellzahlen

Z.ellzahlen
Do mn Do o d o wod ol wodmnn w M ol

—— > ICOS —» GATA3
Abb. 3.4: RAG1-defiziente dILC2 zeigen eine dhnliche GATA3- und ICOS-Expression. Links ist
ein reprisentativer FACS-Plot fiir die ICOS-Expression, rechts fiir die GATA3-Expression abgebildet.
Die griine Fliche zeigt die Expression der WT-dILC2, die dahinter gelegte graue Fliche die der RAG1-
defizienten dILC2 und die rote Linie illustriert den eut-gff dert FMO-Kontrolle (n = 2-4).
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3.2 RNA-Sequenzierung zeigt zahlreiche unterschiedlich exprimierte

Gene zwischen WT- und RAGI1-defizienten dILC2

RAG1”/-Miuse werden von vielen Arbeitsgruppen als Modell zur Untersuchung von IL.C2 ver-
wendet, da ILC2 in dieser Mauslinie zahlenmiGig haufiger vorkommen als in WT-Mausen. Au-
Berdem erleichtert das Fehlen von Lymphozyten in diesen Mausen erheblich die Aufreinigung
und Isolation. Es konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass RAG17/-
Miuse sowohl absolut als auch relativ mehr dILC2 unter physiologischen Bedingungen in der
Haut aufweisen als WT-M4iuse. Neuere Studien fanden heraus, dass RAG1 einen Einfluss auf
die Entwicklung von ILC2 hat (Karo et al. 2014). Deshalb ist es denkbar, dass RAG1-defiziente
dILC2 trotz dhnlicher ICOS- und GATA3-Expression Unterschiede im Gen-Expressionsprofil
aufweisen. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde eine RNA-Sequenzierung von WT-
und RAG1-defizienten dILC2 mit Unterstitzung des NIG der Universitit Gottingen durchge-
fihrt. Interessanterweise zeigte sich hier, dass insgesamt 2374 Gene mindestens um den Faktor
2 unterschiedlich reguliert waren (Gesamtbetrachtung von positiver und negativer Regulation).

Von diesen waren 1160 hochreguliert und 1214 herunterreguliert (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Uber 2000 Gene sind in RAG1-defizienten dILC2 unterschiedlich reguliert. VolcanoPlot
aus den gewonnenen RNA-Sequenzierungs-Daten. Ein einzelner Punkt reprisentiert ein Gen. Die Abs-
zisse trigt den Logarithmus zur Basis 2 als MalB fiir die Verinderung der Expression auf. Beispiel: Gene,
die sich bei ,, 1 auf der Abszisse befinden, sind zweifach unterschiedlich reguliert (entweder hoch- oder
herunterreguliert). Die roten Flichen zeigen signifikant hochregulierte, die blauen Flichen signifikant

herunterregulierte Gene. Die Daten fir die RNA-Sequenzierung wurden gewonnen aus gepoolten
dILC2 aus 16 RAG1~/-Miusen sowie 30 WT-Miusen. Der p-Wert ist angegeben als Logarithmus.
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3.2.1 Die unterschiedlich regulierten Gene sind mit Signalwegen
assoziiert, die verantwortlich sind fiir T-Zell-Immunantwort,
Proliferation, viraler und parasitirer Abwehr und Autoimmun-

Prozessen

Fiir einen Uberblick tiber die funktionelle Bedeutung der gemessenen Unterschiede wurde ei-
nerseits eine genontologische Analyse der betroffenen Gene (GO-Termn-Analyse) und anderer-
seits eine Untersuchung von KEGG-pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
durchgefiihrt (fir Naheres siche Kap. 2.8.3). Besonders signifikante Treffer in der GO-Temn-
Analyse waren neben der Regulation der Zellproliferation Prozesse der Regulation der T-Zell-

Immunantwort sowie der T-Zell-Zytotoxizitit (Abb. 3.6).

Die Analyse der KEGG-pathways ergab signifikante Verinderungen in verschiedenen immuno-
logischen Prozessen, darunter bei den Zytokin-Zytokin-Rezeptor-Interaktionen sowie bei zyto-
toxischen Zell-Mechanismen. Zu den zelluliren Signalwegen, die am signifikantesten betroffen
waren, gehorte u. a. der Jak-STAT-Signalweg. Interessanterweise zeigten sich auch Beteiligun-
gen bei Autoimmun-Prozessen und dabei insbesondere bei chronisch-entziindlichen Darmer-
krankungen. Weiterhin zeigten sich Verdnderungen bei Prozessen mikrobieller und besonders
viraler und parasitirer (also Tn2-dominierter) Immunabwehr (wie Masern und Leishmaniose)

(Abb. 3.6 und Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.6: Immunantwort, Proliferation sowie Autoimmun-Signalwege werden in RAG1-defizi-
enten dILC2 unterschiedlich reguliert. Oben abgebildet ist ein mit der Software GOrilla entwickelter
genontologischer Stammbaum der verinderten Funktionen. In roten Rechtecken hervorgehoben sind
Funktionen, die fiir die Analyse und Fragestellung von besonderem Interesse waren, sie sind exempla-
risch vergréBert und werden in englischer Sprache gezeigt. Unten abgebildet ist eine Tabelle mit den
betroffenen KEGG-pathways (mit David Functional Annotations ermittelt), der Anzahl der verinderten
Gene, sowie der errechnete p-Wert. Die fiinf gezeigten Eintrige gehdren zu den zehn (von 94) am
stirksten verdnderten KEGG-pathways, wobei die Zytokin-Zytokin-Rezeptor-Interaktion die am signifi-

kantesten verinderte war.
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3.2.2 Mehrere Zytokine und Zytokin-Rezeptoren werden unterschiedlich

exprimiert

Eine detaillierte Analyse der betroffenen Gene der Zytokin-Zytokin-Rezeptor-Interaktion
ergab, dass viele ILC2-typische Zytokine und Zytokin-Rezeptoren hochreguliert waren (Abb.
3.7a). Hierzu zédhlen 1/5, I/13, I/2ra, 1/2rh, 1/2rg, IHra und Crfl2. Dies sind Hinweise auf einen
aktivierten Phinotyp der RAG1-defizienten dILC2. Dabei sollte man darauf hinweisen, dass
andere typische Rezeptoren wie 1/73ral herunterreguliert waren, was auf eine Gegenkompensa-
tion hindeuten konnte. Interessanterweise waren nicht nur Tu2-typische Zytokine und Zytokin-
Rezeptoren unterschiedlich exprimiert, sondern auch typische Tul- (Ifug, I/12rb) und Tul7-Gene
L17f 123, Ifng, 1117a, 1/12¢b1, 1gfb1, 1/10ra). Aullerdem waren Transkriptionsfaktoren, die zu
den relevanten Transkriptionsfaktoren von ILC1 gerechnet werden, hoher exprimiert (Eomes,
Tbx21) (Abb. 3.7b). Diese Gene sind jedoch auch charakteristisch fiir aktivierte ILC2, da sie
unter bestimmten Bedingungen einen ILC1- bzw. ILC3-typischen Phinotypen annehmen kon-
nen (Huang et al. 2015; Ohne et al. 2016). Allerdings zeigte sich kein Unterschied in der Gaza3
bzw. Roryt-Expression, weder auf der Ebene der mRNA noch auf der Protein-Ebene. Dies deu-
tet darauf hin, dass es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht um eine Kontamination mit
anderen ILC im gafe der RAG1-defizienten dILC2 handelte, sondern dass die betroffenen ILC2

neben ihren klassischen Transkriptionsfaktoren zusitzlich noch weitere exprimierten.

Besonders relevante oder auffillige Ergebnisse der RNA-Sequenzierungs-Analysen wurden auf
der Protein-Ebene verifiziert. So zeigten die RAG1-defizienten dILC2 zwar einen aktivierten
Phinotyp in den Sequenzierung-Daten, bei den klassischen Aktivierungsmarkern wie ICOS,
KLRG1 und CD44 ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Expression
gegentiber den WT-dILC2 (Abb. 3.4 und Daten nicht gezeigt). Anders als in den Sequenzie-
rungs-Daten war kein Nachweis einer unterschiedlichen Expression von intrazellulirem IL-5
und IL-13 moglich (Daten nicht gezeigt). Fir weitere auffillige Befunde lie3en sich die Verin-
derungen aber konsistent auch auf der Protein-Ebene zeigen: So wurde beispielsweise eine ver-

stirkte Expression des IL-7R nachgewiesen (Abb. 3.7¢).
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Abb. 3.7: RAGl-defiziente dILC2 zeigen in den Sequenzierungs-Daten einen aktivierten Phi-
notyp. (a) zeigt die Expression verschiedener Gene der Ubergruppe Zytokin-Zytokin-Rezeptor-Aktivi-
tit in RAG1-defizienten dILC2. Die roten Balken stellen eine héhere Expression dar, die blauen Balken
eine niedrigere Expression in RAG1-defizienten dILC2. Die jeweiligen Gene sind unter der Abszisse
aufgetragen. (b) zeigt die Expression von ILC1-typischen Transkriptionsfaktoren, die Gen-Namen sind
unter der Abszisse aufgetragen. (c) zeigt eine reprisentative Darstellung der GATA3 (links) sowie IL-
7R- (rechts) Expression von WT-dILC2 (griine Fliche) sowie RAG1-defizienten dILC2 (hinter gelegte
graue Fliche). Die rote Linie illustriert die Grenzen der FMO-Kontrolle (n = 2-4).

Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass sich RAG1-defiziente dILC2 wesentlich im Gen-
Expressionsprofil gegentiber WT-dILC2 unterscheiden. Die vorliegenden Daten weisen darauf
hin, dass die Immunantwort und die allgemeine Biologie der dILC2 erheblich verindert sein

kénnten, was sich vermutlich im Sinne eines tiberaktivierten Phinotyps interpretieren lasst.
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3.3 Im DNFB-Kontaktallergie-Modell sinken die dILC2 in RAG1/--

Maiusen

Es erschien moglich, dass durch die unterschiedliche genetische Regulation auch physiologische
Funktionen der dIL.C2 in RAG17-Miusen variiert sein konnten. Um die funktionelle Relevanz
der gezeigten Expressions-Verdnderungen zu untersuchen, wurde durch DNFB-Behandlung
ein CHS-Modell konzipiert und untersucht. Es ist bekannt, dass dILLC2 eine wichtige regulato-
rische Funktion bei einer TNCB-CHS tbernehmen (Rafei-Shamsabadi et al. 2018). Daher sollte
gepriift werden, ob sich die allergische Immunantwort zwischen RAG1”/-Miusen und WT-
Miusen unterscheidet und wie sich die dILC2 in diesem Allergie-Modell verhalten. Dabei wur-

den sowohl die Ohrschwellungen als auch die Verdnderungen der dILC2-Zellzahl analysiert.

Zwei Punkte waren bei der Analyse der Ohrschwellung auffillig. Zum einen war die Induktion
der CHS durch DNFB moglich, obwohl keine T-Zellen vorhanden waren. Dies wurde auch in
vorherigen wissenschaftlichen Arbeiten bereits gezeigt und durch eine Beteiligung von Gedicht-
nis-NK-Zellen interpretiert (O'Leary et al. 2006). Zum anderen war bei den RAG1”-Miusen
die Ohrschwellung im CHS-Modell geringer ausgeprigt als bei den WT-Miusen (8,4 x 10 cm
bei den WT-Miusen versus 3,8 x 107 cm bei den RAG17-Miusen, Zahlen als Mittelwerte) (Abb.
3.8). Da zumindest nach einer aktuell publizierten Arbeit den dILC2 eine eher regulatorische
Rolle bei einer CHS zugeschrieben wird, ist davon auszugehen, dass die wesentliche immuno-
logische Funktion der fehlregulierten RAG1-defizienten dILC2 erhalten geblieben ist (Rafei-
Shambasadi et al. 2018).

In Bezug auf die Zellzahl fiel auf, dass die dILC2-Zellzahl in den WT-Miusen im mit DNFB
behandelten Ohr anstieg (207 auf 512 pro 200.000 gezihlte Events, Zahlen als Mittelwerte),
wihrend sie in den RAG17/-Miusen im behandelten Ohr absank (654 auf 442 pro 200.000 ge-

zihlte Events, Zahlen als Mittelwerte); es zeigte sich also eine reziproke Dynamik (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Im DNFB-Kontaktallergie-Modell zeigen WT- und RAG1-defiziente dILC2 eine re-
ziproke Dynamik. (a) zeigt die graphische Auftragung der Ohr-Dicken nach DNFB-challenge in WT-
und RAG1/-Miusen (n = 6-8, gemessen in mehr als 2 verschiedenen Experimenten). Zur Erinnerung:
challenge bezeichnet die Exzitation entweder des Vehikels (veh) oder des Allergens (DNFB) (siche Kap.
2.3). Fur die Berechnung der Signifikanz siche den entsprechenden Absatz Kap. 2.3.1. (b) zeigt die
dILC2-Zellzahl pro 200.000 gemessene Events; die weilen Sdulen zeigen das Vehikel-behandelte Ohr,
die schwarzen Sdulen das DNFB-behandelte Ohr (n = 7-11, gemessen in mehr als 3 verschiedenen Ex-

perimenten). Signifikanzniveaus: * p < 0,01; *** < 0,001; £ Standardfehler.

Um zu iiberpriifen, ob die in der RAG1”/-Maus fehlenden Lymphozyten fiir die reziproke Dy-
namik der dILC2 im DNFB-CHS-Modell verantwortlich waren, wurden adoptive Transfer (AT)
Experimente durchgefiihrt (sieche Kap. 2.3.2.). Die Ohrschwellung fiel in den AT-Mausen ver-
gleichbar aus. Auch der beobachtete Abfall der dILC2-Zellzahl liel3 sich nicht durch den AT
verindern (729 auf 511 in AT-Miusen und 664 auf 334 pro 200.000 gezihlte Events in naiven
RAG17-Kontroll-Miusen, Zahlen als Mittelwerte) (Abb. 3.9). Daraus ergab sich, dass die feh-
lenden Lymphozyten zumindest nicht der einzige Grund fiir die Reduktion der dILC2 nach der
DNFB-CHS sind. Es ist daher wahrscheinlich, dass die dILC2 unabhingig vom Vorhandensein

von B- und T-Zellen eine verinderte Biologie und Immunantwort aufweisen.
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Abb. 3.9: Der adoptive Transfer von WT-Lymphozyten kann die beobachtete dILC2-Dynamik
nicht dndern. (a) zeigt die graphische Auftragung der Ohr-Dicken nach DNFB-cha/lenge in den Miusen
mit adoptivem Transfer (AT-Miuse: adoptive-Transfer-Miuse, schwarz) sowie die jeweiligen Kontroll-
Miuse, die PBS erhielten (weil3). Fiir die Berechnung der Signifikanz sieche den entsprechenden Absatz
Kap. 2.3.1. (b) zeigt die dILC2-Zellzahl pro 200.000 gemessene Events; die weilen Sdulen zeigen das
Vehikel-behandelte Ohrt, die schwarzen Siulen das DNFB-behandelte Ohr (n = 7-8, mindestens 2 un-
abhingige Experimente). Signifikanzniveaus: * p < 0,05; *** p < 0,001, & Standardfehler.

3.4 RAGIl-defiziente dILC2 zeigen eine héhere Annexin-V-Expression

sowie vermehrt Caspase-3/7-Spaltprodukte

Im DNFB-CHS-Modell fiel die dIL.C2-Zellzahl in den RAG17-M4usen ab, wihrend sie in den
WT-Miusen anstieg. Die Sequenzierungs-Daten zeigten, dass RAGI-defiziente dILC2
zahlreiche Apoptose-assoziierte Gene gegentiber den WT-dILC2 mit signifikanten
Verinderungen exprimierten (Daten nicht gezeigt). Um die funktionelle Relevanz der auf der
genetischen Ebene gemessenen Unterschiede zu untersuchen und sie auf die Protein-Ebene zu

tbertragen, wurde ein Apoptose-Assay mit Annexin-V durchgefihrt (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: RAGI1-defiziente dILC2 haben eine erh6hte Apoptose-Affinitit in Ruhe. (a) zeigt vier
reprisentative FACS-Plots mit der Annexin-V-Expression von vitalen dILC2 in WT- (erste Spalte) und
RAG1/-Miusen (zweite Spalte), jeweils 2 h nach der challenge im Vehikel-behandelten (erste Zeile) und
DNEFB-behandelten (zweite Zeile) Ohr. Die Prozentzahlen fiir die dargestellten FACS-Plots sind bei-
spielhaft angegeben. Die statistische Auswertung zeigt das Sdulendiagramm rechts, wobei die weillen
Sdulen WT- und die schwarzen RAG1~/-Miuse kennzeichnen (n = 9-10 in mehr als 3 unabhingigen

Experimenten). Signifikanzniveaus: ** p < 0,01; n. s.: nicht signifikant, & Standardfehler.

Hierbei zeigten sich im Vehikel-Ohr von RAG17/-Miusen signifikant mehr Annexin’-dIL.C2
als bei WT-Mausen (17,8 % gegentiber 5,8 %, Zahlen als Mittelwerte). Im DNFB-behandelten
Ohr stieg die Apoptose-Rate der dILC2 in beiden Mauslinien erheblich an; durch diesen Anstieg
wurde der unter physiologischen Bedingungen beobachtete Effekt zwischen den beiden
Tierstimmen knapp nicht mehr signifikant (Abb. 3.10). Dies wies darauf hin, dass RAG1-
defiziente dILC2 in Analogie zu den Sequenzierungs-Daten eine erhéhte Apoptose-Rate im
Ruhe-Zustand hatten. Dieser Effekt wurde bei verstirkter Apoptose-Rate im CHS-Modell

maskiert.
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Zur genaueren Untersuchung der erhohten Apoptose-Rate wurde ein Caspase-3/7-Assay
durchgefiihrt. Dabei konnte eine erthéhte MFI in den Caspase-3/7-Spaltprodukten identifiziert
werden, was die Annahme stitzte, dass die erh6hte Apoptose zumindest partiell auch durch
eine erhohte Caspase-3/7-Aktivitit bedingt wurde (Abb. 3.11). Diese Ergebnisse passten auch
zu den Sequenzierungs-Daten, in denen sich Verinderungen im klassischen Apoptose-Weg un-
ter Beteiligung der Fas/Fas-Ligand-Interaktion sowie des anti-apoptotischen Proteins bcl-2

zeigten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.11: Eine erhohte Caspase-3/7-Aktivitit bedingt die erhéhte Apoptose-Affinitit von
RAG1-defizienten dILC2. Abgebildet sind zwei reprisentative FACS-Plots von WT- (links oben) und
RAG1-defizienten dILC2 (links unten). Die dILC2-Zellpopulation ist in 4 Bereiche aufgeteilt: 7AAD-
/Caspase (vital, unten links), Caspase*/7AAD- Bereich (apoptotisch, unten rechts), Caspase*/7AAD*
(tot, oben rechts) sowie Caspase /7AAD* (tot, oben links). Die Abbildung rechts zeigt die statistische
Auswertung der MFI der Caspase-3/7-Aktvitit der dILC2 in WT- (wei}) und RAG1/-Miusen
(schwarz) (n = 7-8). Signifikanzniveau: * p < 0,05, * Standardfehler.

3.5 RAGIl-defiziente dILC2 zeigen eine hohere Proliferationsrate und

einen hoher exprimierten IL-7-Rezeptor

Interessanterweise hatten RAG17-Miuse trotz einer erhdhten Apoptose-Neigung durch eine
gesteigerte Caspase-3/7-Aktivitit auch erhohte dILC2-Zellzahlen in Ruhe. AuBerdem wiesen
die Sequenzierungs-Daten auf eine erhéhte Aktivitit des proliferativen Jak-STAT-Signalweges

hin, der downstream (downstreanr: abwiirts; intrazellulire Signaltransduktion) zum IL-7R-Signalweg
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eine Rolle spielt (Mackall et al. 2011) (Abb. 3.12a). I1.-7 ist einer der wichtigsten Uberlebens-
und Entwicklungsfaktoren fir ILC2 (Robinette et al. 2015). Die Ergebnisse zeigten, dass
RAGT1-defiziente dILC2 im FACS eine signifikant hohere Expression des 1L-7R in Ruhe als
WT-dILC2 aufwiesen (Abb. 3.12b). Dies konnte als Grund fiir die erhéhten Zellzahlen in Ruhe
angesehen werden. Andere Autoren vermuten ebenfalls eine Rolle von IL-7 in der Regulation

der dILC2-Zellzahl (Roediger et al. 2013).

Initiale Experimente fithrten zu keiner Zunahme der dILC2-Zellzahlen nach dreitigiger subku-
taner Injektion von IL-7 (Daten nicht gezeigt). Hierzu bedarf es weiterer Experimenten und

weiterer Etablierung
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Abb. 3.12: Der IL-7-Rezeptor ist in RAG1-defizienten dILC2 stirker exprimiert. (a) zeigt die er-
hohte Expression von verschiedenen Genen aus dem IL-7R-Signalweg. Die Daten stammen aus den
eigenen Sequenzierungs-Daten. Die Gen-Namen sind unter der Abszisse aufgetragen. (b) zeigt einen
reprisentativen FACS Plot fiir die IL-7R-Expression von WT- (grine Fliche) und RAG1-defizienten
dILC2 (dahinter gelegte graue Fliche); die rote Linie kennzeichnet die FMO-Kontrolle. Rechts wird die
statistische Auswertung der MFI der IL-7R- Expression von WT- (weil}) sowie RAG1-defizienten dILC2
(schwarz) dargestellt (n = 4). Signifikanzniveau: *** p < 0,001, £ Standardfehler.
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Durch die erhéhte Expression des IL-7R lag es nahe, dass RAG1-defiziente dILC2 eine erhohte
Proliferationsaktivitit besitzen. Um diese Hypothese zu tberpriifen, wurde eine 7z vivo BrdU-
Farbung durchgefuhrt. RAG1-defiziente dILC2 wiesen gegentiber WT-dILC2 eine signifikant
gesteigerte BrdU-Inkorporation auf (Abb. 3.13). Dies bestitigte die Vermutung, dass RAG1-
defiziente dILC2 eine gesteigerte Proliferationsaktivitit besitzen. Somit konnte gezeigt werden,
dass RAG1-defiziente dILC2 sich sowohl durch eine erhchte Apoptose-Affinitit als auch

gleichzeitig durch eine gesteigerte Proliferationsaktivitit bei hcher exprimiertem IL-7R aus-

zeichnen.
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Abb. 3.13: RAG1-defiziente dILC2 haben eine erhéhte Proliferationsrate. Links abgebildet sind
zwel reprasentative FACS-Plots bei WT- (oben) und RAG1-defizienten dILC2 (unten). Die Prozentzah-
len fur die Plots sind beispielhaft angegeben. Rechts ist die statistische Auswertung abgebildet; in weil}
sind die Prozentzahlen der BrdU*+-dILC2 in WT, in schwarz die fiir RAG1-/--Miuse dargestellt (n = 9,
drei unabhingige Experimente). Signifikanzniveau: * p < 0,05, = Standardfehler.
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4 Diskussion

4.1 RAG1/--Miuse besitzen mehr dILC2 als WT-Miuse

Die erste wichtige Beobachtung der vorliegenden Studie bestand darin, dass RAG1”/-Miuse im
Unterschied zu anderen untersuchten &nockont-Mausen (TLR3, MyD88, TLR3/MyD88) signi-
fikant hohere Zahlen an dILC2 als WT-Miuse aufwiesen. Erwihnenswert ist, dass die RAG1”
Miuse keine insgesamt erhohte Gesamt-Leukozyten-Zahl aufwiesen und andere 1LC-Zellpo-
pulationen, wie NK-Zellen, nicht signifikant héher als in WT-Madusen ausfielen. Dies bedeutet,
dass die dILC2-Zellpopulation unter den untersuchten Zellpopulationen selektiv erhoht war.
Grundsitzlich kann es drei verschiedene Mechanismen geben, warum dILC2 in RAG1/-Miu-
sen zahlenmafBig hiufiger vorkamen: Erhohte Produktion, verminderter Abbau oder vermin-

derte Migration aus der Haut heraus.

Fir eine hohere Produktion existieren diverse Hinweise: Die Tatsache, dass RAG17-Miuse
mehr dILC2 als WT-Miuse besitzen, wurde bereits von Roediger et al. (2013) beschrieben. Die
Wissenschaftler mutmalten, dass dies auf ein Uberangebot an IL-7 in RAG1/-Miusen durch
die fehlenden B- und T-Zellen zurtickzufithren sein kénnte. Dies fiihre zu einem Nischen-Ef-
fekt mit einem Uberangebot an I1.-7 und einer dadurch erhéhten Proliferation, die sich wiede-
rum in hoheren Zellzahlen manifestiere. Spekulativ kénne es sich dabei um eine biologische
Kompensation handeln, sodass bei der Abwesenheit von B- und T-Zellen eine immer noch
ausreichende Immunantwort des Organismus sichergestellt werden kann. Demzufolge wiren
die erhéhten dILC2-Zahlen nicht auf das Fehlen von RAG1 in den dILC2 selbst, sondern auf
wextrinsische® Faktoren zuriickzufithren (Roediger et al. 2013). Wenn man von einer gemeinsa-
men Vorlduferzelle der ILC2 ausgeht, dann missten dementsprechend auch ILC2 anderer Oz-
gane vermehrt aufzufinden sein. In der Tat gibt es Untersuchungen, dass auch ILC2 der Lunge
in RAG17"-Miusen hiufiger vorkommen als in WT-Miusen (Huang et al. 2015). Eine generell

erhohte Produktion erscheint also wahrscheinlich.

Die Uberlegung, RAG17-Miuse hitten mehr freies I1.-7, das dann auch von den dIL.C2 gebun-
den werden wiirde, bewegt sich jedoch im rein spekulativen Bereich, weil es keine Daten gibt,
die diese These ausreichend stiitzen wirden. Auflerdem ist sogar bekannt, dass es bei hohen
verfligharen Mengen an IL.-7 zu einer kompensatorischen Herunterregulation vom IL-7R
kommt (Park et al. 2004). Die dILC2 in den vorliegenden Experimenten zeigten hingegen eine
stirkere Expression vom IL-7R, was gegen diese Beobachtung spricht. Es ist also denkbar, dass

nicht die vermehrten IL.-7-Mengen zu einer erh6hten Proliferation fihren, sondern die Zellen
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selbst effektiver auf das vorhandene I1.-7 reagieren kénnen, wodurch es dann zu einer erh6hten

Proliferation kommt (weitere Ausfithrung siche Kap. 4.3.2).

Das proliferative IL-7R-Signal kann anhand der eigenen Daten noch nicht als alleiniger Grund
tir die erhohten Zellzahlen angenommen werden. Methodisch zeigte die erthohte Inkorporation
von BrdU zwar eine erhéhten DNA-Synthese, was allerdings noch keine Erklirung fiir einen
genauen Mechanismus liefert. Um die These beweisen zu konnen, dass das gesteigerte I1.-7-
Signal zu diesen Verinderungen fiihrt, wiren weitere Experimente notwendig. Beispielsweise
haben von mir durchgefiihrte initiale Experimente gezeigt, dass sich die dILC2-Zellzahl nach
dreitigiger subkutaner IL-7-Applikation bei der adulten Maus nicht wesentlich veridndert. Es ist
daher denkbar, dass IL-7 schon zu einem fritheren Zeitpunkt der dILC2-Entwicklung eine Rolle
spielt und eine 11.-7-Stimulation im entdifferenzierten Zustand daher keine wesentliche Ande-
rung mehr bewirkt. Hier stehen weitere Untersuchungen aus. Ein geeignetes Experiment, um
diese These zu iberpriifen, wire einerseits die Depletion von 1L-7 zu verschiedenen Entwick-
lungsstadien in der Maus mit einer darauffolgenden Messung der dILC2-Zellzahl. Denkbar wire

auch die Blockade des IL-7R mit einer darauffolgenden Analyse der Zellzahlen.

Miuse mit einem Knock-out von TLR3, MyD88 oder beiden Anockouts gleichzeitig
(TLR3/MyD88) haben keine verinderten absoluten dILC2-Zahlen gezeigt. TLR3 gehort zu der
Gruppe der toll-like receptors, die eine Gruppe von Rezeptoren bilden, die wichtig fir die ange-
borene Immunabwehr sind. Es ist bekannt, dass humane ILC2 TLR1, TLR4 und TLRG expri-
mierten und nach einer Stimulation eine erhéhte Produktion von IL-5 und I1.-13 gezeigt haben
(Maggi et al. 2017). Es scheint also, dass sich &nockouts, die die Funktion des angeborenen Im-
munsystems betreffen, nicht auf die Zellzahlen der dILC2 auswirken. Anders verhilt sich dies
bei einem Ausfall des RAG1-Proteins, das sich auf das erworbene Immunsystem bezieht. Dies
kann als weiterer Hinweis interpretiert werden, dass es sich bei den Zellzahl-Anderungen in den
RAG17-Miusen um einen RAGT1-spezifischen , intrinsischen® Effekt handelte, was anhand der
vorliegenden Daten jedoch nicht mit abschlieBender Sicherheit gesagt werden kann. Die folgen-
den Interpretationen und Verinderungen beziechen sich also nur auf eine Beobachtung von
dILC2 in RAG1”/-Miusen und lassen sich mit den vorliegenden Experimenten nicht spezifisch

durch das alleinige Fehlen der RAG1-Expression der dILC2 erkliren.
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4.1.1  Aktivierung und Differenzierung nach ICOS und GATA3 unterscheiden sich

nicht

RAGT1-defiziente dILC2 besallen im FACS eine vergleichbare GATA3- und ICOS-Expression.
Es ist bekannt, dass ILC2 bei einer Aktivierung bestimmte Oberflichenmarker, wie etwa ICOS,
héher exprimierten als naive ILC2 (Paclik et al. 2015). Dies legt nahe, dass die ethohten Zahlen
nicht durch eine klassische Aktivierung dieser Zellen zustande kamen. Uberraschenderweise
zeigte sich jedoch in den Sequenzierungs-Daten, dass sowohl die Aktivierung als auch die Dif-
ferenzierung der RAG1-defizienten dILC2 grundlegend unterschiedlich sein kénnten. Einer-
seits zeigte sich in den Sequenzierungs-Daten eine erhéhte Expression typischer ILC2-Zytokine
wie I/5 und 1/13. Andererseits fiel eine Erhohung klassischer ILC1- und ILC3-stimulierender
Zytokine wie Ifug, I/17a, I/17f und /22 auf. Nicht nur die Zytokine selbst, sondern auch eine
Reihe von Zytokin-Rezeptoren zeigten eine erh6hte Expression, darunter waren I4ra, Ifngrl,
1717rb, 11231, 112rb, 1/2rg sowie 1/2ra. Zusammenfassend war auffillig, dass die RAG1-defizienten
dILC2 ein differentes und fiir ILC2 atypisches Zytokin-Expressionsprofil aufwiesen, das eher
einem ILC3-Typ bzw. ILC1-Typ entsprach.

Bei einem so tberraschenden Ergebnis ist auszuschlie3en, dass es sich bei der untersuchten und
sequenzierten RAG1-defizienten dILC2-Zellpopulation um eine andere ILC-Gruppe gehandelt
hat, die auch im gleichen gafe aufzufinden war. Die identische GATA3-Expression im FACS
legt nahe, dass es sich wirklich um dILC2 und nicht um eine Kontamination mit anderen ILC
handelte. Fir den gegentiber ILC3- bzw. ILC1-dhnlichen Phianotyp kann es also unterschiedli-
che Grinde geben: ILC2 kénnen im aktivierten Status einen Phinotyp annehmen, der dem von
ILC3- bzw. ILC1 idhnelt und dabei auch ein dhnliches Zytokin-Expressionsprofil aufweist
(Huang et al. 2015; Zhang et al. 2017). ILC2, die mit II.-25 stimuliert wurden, konnten Tu17-
dhnliche Zytokine produzieren und wurden als inflammatorische ILC2 (1ILC2) bezeichnet. Au-
Berdem fand sich ebenfalls eine leicht erhéhte Expression des Transkriptionsfaktors RORyt,
der eher fiir ILC3 typisch ist (Huang et al. 2015). Weiterhin konnten US-amerikanische Wissen-
schaftler zeigen, dass IL-1@ bei ILC2 zu einer Transformation in der Richtung von ILC1 fihren
kann; sie produzierten dann messbare Mengen von INFy und exprimierten die B-Kette des IL-
12R (Ohne et al. 2016). Die gesteigerte Aktivierung von RAG1-defizienten dILC2 kénnte eben-
falls neben dem IL-7R-Signal die erhohte proliferative Aktivitit erkliren, da sich aktivierte Zel-
len oft in einem proliferativen Zustand befinden. Woher aber kommt die Aktivierung? Roediger
et al. (2013) konnten einen enormen Anstieg der dILC2-Zellzahl sowie eine starke Aktivierung
der dILC2 nach einer systemischen Administration von IL-2 beobachten. IL.-2 scheint demnach

einen starken proliferativen und aktivierenden Reiz auf die dILC2 auszutiben. Hierzu passend
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zeigten die eigenen Sequenzierungs-Daten beispielsweise auch eine erhéhte Expression von Ge-

nen des IL-2R.

Die genaue Ursache fiir die vermeintlich gesteigerte Aktivierung in den RAG17-Miusen konnte
jedoch in meinen Daten nicht abschliefend gefunden werden. Es ist denkbar, dass extrinsische
Faktoren dafiir verantwortlich waren: Die fehlenden B- und T-Zellen in der RAG17/-Maus kén-
nen zu einer kompensatorischen und tbermifligen Aktivierung der ILC2 im Haut-Komparti-
ment gefiihrt haben. Dies konnte aufgrund eines iitbermaf3igen Vorhandenseins von aktivieren-
den Zytokinen wie IL-7 oder auch IL-2 begriindet werden. Wahrscheinlicher erscheinen jedoch
intrinsische Effekte, die auf das Fehlen des RAG1-Proteins in den dILC2 selbst zurlickzufiihren
sind. Karo et al. (2014) haben gezeigt, dass der RAG1-Defekt in NK-Zellen zu einer ,,fragilen®
Hyperaktivitit der betroffenen Zellen fiihrt, die zwar mit einer erhéhten Aktivierung verbunden
ist, aber auch zu einer gesenkten ,,Stressresistenz* fithrt (Karo et al. 2014). Die vorliegenden
Daten weisen nun darauf hin, dass dies nicht nur fiir NK-Zellen zutreffen kénnte, sondern auch
dILC2 einen hyperaktiven Zustand durch eine erhéhte Expression inflammatorischer Zytokine
entwickeln kénnen. Da sich diese Schlussfolgerung aber auf die eigenen Sequenzierungs-Daten
bezieht, mussen diese Daten weiter verifiziert werden: So wiren etwa eine bestitigende PCR zu
den o. g. Genen oder aber ein Nachweis auf Protein-Ebene mittels FACS denkbar. Aulerdem
koénnte man funktionelle Untersuchungen durchfithren, um unmittelbar die Funktion der jewei-
ligen Zytokine im Kontext zu kliren. Ein etwas unspezifischer und breiterer Ansatz bestinde
darin, die Haut der RAG1/-Miuse in ihrem Mikromilieu genauer zu analysieren: So kénnten
vollstindige Haut-Biopsate aufgearbeitet und die Gesamtmenge an IL-13 bzw. IL-25 gemessen
werden, die die dILC2 in eine bestimmte Richtung lenken wiirden. Dies ist Gegenstand aktueller

Untersuchungen.
4.1.2 Schwierigkeiten mit der Definition und Nomenklatur von ILC2 in der Haut

Aufgrund des Fehlens eines geeigneten Positiv-Markers besteht kein wissenschaftlicher Kon-
sens dartber, wie sich dILC2 klar identifizieren lassen. Mit der von Roediger et al. (2013) vor-
geschlagenen und auch hier angewandten gaing-Strategie gelang dies fiir murine dILC2 in nach-
vollziehbarer und reproduzierbarer Weise. In der Literatur existieren jedoch verschiedene wei-
tere Vorschlige zur Identifikation von Haut-ILC2. Oft kommt es zur Verwendung eines soge-
nannten [ineage-Markers, der eine Reihe von Antikérpern enthilt, die die meisten anderen Im-
munzellen exprimieren und dann binden sollten. Die ILC2 wiirden sich dann durch das Nicht-
Ansprechen auf einen solchen Marker als ,,I zneage-Marker negativ® (kurz: Lin") definieren lassen

(Kim et al. 2013; 2014; Spits 2013). Die von Roediger et al. (2013) verwendete gating-Strategie
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war leicht modifiziert. Bei Roediger et al. (2013) und auch in den vorliegenden Untersuchungen
wurden ILC2 als CD45"CD90"CD11b' CD3 CD2-Zellen beschrieben, die GATA3 und ICOS
exprimieren. Interessanterweise waren diese ILC2, die in beiden Untersuchungen auch in die
der Haut identifiziert wurden, auch stark CD103 positiv, was fiir die ILC2 anderer Organe nicht
gilt (Roediger et al. 2013). Kleinere Zahlen dieser ILC2 waren neben der Haut auch im gastro-
intestinalen Trakt sowie in der Lunge zu finden. Andere Arbeitsgruppen, die sich mit murinen

Haut-ILC2 beschiftigt haben, verwendeten die o. g. ,,Lin-gat/ng-Strategie®.

An dieser Stelle ist zu kliren, ob die unterschiedlichen Identifikations-Strategien dieselbe ILC2-
Zellpopulation messen. Sowohl die von Roediger et al. (2013) definierte dILC2-Zellpopulation
als auch die Lin-ILC2-Zellpopulation waren in der RAG1/-Maus zu finden, weshalb sie zum
angeborenen Immunsystem gehéren. Aullerdem haben beide Zellpopulationen eine Produktion
typischer Tr2-Zytokine wie IL.-5 und IL-13 sowie in kleinen Mengen 11.-4 gezeigt. Beide haben
den Transkriptionsfaktor GATA3 und den Aktivierungsfaktor ICOS exprimiert. Weiterhin hat
man bei beiden Zellpopulationen eine Interaktion mit Mastzellen und basophilen Granulozyten
beobachtet. Roediger et al. (2013) haben dies in der 7z vivo-Mikroskopie untersucht und Kim et
al. (2014) haben verschiedene 7 vitro und in vivo Assays eingesetzt. Letztlich wurde bei beiden
Zellpopulationen eine hohe Expression von CD103 nachgewiesen, weshalb es sehr wahrschein-

lich ist, dass es sich bei beiden um eine ILC2-Zellpopulation handelt.

Demgegentiber gab es jedoch verschiedene Hinweise, dass die unterschiedlich nachgewiesenen
ILC2-Zellpopulationen auch unterschiedliche Eigenschaften haben: Die Lin™ ILC2 wiesen eine
insgesamt etwas hohere Expression von GATA3, ICOS und CD25 auf als die ILC2 von Roe-
diger et al. (2013). AuBBerdem lieB3en sich die von Roediger et al. (2013) identifizierten ILC2 nicht
durch einen anti-CD90-Antikorper depletieren, wie es bei den Lin-ILC2 von Kim et al. (2013)
der Fall war. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die prizisen Unterschiede zwi-
schen den verschiedenen ILC2-Zellpopulationen in der Haut weiter zu kliren. Es ist denkbar,
dass es sich um ILC2 mit unterschiedlicher Differenzierung und Aktivierung handelt. Ob und
wie sich diese verschiedenen ILC2-Zellpopulationen auch funktionell voneinander unterschie-
den, bleibt zum aktuellen Zeitpunkt unklar. In der vorliegenden Arbeit habe ich mich bewusst
fir die von Roediger et al. (2013) etablierte gating-Strategie entschieden, da diese zu einer kon-
zentrierteren und klarer definierten Zellpopulation fihrt als die von Kim et al. (2013) (Abb. 3.1).
Inwieweit sich die Ergebnisse auch auf die anderen Varianten oder Subtypen der Haut-I1LC2
tbertragen lassen, kann hier nicht abschlieBend geklirt werden. Dies bediirfe einer weiteren

detaillierten Gegeniiberstellung dieser beiden Zellpopulationen.
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Generell bestehen weiterhin Probleme mit der genauen Nomenklatur und Charakterisierung
dieser immer noch sehr neuen Zellpopulationen. Verschiedene Autoren versuchten sich im letz-
ten Jahrzehnt an einer einheitlichen Charakterisierung, die teilweise auch gelungen und nach-
vollziehbar war (Spits et al. 2013). Dennoch bestehen Schwierigkeiten bei der Ubertragung die-
ser Untersuchungen auf die speziellen ILC2 einzelner Organe. Es wurden bereits ausfihrliche
genomische Analysen zu den ILC2 der Maus und des Menschen durchgefiihrt und miteinander
verglichen (Bjorklund et al. 2016; Seillet et al. 2016). Jedoch stammten diese isolierten ILC2 aus
dem GI-Trakt sowie der Lunge, weshalb die Ergebnisse nicht einfach auf ILC2 der Haut Gber-
tragen werden konnen. Da die Haut-ILC2 zahlenmaBig noch seltener als die ILC2 anderer Or-
gane sind, ist die Haut ein besonders schwierigeres Organ fiir die ILC2-Forschung. Dement-
sprechend existieren auch weniger Arbeiten zu den Haut-1LC2 als zu den ILC2 anderer Organe,
was mit Sicherheit auch die weiterhin bestehenden Unstimmigkeiten in der Nomenklatur von
hautspezifischen ILC2 bedingt. Zukiinftige Forschungsarbeiten werden daher die molekularen

Details fur die Unterschiede zwischen den Haut-11.C2 und anderen I11.C2 untersuchen mussen.

4.2  Die unterschiedliche Dynamik der dILC2 im DNFB-
Kontaktallergie-Modell in WT- und RAG1/--Miusen

Die DNFB-CHS verursachte bei den WT-Miusen eine stirkere Ohrschwellung als bei den
RAG17-Miusen. Weiterhin kommt es im DNFB-behandelten Ohr zum Anstieg der Zellzahlen
der dILC2 bei den WT-Miusen, aber zu einem Abfall bei den RAG17/-Miusen, was einer re-
ziproken Dynamik entspricht. Dieser Abfall lie3 sich durch adoptiven Transfer von WT-Lym-
phozyten nicht revidieren, sondern nur in seinem Ausmal} etwas abschwichen. Es sind nun also

zwei Effekte gesondert zu diskutieren:

Zum cinen zeigten RAG17/-Miuse eine signifikant niedrigere Ohrschwellung nach der DNFB-
challenge als WT-Miuse. In der Literatur gibt es unterschiedliche Hinweise, die einerseits niedri-
gere und andererseits nicht-signifikant unterschiedliche Ohrschwellungen bei RAG17-Miusen
beschreiben (Bonneville et al. 2007; O’Leary et al. 2006). Die CHS stellt nach aktuellem Ver-
stindnis eine T-Zell-vermittelte Allergie dar. Daher erscheint unsere Beobachtung schliissig,
dass die RAG1”/-Miuse eine geringere Ohrschwellung aufwiesen, weil sie keine T-Zellen besit-
zen, die eine solche Reaktion induzieren und amplifizieren kénnten. Es wird postuliert, dass
RAG1”/-Miuse trotzdem eine CHS entwickeln kénnen. Diese soll von NK-Zellen initiiert und
getragen werden, wonach sich ein spezifisches NK-Zell-Gedichtnis bildet (O'Leary et al. 20006).

Dieser Prozess scheint trotz eines acht Jahre spiter gezeigten Befundes in NK-Zellen moglich
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zu sein: NK-Zellen in RAG1”/-Miusen weisen durch den RAG1-knockout eine geringere
motressresistenz® und eine zelluldre Dysregulation auf, was sich an der erniedrigten Expression
von anti-apoptotischen Genen (Ku80, Chk2, Atm) und einer verminderten Zytotoxizitit gegen-
Uber viralen Erregern zeigt. Dieser Effekt lie3 sich spezifisch auf das Fehlen von RAG1 zurtick-
fihren (Karo et al. 2014). Darauf bezieht sich die Schlussfolgerung, dass NK-Zellen zwar durch
die RAG1-Defizienz eine gestorte Biologie und ,,Stresslabilitit® aufweisen, ihre Funktionen in
der CHS bei der RAG17-Maus jedoch weiter ausfiihren kénnen. Wir kénnen iiberlegen, diesen
Effekt auch auf RAG1-exprimierende dILC2 zu erweitern: Ein Grund fur die geringere Ohr-
schwellung bei RAG1”/"-Miusen konnte dann ein vermehrtes Vorhandensein von dILC2 sein.
Die Arbeiten von Rafei-Shambasadi et al. (2018) haben gezeigt, dass ILC2 eine entziindungs-
regulierende (auch: supprimierende) Wirkung in der TNCB-vermittelten CHS aufweisen. Mehr
dILC2 in Ruhe kénnten also zu einer geringeren Ohrschwellung durch eine stirkere Entziin-
dungs-Suppression nach der DNFB-CHS beigetragen haben. Neben den erhohten Zellzahlen
zeigten die dILC2 auch eine stirkere Aktivierung durch die Bildung ihrer relevanten Zytokine
IL-5 und IL-13: Dies konnte bedeuten, dass RAG1-defiziente dILC2 trotz erhéhter Apoptose-
Neigung ihre regulatorischen Wirkungen bei einer CHS zumindest noch teilweise austiben kon-
nen. Sicherlich von Bedeutung ist auch die Tatsache, dass in den von Karo et al. (2014) durch-
gefithrten Arbeiten nur 30-40 % aller ILC2 eine RAG1-Expression gezeigt haben. Deshalb ist
davon auszugehen, dass nicht alle dILC2 in RAG17/-Miusen die von beobachteten Defizite
zeigen und es eine mehrheitliche Anzahl an dILC2 gibt, die physiologisch funktionieren kénn-
ten. Eine ausfihrtlichere Zeitdynamik der Ohrschwellung sowie eine genauere Untersuchung,
wie dILC2 ihre regulatorischen Funktionen ausiiben, stehen jedoch aus. dILC2 stehen tber
MHC-II-Molekiilkomplexe auch mit den Zellen des adaptiven Immunsystems (v. a. T-Zellen)
in einem engen Kontakt (Oliphant et al. 2014). Wie diese Zusammenhinge das allergische Kon-
taktekzem und die T-Zell-Funktion in WT-Mausen beeinflussen, ist jedoch noch Gegenstand

aktueller Forschung.

Zum anderen ist der Abfall der Zellzahl nach der DNFB-Behandlung zu diskutieren: Grundle-
gende Ursachen fur den Abfall der Zellzahl sind erstens Migration, zweitens der Zelltod durch
Apoptose oder Nekrose. Mogliche apoptotische Vorginge wurden bereits in RAG1-defizienten
NK-Zellen beschrieben (Karo et al. 2014). Weil der adoptive Transfer von WT-Lymphozyten
den Abfall nicht wesentlich beeinflusste, kénnen die fehlenden B- und T-Zellen in den
RAG17-Miusen zumindest nicht der einzige Grund fiir diese beobachtete Dynamik sein. Man
kann also davon ausgehen, dass eher intrinsische Effekte dafiir verantwortlich sind. Dieser As-

pekt wird niher in Kap. 4.3.1 diskutiert.
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Angesichts der zentralen Fragestellung wurde eine mogliche Auswirkung der Migration nicht
weiter untersucht. Rafei-Shamsabadi et al. (2018) konnten ILC2 nach TNCB-CHS in den Haut-
drainierenden Lymphknoten nachweisen. Da die Zellzahlen in WT-Miusen steigen, in
RAG1”/-Miusen aber selektiv sinken, ist eine Migration jedoch allenfalls gering ausgeprigt und

sicherlich nicht als hauptverantwortlich fir die sinkenden dILC2-Zellzahlen zu betrachten.

4.3 RNA-Sequenzierung zeigt ein stark veridndertes Gen-

Expressionsprofil in RAG1-defizienten dILC2

Die NK-Zellen der RAG1/-Maus waren iiberaktiviert und regulierten Proteine herunter, die
fir die DNA-Reparatur verantwortlich sind, wodurch sie nicht mehr suffizient funktionell aktiv
waren (Karo et al. 2014). In der eigenen RNA-Sequenzierung von WT- und RAG1-defizienten
dILC2 zeigte sich, dass tiber 2000 Gene unterschiedlich reguliert wurden.

Methodisch gestaltete sich die Sequenzierung aufgrund der sehr geringen Zellzahlen von dILC2
in der Haut schwierig (0,1-0,5 % aller Zellen der Haut). Es mussten zahlreiche Versuchstiere
verwendet werden (16 bzw. 30 Miuse), um gentigend Zellen fiir die RNA-Sequenzierung zu
gewinnen. Die Qualititskontrollen haben jedoch gezeigt, dass fir beide Zellpopulationen aus-
reichend viel und qualitativ hochwertige RNA isoliert werden konnte, sodass die Aussagekraft
der Ergebnisse aktuellen wissenschaftlichen Standards entspricht. Im vorliegenden Fall kam au-
Berdem ein sog. Single-Cell-Sequencing (Einzelzell-Sequenzierung) infrage, das mit sehr viel gerin-
geren Zellzahlen funktioniert hitte, was allerdings mit einem noch héheren methodischen und
okonomischen Aufwand verbunden gewesen wire. Auflerdem handelt es sich dabei um eine
neuere Methode, die zwar in dem beauftragten NIG-Labor schon etabliert war, aber zum da-
maligen Zeitpunkt gab es noch zu wenige Daten, um eine genaue Interpretation zu gewihrleis-

ten. Deshalb wurde die gesamte Population sequenziert, um ein vollstindigeres Bild zu erhalten.

Da dILC2 keinen TCR besitzen und somit nicht auf RAG1 angewiesen sind, konnte man zu-
nichst von nur geringen Unterschieden zwischen den Zellpopulationen ausgehen. Uberra-
schenderweise zeigten RAG1-defiziente dILC2 jedoch ein stark verdndertes Transkriptionspro-
fil im Vergleich mit den WT-dILC2. Die meisten Gene waren in den Signalwegen der Zytokin-
Zytokin-Rezeptor-Interaktion, der NK-Zell-Zytotoxizitit und der Differenzierung von T-Zel-
len verindert. Die betroffenen Signalwege waren insbesondere der Jak-STAT- und der PI3K-
Signalweg, die auch eine wichtige Rolle downstream der Signalwege diverser Zytokin-Rezeptoren,
wie des IL-7R, spielen. Weiterhin zeigten sich auch Verinderungen in Genen, die mit Autoim-

mun-Prozessen sowie viraler und parasitirer Abwehr assoziiert sind.
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Zuerst einmal war es interessant, dass sich tiberhaupt ein so dramatisch verindertes Transkrip-
tionsprofil ergeben hat. Ob die Unterschiede durch die RAG1-Defizienz der dILC2 selbst
(intrinsisch) oder durch sekundire Verinderungen in der RAG17/-Maus entstanden sind (extrin-

sisch), kann nicht hinreichend beantwortet werden (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 dILC2 zeigen in RAG1-/--Miusen ein stark verindertes Gen-Expressionsprofil, wobei
sowohl die Apoptose und die Proliferation als auch das allgemeine Zytokinprofil beeinflusst
werden. Ob und inwieweit extrinsische oder intrinsische Faktoren die entscheidende Rolle dabei spielen,

kann nicht abschlieBend beantwortet werden.

Fir intrinsische Effekte existieren zahlreiche Hinweise: Es wird beschrieben, dass RAG1 in der
Entwicklung von allen ILC eine vitale Rolle ibernimmt. In NK-Zellen, die zu den ILC2 zihlen,
fithrte das Nicht-Vorhandensein von RAGT1 zu einer zelluliren Labilitit, die spezifisch auf das
Fehlen des RAG1-Proteins zuriickzufithren ist (Karo et al. 2014). Weiter zeigten die vorliegen-
den Ergebnisse, dass ein adoptiver Transfer von WT-Lymphozyten die reziproke Dynamik im
DNFB-CHS-Modell zumindest nicht wesentlich zu beeinflussen scheint. Letztlich existieren
keine Untersuchungen und Hinweise dafir, dass B- und T-Zellen wihrend der ILC-Entwick-
lung mit der ILC-Vorlauferzelle kommunizieren und ihr genomisches Profil in dieser Hinsicht
beeinflussen konnten. Haut-stindige ILC2 kommunizieren zwar iiber MHC-Komplexe mit re-
sidenten T-Zellen, was jedoch in Ruhe eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint (Oliphant
et al. 2014). Sowohl Kim et al. (2014) als auch Roediger et al. (2013) haben mittels zz vivo Mik-
roskopie gezeigt, dass dILC2 hauptsidchlich mit Mastzellen und basophilen Granulozyten kom-

munizieren, die sowohl in der WT- als auch der RAG1”" -Maus vorkommen.
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Auch bei der Analyse spezifisch verinderter KEGG-pathways ergaben sich interessante Ergeb-
nisse: Hauptsichlich von den Verinderungen betroffen scheinen Signalwege zu sein, die mit der
Immunantwort, der Immunzelldifferenzierung und der Proliferation assoziiert sind. Interessan-
terweise konnte auch eine Beteiligung an Prozessen der viralen und parasitiren Abwehr und an
Autoimmun-Prozessen nachgewiesen werden. Fir ILC2 ist bekannt, dass sie die Rolle der Tr2-
Immunantwort auf der angeborenen Seite des Immunsystems iibernehmen kénnen, wobei die
virale und parasitire Immunantwort insbesondere mit den Tu2-Zellen assoziiert ist. Die ange-
zeigte Verinderung in den KEGG-pathways weist also darauf hin, dass die grundlegende Funk-
tion der ILC2 bei den Immunantworten der viralen und parasitiren Abwehr verandert zu sein
scheint (Fallon et al. 2006). Wie genau sich die genannten Verdnderungen auf die virale und
parasitire Abwehr auswirken (also den ,klassischen ILC2-Funktionen®), ist nicht Gegenstand

dieser Arbeit und bedarf weiterer Klirung.

Wie sich die Beteiligung von ILC2 an Autoimmun-Prozessen in diesem Kontext erkliren ldsst,
ist weniger offensichtlich. In vorliegenden Fall waren spezifisch Signalwege veridndert, die mit
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert sind. Es wird vermutet, dass es sich bei
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen um eine autoimmune Entziindung der Darm-
schleimhaut handelt, weshalb eine Beteiligung der ILC an dieser autoimmunen Entziindung
zumindest nachvollziehbar erscheint. Frithere Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass beson-
ders 1123 oder IL-17 produzierende ILC3 eine Rolle bei der Pathogenese chronisch-entziindli-
cher Darmerkrankungen spielen (Buonocore et al. 2010). Da die untersuchte RAG1-defiziente
dILC2-Zellpopulation ein ILC3-typisches bzw. iILC2-typisches Profil aufwies, ist es nicht ver-
wunderlich, dass gewisse Signalwege im Rahmen dieser Erkrankung in den KEGG-pathways als

verindert angezeigt wurden.

Die Daten der RNA-Sequenzierung liefern also viele Kandidaten, anhand derer sich die Biologie
der ILC weiter erforschen lassen kénnte. Zum einen sollte man die molekularen Mechanismen
untersuchen, die fiir eine verstirkte Regulation der Proliferation und der Apoptose verantwort-
lich sind. Zum anderen ist hier das Zytokinprofil von besonderem Interesse, um die molekula-
ren Ursachen fiir den Switch bzw. eine mégliche Plastizitit hinsichtlich einer Verinderung in
die Richtung der ILC1 oder ILC3 zu untersuchen und dies mit den WT-dILC2 zu vergleichen.
AulBerdem bleibt momentan unklar, weshalb der &nockont von RAG1 und RAG1-defiziente

dILC2 tberhaupt mit einem veranderten Zytokinprofil verbunden sind.

Der Fokus dieser Dissertation lag jedoch aus qualitativen und quantitativen Grinden weniger

in der wissenschaftlichen Untersuchung einzelner spezifischer Signalwege. Im Wesentlichen
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ging es vielmehr um eine Identifizierung und Untersuchung der allgemeinen funktionellen Aus-
wirkungen der gemessenen genetischen Verinderungen in RAG1-defizienten dILC2. Zukiinf-
tige Arbeiten und Experimente werden sich gezielt auf die in den Sequenzierungs-Analysen her-

ausgearbeiteten Unterschiede konzentrieren.
4.3.1 RAGI-defiziente dILC2 neigen zur Apoptose

Die vorliegenden Sequenzierungs-Daten, die sinkenden Zahlen nach der DNFB-challenge und
frithere Arbeiten zu ILC2 in RAG1” Tieren bilden den Hintergrund fiir eine nihere Untersu-
chung der Apoptose der RAG1-defizienten dILC2 im Vergleich mit der Apoptose der WT-
Miuse. Zunichst zeigte sich bei den RAG1-defizienten dILC2 in Ruhe eine erhéhte Annexin-
V-Expression, die allerdings nach der DNFB-challenge ahnlich hoch war wie bei den WT-dILC2.
Die Annexin-V-Firbung wurde zum qualitativen und quantitativen Nachweis von Phos-
phatidylserin eingesetzt, einem Membran-Phospholipid, das nach dem Eintritt der Zelle in die
Apoptose vom intrazelluliren zum extrazelluliren Bereich ,,geflippt® wird (Naito et al. 1997).
AuBerdem konnten erhéhte Mengen von Caspase-3/7-Spaltprodukten gemessen werden, was
auf eine Beteiligung des klassischen Apoptose-Signalweges hinwies. Die Sequenzierungs-Daten
zeigten, dass sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Apoptose-Weg betroffen waren.
So zeigte sich zum einen eine Hochregulierung von Bax, Bak1 sowie Apafl, die Giber bestimmte
Signalkaskaden zu einer Aktivierung von Caspase 3 fihren (intrinsischer Weg). Zum anderen
zeigte sich jedoch auch eine Hochregulierung von Fas/, das essentiell fiir den alternativen extrin-
sischen Weg der Apoptose ist (Daten nicht gezeigt) (Ow et al. 2008). Insgesamt lisst sich also
zusammenfassen, dass RAG17/-dILC2 eine stirkere Apoptose-Neigung in Ruhe hatten, die auf
eine Kombination von intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Signalwegen zuriickgefthrt
werden kann. Die erh6hte Apoptose-Neigung in Ruhe kénnte auch ein Grund fir die sinkenden
dILC2-Zahlen nach der DNFB-challenge sein. Obwohl es bei der Annexin-V-Expression der
dILC2 nach der DNFB-challenge keine Unterschiede zu der der WT-dILC2 gab, konnte die an-
tingliche ,,Apoptose-Suszeptibilitit™ fir die sinkende Zellzahl nach der DNFB-challenge in den
RAG17" Miusen verantwortlich sein. Die gesteigerte Apoptose ist allerdings im DNFB-behan-
delten Ohr nicht mehr zu erkennen, was man evtl. auf eine Maskierung durch die starke und

durch DNFB ausgeloste Entziindungsreaktion erkliren kann.

Diese Ergebnisse sind deswegen interessant, weil sich frihere Arbeiten mit NK-Zellen beschif-
tigt haben und die eigenen Daten nun erste Hinweise liefern, dass sich der £nockont von RAG1
auch auf andere ILC-Gruppen in ihrer Funktion auszuwirken scheint. Wie und warum beein-

flusst RAG1 nun aber die Apoptose einer Zelle? Diese Frage haben Karo et al. (2014) in ihren
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Arbeiten an NK-Zellen untersucht. Nach ihren Untersuchungen kam es in NK-Zellen zu einer
Herunterregulation von DNA-Reparatur-Proteinen (A#wz, Ku80 und Chk2), was zu einer gestei-
gerten ,,Stresslabilitit™ fihrte (Karo et al. 2014). Der eigentliche Mechanismus dahinter ist erst
kiirzlich aufgedeckt worden: Verantwortlich scheinen die durch den RAG-Komplex induzierten
DSB zu sein. Wie bereits erwahnt wurde, finden die RAG-induzierten DSB wie heute angenom-
men nicht mehr nur an VDJ-Gensegmenten, sondern tiber das gesamte Genom verstreut statt
(Ji et al. 2010; Teng et al. 2015). Ob die Zelle dies iiberlebt oder der Apoptose unterliegt, hingt
von einer Vielzahl bisher teilweise noch unbekannter Faktoren ab. So werden bei der Induktion
eines Doppelstrangbruches entweder Proteine aktiviert, die die DNA-Reparatur férdern oder
aber die Apoptose einleiten und den Zellzyklus inhibieren. Es ist denkbar, dass der RAG-Kom-
plex bei dieser Funktion eine entscheidende und das Genom stabilisierende Rolle einnimmt und
fir die Integritit der DNA verantwortlich ist bzw. dazu beitrigt. Beim Fehlen des RAG-Kom-
plexes ist es mdbglich, dass es zu einer Dysregulation in diesem Prozess kommt und die Zelle
durch eine Akkumulation von Doppelstrangbriichen ihre Physiologie verliert und damit in die
Apoptose Ubergeht. Es ist noch zu wenig Uber die Details und tber die exakte Funktion des
RAG-Komplexes in ILC bekannt, weswegen dies aktuell unklar bleibt. Arbeiten in der Zukunft

werden dabei helfen, die Rolle von RAG in ILC besser verstehen zu kénnen.
4.3.2 Der IL-7-Rezeptor ist in RAG1-defizienten dILC2 hoher exprimiert

Eine weitere wichtige Beobachtung bestand darin, dass RAG1-defiziente dILC2 den IL-7R ho-
her exprimierten als WT-dILC2. Auflerdem zeigten RAG1-defiziente dILC2 eine erhohte
Proliferationsrate, was durch eine gesteigerte BrdU-Inkorporation in Ruhe nachgewiesen wurde.
Die Sequenzierungs-Daten haben den Verdacht auf eine gesteigerte Proliferation bestitigt, da
eine Uberexpression von Genen u. a. der Jak-STAT- und PI3K-Signalwege gezeigt werden
konnte, die auch downstream des IL-7R relevant sind (Mackall et al. 2011).

Es ist bekannt, dass der IL-7R eine vitale Rolle fiir das Uberleben der ILC2 spielt (Vonarbourg
und Diefenbach 2012). I1.-7R”*-Miuse haben keine bis sehr wenig messbare IL.C gezeigt, sie
sind aber in der Entwicklung nahezu unabdingbar (Robinette et al. 2015; Yagi et al. 2014). Man
kann vermuten, dass die gesteigerte Expression des IL-7R fiir die gesteigerte Proliferation ver-
antwortlich ist. Der Signalweg downstream des 1L-TR setzt sich aus Proteinen des Jak-STAT-
Signalweges unter Beteiligung von JAK3 und STAT1 zusammen, die nach den Sequenzierungs-
Daten beide eine Hochregulation aufwiesen (Mackall et al. 2011). Frihere Arbeiten haben inte-
ressanterweise gezeigt, dass lymphopene Miuse, zu denen neben den RAG1”/" Miusen auch

SCID-Miuse gehoren, hohere IL-7-Konzentrationen als WT-Mause 7z vivo zeigen (Guimond et
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al. 2009). Es wire zu erwarten, dass RAG1-defiziente dILC2 deswegen einen niedriger expri-
mierten IL-7R aufweisen, weil hohe IL-7-Konzentrationen zu einer Herunterregulation des
IL-7R fihren (Vranjkovic et al. 2007). Sie wiesen allerdings eine erhéhte IL-7R-Expression auf.
Dieses Resultat verweist auf zwei Aspekte: Einerseits entflichen RAG1-defiziente dILC2 der
IL-7R-Regulation durch frei verfigbares IL-7. Andererseits konnte diese gesteigerte Rezeptivi-
tat sicherlich auch die erthchten dILC2-Zellzahlen erkliren. Wodurch wird nun aber der IL-7R
reguliert, wenn nicht durch freies IL-7? Es ist bekannt, dass die IL.-7R-Expression in einer re-
ziproken Dynamik zur RAG-Expression steht (Johnson et al. 2012). Deshalb scheint es denk-
bar, dass das fehlende RAG1-Protein in der Entwicklung der dILC2 zu einer fehlenden negati-
ven Regulation der IL-7R-Expression fiihrt, die zu einer Uberexpression des Rezeptors gefiihrt
hat. Der Rezeptor hat folglich zu einer héheren Rezeptivitit von IL-7 gefithrt, wodurch die
Zellzahlen und die Proliferationsaktivitit gesteigert werden konnten. In dieser Hinsicht ist nun
aber wichtig, dass es sich hierbei um einen RAG1-spezifischen Effekt handelt. Nicht die Tatsa-
che des erhohten I1-7 in den lymphopenen Miusen, sondern die gesteigerte Expression des
Rezeptors dafir hat wohlmoglich diesen Effekt herbeigefithrt. Wichtig zu erwihnen ist weiter-
hin, dass mit dem verwendeten Antikorper nur die a-Kette des Heterodimers IL-7R nachgewie-
sen werden konnte. Der IL-7Ra ist jedoch ebenfalls eine Rezeptorunterkette fiir einen weiteren
und viel klassischeren starken Stimulator von ILC2, nimlich das TSLP (Park et al. 2000). In den
Sequenzierungs-Daten zeigte sich jedoch keine hohere Expression von Tskpr, der zweiten Un-
terkette des TSLP-R, wodurch weitgehend ausgeschlossen wird, dass es sich um einen Effekt

von TSLP anstelle von 11.-7 handeln konnte.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass RAG1-defiziente dILC2 keinen ,,stabilen® Proliferati-
onsstatus aufweisen, da zusitzlich zur Proliferation auch die Apoptose verstirkt wurde. Somit
besteht ein Nebeneinander zwischen erhohter Apoptose und erhdhter Proliferation. Weitere
Untersuchungen sollten sich auf die molekularen Mechanismen dieses Nebeneianders speziali-
sieren und insbesondere auch betrachten, wie die erhohte Aktivierung der RAG1-defizienten
dILC2 sich in diesen Zusammenhang integrieren lisst. Ein spekulatives Modell sihe folgender-
maflen aus: Die RAG1-Defizienz fihrt zur gesteigerten Proliferation durch IL-7R-Signale.
Diese ,,Hyperaktivitit™ der dILC2 fihrt als ,,Kollateralschaden® zu einer durch diese Aktivie-
rung-induzierten-Apoptose (AICD; activation induced cell death), die der gesteigerten Proliferation
entgegenwirkt (Arakaki et al. 2014). Durch eine gesteigerte Expression des IL-2R kommt es
parallel zu einer erh6hten Proliferation auch zu einer Aktivierung der dILC2, die dann durch

weitestgehend unbekannte Mechanismen zu einer ILC1/ILC3-Polarisaton fiihtt.
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Die zukiinftige Forschung an dILC2 sollte nicht leichtfertig an  RAG1”/-Miusen durchgefiihrt
werden, weil sie eine grundsitzlich andere Biologie aufweisen als WT-dILC2. Die dILC2 kom-
men zwar zahlenmifBig hiufiger vor und es gibt keine B- und T-Zellen, die als ,,Storfaktoren®
wirken koénnten, wodurch eine isolierte Analyse von dILC2 moglich ist. Die Zellen sind aber
auch so verindert, dass die Ergebnisse an RAG1-defizienten dILC2 nicht ohne Weiteres auf
WT-dILC2 ubertragen werden konnen. Bisherige Forschungen, die mit RAG1-defizienten

dILC2 durchgefiihrt wurden, sind daher vorsichtig zu evaluieren.

4.4 Implikationen unserer Daten auf den Menschen

Die vorliegenden Ergebnisse sind in vielerlei Hinsicht fiir den Menschen interessant. Einerseits
konnten Erkenntnisse tber das Verhalten von dILC2 bei einer CHS gesammelt werden. Im
Einklang mit der Literatur scheinen hohe dILC2-Zahlen das Ausmal3 und die Entziindung einer
CHS zu regulieren und zu beschrinken (Rafei-Shamsabadi et al. 2018), wie es bei den
RAG17-Miusen zu beobachten ist. Deshalb ist meine Arbeit die zweite tiberhaupt, die dI.C2
als einen wichtigen und neuen Effektor bei der CHS der Haut beschreibt. Es bleibt unklar,
welche genauen Mechanismen fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sind, und ob sich
die Ergebnisse auf die menschliche Haut tibertragen lassen. Bisher existieren keine Daten be-
ziiglich dILC2 und der CHS beim Menschen. Es ist bekannt, dass ILC2 in einer engen Verbin-
dung mit den T-Zellen stehen, die als Haupteffektor des allergischen Kontaktekzems betrachtet
werden (Bour et al. 1995; Oliphant et al. 2014). Andere entziindliche Hauterkrankungen wie das
atopische Ekzem bzw. die Psoriasis sind mit einer vermehrten Aktivitit und hoheren Zahlen
von ILC2 in der ldsionierten Haut verbunden (Pantelyushin et al. 2012; Salimi et al. 2013). Eine
regulatorische oder aktivierende Wirkung auf diese T-Zellen ist daher denkbar und sollte in der

Zukunft weiter erforscht werden.

Die zweite Erkenntnis bezieht sich auf die fehl-regulierte Biologie von RAGI1-defizienten
dILC2. Beim Menschen werden Erkrankungen beschrieben, die ebenfalls einen &nockont in den
RAG-Genen als verursachenden Ausldser haben, dazu geh6ren das Omenn-Syndrom und das
kombinierte Immunschwiche-Syndrom (severe combined immunodeficiency; SCID) (Marrella et al.
2011). Die Haut dieser Patienten fillt durch unspezifische Hautrétungen und Exantheme auf.
Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung existieren weder Daten zu den gestorten immunologi-
schen Hautkompartimenten dieser Patienten noch Daten zu den sehr seltenen ILC2. Es ist
denkbar, dass ILC2 bei den pathologischen Prozessen der Haut eine entscheidende Rolle spie-

len, angesichts der Tatsache, dass ILC2 in der Haut der RAG17-Miuse fehlreguliert sind und
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ILC2 bei diversen Hautentziindungen einen maf3geblich Finfluss haben (Kim 2015). Diese Re-
sultate bieten zukiinftige Angriffspunkte zur Verstirkung oder Hemmung in der Immunthera-

pie fir Patienten mit diesen seltenen Immundefekten.
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5  Zusammenfassung

Dermale innate-like lymphoid cells type 2 (d1LC2) sind erst in den letzten 10 Jahren zum Gegenstand
intensiver Forschung geworden. Zur Funktion von dILC2 liegen bislang nur wenige Erkennt-
nisse vor. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass RAG1”/-Miuse signifikant hoheren
dILC2-Zahlen als WT-Miuse aufweisen. Eine durchgefithrte RNA-Sequenzierung von WT-
dILC2 und RAG1-defizienten dILC2 konnte starke genomische Verdnderungen in Prozessen
nachweisen, die mit der Zytokin-Zytokin-Rezeptor-Interaktion, der Proliferation, der Immun-
antwort sowie mit Autoimmun-Prozessen assoziiert sind. Interessant war eine vermeintliche

Aktivierung in die Richtung eines ILC1/ILC3-Phinotyps.

Im 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol-Kontaktallergie-Modell zeigten die dILC2 der RAG17/-Miuse
eine reziproke Dynamik gegentiber den WT-dILC2: Wihrend die dILC2 in WT-Miusen zah-
lenmilBig anstiegen, sanken sie bei den RAG17-Miusen ab. Dieser Effekt lie3 sich durch einen

adoptiven Transfer von WT-Lymphozyten nicht riickgingig machen.

RAGT1-defiziente dILC2 weisen eine erhohte Apoptose-Neigung in Ruhe sowie eine erhéhte
Produktion von Caspase-3/7-Spaltprodukten auf. AuBerdem zeigten sie eine erhohte Expres-
sion des IL-7-Rezeptors. Letztlich wiesen RAG1-defiziente dILC2 auch eine erhéhte BrdU-

Inkorporation auf, welches eine erhohte Proliferationsaktivitit in Ruhe zeigt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass RAG1-defiziente dILC2 ein signifikant verdndertes
Gen-Expressionsprofil aufweisen, das mit einem funktionellen Defekt, einer [jberaktivierung
und letztlich auch veridnderten Proliferations- und Apoptose-Signalwegen verbunden ist. Da in
der Forschung zu murinen dILC2 sehr oft RAG1/-Miuse zum Einsatz kommen, miissen die

so gewonnenen Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden.
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