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1.  Zusammenfassung

Innate lymphoide Zellen sind als Bestandteil des angeborenen Immunsystems bekannt und
seit ihrer Entdeckung werden sie in immer mehr Geweben untersucht. Sie lassen sich in drei
Klassen einteilen mit jeweils eigenem Zytokin-Profil und folglich unterschiedlichen Funktionen.
Dadurch variiert auch ihr Gewebevorkommen. Unter anderem wurden ILCs in humaner Haut
beschrieben, vor allem im Kontext von autoimmun-bedingten Hautkrankheiten. Ihr Vorkommen
in gesunder, humaner Haut wurde allerdings noch nicht umfassend untersucht. Auch bleibt
bisher offen ob die ILCs in der Haut Alters- oder Geschlechtseinflissen unterliegen. Als Teil
der Immunreaktion kdonnte die Homdostase der ILCs eine wichtige Rolle nicht nur bei der
Immunabwehr, sondern auch bei der Pradisposition fir bestimmte Krankheiten spielen. So
kdénnten sie auch zu Dichotomien zwischen den Geschlechtern oder Alterserscheinungen im
Rahmen der Immunitat beitragen.

In dieser Arbeit wurden Proben gesunder, humaner Haut aufgearbeitet und die ILC-
Untergruppen durch Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie detektiert und ihr
Vorkommen allgemein sowie in Abhangigkeit des Alters und/oder des Geschlechts untersucht.
Aufgrund der funktionellen Heterogenitat innerhalb der ILC-Gruppen wurden die drei
Haupttypen unterteilt in Typ-1-ILCs, bestehend aus ILC1s und NK-Zellen, Typ-2-ILCs, die
ausschlieB3lich ILC2s umfassen, und Typ-3-ILCs, zu denen die ILC3s gehoren, die wiederum
in NKp44-positive und -negative Untergruppen differenziert werden kénnen. Zudem fand eine
Ganzkorperkartierung der gesamten ILC-Population statt. Die Entnahmeorte der Hautproben
wurden nach Rumpf, Kopf, proximaler und distaler Extremitat getrennt untersucht, um einen
mdglichen Einfluss der Lokalisation der Haut auf die Zellzahl zu erfassen.

Die Studie ergab, dass alle ILC-Untergruppen in gesunder, humaner Haut vorkamen. Die
dominantesten Populationen stellten die ILC2s und ILC1s dar. NK-Zellen, NKp44*-ILC3s und
NKp44--ILC3s kamen signifikant seltener vor. Ein konstanter Effekt des Geschlechts oder des
Alters auf die Zellzahlen konnte zwar nicht festgestellt werden, aber fur einige ILC-
Untergruppen war er zu finden. NK-Zellen und ILC3s, sowohl NKp44-positive als auch
negative, kamen bei jungen Mannern signifikant haufiger vor als bei jungen Frauen. Innerhalb
der mannlichen Proben war hier auch ein Effekt des Alters auf die Zellzahl festzustellen: junge
Manner wiesen in der Haut mehr NK-Zellen und ILC3s auf als Manner mittleren und hohen
Alters. Fur ILC1s und ILC2s hingegen konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
Darlber hinaus wurde fir die gesamte ILC-Population, sowie alle ILC-Subgruppen- aul3er der
ILC1s- fur die Zellanzahl ein Gradient von distal nach proximal festgestellt: distale Extremitaten
wiesen signifikant mehr ILCs bzw. Lymphozyten generell auf als proximale Kdrperbereiche wie

der Rumpf.



Alles in allem zeigt diese Arbeit das Vorkommen aller ILC-Subtypen in gesunder, humaner
Haut und bietet eine Referenzverteilung fur zukinftige Forschung. Sie legt fir einige ILC-
Populationen eine Abhangigkeit von Alter und Geschlecht nahe und zeigt ebenso, dass die
kutane ILC-Gesamtpopulation lokalisationsabhangig ist.
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2. Einleitung

Der menschliche Korper ist konstant einer Vielzahl an potenziell schadigenden
Umwelteinflissen ausgesetzt. Aber auch kérpereigene Vorgange, wie entartende Zellen,
bedrohen die Gesundheit. Um den Korper gegen diese zu verteidigen, stehen dem
Immunsystem zahlreiche Mechanismen zur Verfligung. Diese kénnen einer der folgenden
Kategorien zugeordnet werden: der angeborenen oder der adaptiven Immunabwehr. Wahrend
die adaptive, oder auch erworbene, Immunabwehr sich erst im Laufe des Lebens entwickelt
und vor allem B- und T- Lymphozyten, sprich einen humoralen und einen zellvermittelten
Bestandteil, umfasst, ist die angeborene Immunabwehr, wie der Name schon sagt, von Geburt
an funktionsfahig. Sie umfasst dabei drei Komponenten: humorale und zellulare
Abwehrmechanismen, sowie Barrieren. Zu den Barrieren zahlen unter anderem
Oberflachenepithelien wie die Haut, die durch die gebildeten Zellverbande das Eindringen von
pathogenen Organismen verhindern sollen, aber auch vom Koérper produzierte Sekrete wie
Tranenflissigkeit oder die Muzine, die von Schleimhduten gebildet werden und die darin
geldésten antimikrobiellen Peptide. Der humorale Bestandteil umfasst hierbei Proteine des
Komplementsystems, die z.B. fiir die Opsonierung von Keimen zustandig sind und generell
antimikrobiell wirkende, |6sliche Stoffe. Zuletzt stehen einige zellulare Elemente zur
Verfligung. Hierzu zahlen verschiedene Leukozyten, beispielsweise Granulozyten,
Makrophagen, aber auch naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Ihnen ist gemein, dass die mittels
verschiedener Rezeptoren pathogene Zellen identifizieren kbnnen, was zu einer Kaskade an
Reaktionen fiuhrt. Es kommt zur Aktivierung der Zellen, mdglicherweise zur Phagozytose der
Pathogene oder Migration der Zellen, zur Zytokin-Ausschuttung, wodurch weitere Zellen des
angeborenen, aber auch des adaptiven Immunsystems aktiviert werden kdnnen, sowie zur
Ausschittung lysierender Stoffe." Eine weitere Untergruppe der Zellen des angeborenen
Immunsystems, zu denen auch die NK-Zellen gezahlt werden, stellen die innaten lymphoiden

Zellen (ILCs) dar, auf die im Folgenden noch ndher eingegangen wird.

2.1. Alter und Geschlecht

Insgesamt gibt es verschiedenste Zellen und Mechanismen, die zur Immunabwehr beitragen.
Diese sind jedoch nicht konstant. Das Immunsystem entwickelt sich nach der Geburt weiter
und unterliegt stetig verschiedenen Einflissen, sowohl durch die Umwelt als auch
korpereigenen Veranderungen. Zwei wichtige Einflussfaktoren stellen dabei das Alter und das
Geschlecht dar.

Generell ist nicht von der Hand zu weisen, dass das Immunsystem altersbedingt schwacher

wird. Nicht nur steigt die Anfalligkeit fur viele Krankheiten im hohen Alter, sondern auch die
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immunologische Kontrolle dieser nimmt ab. Grund dafiir sind neben sozio6konomischen
Einflissen auch physiologische Veranderungen des Korpers und des Immunsystems. 23

So sollen beispielsweise Entziindungsprozesse bei Mannern im hohen Alter, mit sinkenden
Testosteronspiegeln, zunehmen, wohingegen Frauen im Erwachsenenalter eine hdhere
Inflammationsneigung zeigen. Andersherum sollen NK-Zellen bei Mannern im Kinder- und
Erwachsenenalter 6fter vorkommen und bei Frauen hingegen im hohen Alter ansteigen.* Eine
altersbedingte Determinante dieser biologischen Veranderungen sind dabei hormonelle
Schwankungen im Korper, welche inhibierende oder aktivierende Wirkungen auf das
Immunsystem haben kénnen °.

Wenn also Hormone einen Einfluss auf immunologische Prozesse haben, muss dabei auch
das Geschlecht von Bedeutung sein. Tatsachlich stellt man bei zahlreichen Krankheiten
geschlechtsbezogene Unterschiede in der Pravalenz, aber auch der Krankheitsschwere und
teilweise der Pathologie fest. Frauen zeigen generell eine starkere Immunreaktion auf
Infektionen hin 8, sind aber anfalliger fir Autoimmunkrankheiten?, wie z.B. die Hashimoto
Thyreoiditis. Manner hingegen neigen mehr zu nicht-reproduktiven Krebserkrankungen, wie
dem Urothelkarzinom. # Manner scheinen auch anfélliger fir Infektionskrankheiten verursacht
durch Pilze, Bakterien oder Viren wie z.B. die Infektion mit Hepatitis B. Auch das Risiko, dass
sich daraus ein hepatozelluldres Karzinom entwickelt, ist bei Mannern hdher. Allerdings variiert
dies abhangig von der einzelnen Infektionskrankheit. Die Influenza A Infektion z.B. duf3ert sich
in Frauen mit schwereren Krankheitsverlaufen und haufigeren Todesfallen, obwohl die
Morbiditat bei Mannern hoher ist. 8 Andersrum wurden bei Mannern beispielsweise schwerere
Psoriasis-Verlaufe und klinische Symptome als bei Frauen festgestellt °. Aber auch
Pathomechanismen von Krankheiten kdnnen sich geschlechtsspezifisch unterscheiden, wie
im Falle des Morbus Parkinson, wo unterschiedliche krankheitstreibende Faktoren fur Frauen
und Manner im Vordergrund stehen'. Auch die Impfreaktion und Effektivitat variieren
zwischen den Geschlechtern. Je nach Impfung kénnen Manner und Frauen unterschiedlich
starke Antikorpertitter aufweisen.' So ist die Immunantwort auf die Influenza-Impfung im
Schnitt deutlich starker bei Frauen als bei Mannern *. Die genauen Mechanismen sind auch
hier noch nicht vollig klar. Dariber hinaus, dass die Morbiditdt und Krankheitsschwere
geschlechtsabhangige Unterschiede aufweisen, gibt es auch Evidenzen fur Unterschiede in
der konkreten Immunantwort, die ursachlich flr die oben beschriebenen Phanomene sein
kénnen. Beispielsweise erkranken Frauen viel haufiger an systemischem Lupus
erythematosus (SLE). In dem Zusammenhang wurde gezeigt, dass eine bestimmte Gruppe
dendritischer Zellen in Frauen auf Ligandenbindung an den Toll-like-Rezeptor 7 hin, héhere
Konzentrationen an IFN-a ausschutten als dies bei Mannern der Fall ist. Dies kdénnte die

Ursache fiir die unterschiedlichen Pradisposition fiir den SLE sein bzw. dazu beitragen.'? Ein
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weiteres Beispiel stellen die NK-Zellen dar, die in Mannern eine héhere Aktivitat aufzuweisen
scheinen als in Frauen, trotz gleicher Zellkonzentration im Blut 3.

Insgesamt gibt es viele Faktoren, die zu geschlechtsspezifischen Unterschieden im
Immunsystem beitragen. Dazu zahlen, neben unterschiedlichen Verhaltensweisen aufgrund
von Geschlechterrollen, sowohl genetische, X-chromosomal-bedingte, als auch hormonelle
Faktoren, sowie anatomische Unterschiede.®'*'> Wie genau sich dies in den einzelnen
Gruppen von Immunzellen widerspiegelt und inwiefern Zellen der angeborenen Immunabwehr,
wie innate lymphoide Zellen, zu den genannten Phanomenen beitragen, ist noch nicht

abschlielRend geklart.

2.2. Innate lymphoide Zellen

Wie erwahnt gehdren zu den Zellen des angeborenen Immunsystems auch die ILCs, mit
denen sich diese Arbeit befasst. In diesem Abschnitt wird erlautert, was fur Zellen sie eigentlich
sind und was sie ausmacht. Innate lymphoide Zellen wurden als solche vor ca. 15 Jahren
erstmals beschrieben und sind den Lymphozyten zuzuordnen. Sie unterscheiden sich aber
von B- und T-Lymphozyten in ihrer Rezeptorexpression insoweit, als dass sie keine adaptiven
Antigen-Rezeptoren exprimieren' und keiner somatischen Rekombination oder klonalen
Selektion unterliegen, was sie zu Instrumenten der angeborenen Immunantwort macht?’.
Durch ihre Expression des MHC-II Molekiils™ und die Fahigkeit, Antigene zu prasentieren,
kénnen sie T-Zell-Antworten regulieren. DarlUber hinaus spielen sie als grofltenteils
gewebsresidente Zellen auch eine wichtige Rolle bei der Gewebshomdbostase sowie der
Kommunikation zum zentralen Nervensystem.'® Diese innaten Zellen werden aufgrund ihrer
unterschiedlichen Funktionen in drei Untergruppen eingeteilt: Typ-1-ILCs, zu denen ILC1s und
die NK-Zellen gehoren, Typ-2-und Typ-3-ILCs'®.

2.2.1. Entwicklung der ILCs

Die Entwicklung aller Blutzellen geht von multipotenten hamatopetischen Stammzellen aus,
welche sich zu multipotenten Progenitorzellen differenzieren, die sowohl die lymphatischen als
auch die myeloischen Zelllinien hervorbringen. Fir erstere kdnnen sie sich zu lymphatischen
Progenitorzellen (CLPs: common lymphoid progenitor) differenzieren. Diese sind der
Ursprung aller Lymphozyten und so auch der ILCs. Aus diesen CLPs leiten sich, abhangig von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie Nfil3 (Kernfaktor, IL-3 reguliert), innate lymphoide
Progenitorzellen, sogenannte CILPs (common innate lymphoid progenitors), ab. Auch
Transkriptionsrepressoren wie 1d2 (Inhibitor of DNA binding 2) spielen eine wichtige Rolle.
Dieses supprimiert die Aktivitat von sogenannten E-box-Transkriptionsfaktoren, die wiederum

essenziell fur die Entwicklung von B- und T-Lymphozyten sind. Die CILPs kénnen alle ILC-
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Subtypen generieren. Dabei reifen die CILPs entweder zu NK-Zellvorlaufern, den NKPs (NK
cell precursors), oder den sogenannten CHILPs (common helper innate lymphoid progenitor),
also den innaten lymphoiden Helferzell-Progenitoren, heran. Aus letzteren gehen alle Ubrigen
innaten lymphoiden Zellen hervor. Zunachst geht der Weg Uber die gemeinsamen innaten
lymphoiden Zellvorldufer, die ILCPs (innate lymphoid cell precursors). Abhangig von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren und Zytokinen differenzieren diese sich zu Subtyp eins,
zwei oder drei ILCs. Die Entwicklung der NK-Zellen zweigt also vorher ab, sie werden aber
dennoch aufgrund ihrer funktionellen Ahnlichkeit zu Typ-1-ILCs gezahit.16-2

Tabelle 1 zeigt einige ausgewahlte, wichtige Transkriptionsfaktoren flr die Differenzierung der
einzelnen ILC-Subgruppen.?® Je nach Nomenklatur werden LTi-Zellen (lymphoid tissue
inducer cells) entweder zu den Typ-3-ILCs gezahlt oder als selbststandige ILC-Untergruppe
angesehen. Sie brauchen ebenfalls RORyt fiir ihre Differenzierung, aber auch teilweise andere
Transkriptionsfaktoren als die ILC3s.?' Da sie im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht

wurden, stehen sie nicht in der Tabelle und werden im Weiteren nicht weiter erlautert.

ILC-Subgruppe Transkriptionsfaktor

NK-Zellen EOMES

ILC1 T-bet

ILC2s GATA3, ROR-a
ILC3 RORyt

Tabelle 1: ILC-Subgruppen und fir ihre Differenzierung wichtige
Transkriptionsfaktoren. EOMES, Eomesodermin; T-bet, ein T-box Transkriptionsfaktor;

GATAS3, GATA bindendes Protein 3; ROR-q, retinoic acid receptor-related orphan receptor-a.

2.3. Einteilung und Funktionen der ILCs

Da die ILC-Subtypen in ihrer Zytokinausschuttung und damit der Immunantwort bestimmten
T-Helferzellen dhneln, werden sie auch als angeborene Gegenstlcke dieser angesehen.

Die ILC1s, ILC2s und ILC3s entsprechen jeweils den TH1, TH2 und TH17 T-Helferzellen. Die
NK-Zellen hingegen werden als innates Korrelat der zytotoxischen CD-8*-T-Zellen

beschrieben.

2.3.1. ILC1

Die Immunantwort der Typ 1 ILCs richtet sich gegen intrazellulare Pathogene wie Viren oder
Tumore, aber auch z. B. gegen das Toxoplasma gondii Bakterium.?? |ILC1s produzieren dabei
auf Stimulation durch IL-12, IL-15 und auch IL-18 hin IFN-y als ihr hauptsachliches
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Effektorzytokin®>?®, aber auch TNF-a, analog zu den TH1-Zellen des adaptiven
Immunsystems. Durch die immunmodulatorische Wirkung von IFN-y Uber Rezeptoren auf
ihren Zielzellen, wie Makrophagen, Lymphozyten und dendritischen Zellen?*, werden
Abwehrantworten auf Infektionen und Tumorerkrankungen erhoht. Dabei werden z. B.
antimikrobielle Funktionen wie die Produktion von Sauerstoffradikalen durch myeloische
Zellen und die Phagozytose durch mononukleére Zellen erhoht?, die Prozessierung und
Prasentation von Antigenen durch MHC-Moleklile gefordert, aber auch die Zellproliferation und
Apoptose beeinflusst, indem z. B. Tumorzellen in ihrer Proliferation gestoppt werden?42.
Insgesamt haben IFN-y und damit die ILC1s eine proinflammatorische Wirkung. Ebenso wie
das von ihnen sezernierte TNF-a (Tumornekrosefaktor a)?’, welches Uber verschiedene
Signalwege in den Zielzellen die Nekrose bzw. Apoptose einleiten kann?. Zudem konnen
ILC1s auch GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender  Faktor)
produzieren'®.

Die NK-Zellen produzieren ebenfalls IFN-y, TNF- a und GM-CSF, aber im Gegensatz zu ILC1s
sind sie darlber hinaus zytotoxisch, weswegen sie auch als angeborenes Gegenstiick der
CD8*-T-Zellen beschrieben werden. Sie konnen namlich, wie die CD8*-T-Zellen, Granula
sekretieren, die Perforine und Granzyme enthalten und den Zelltod herbeifiihren.2°30 Im
Gegensatz zu den anderen ILCs, welche grotenteils geweberesident sind, zirkulieren NK-
Zellen vor allem im Blut®'.

Sowohl ILC1s als auch NK-Zellen kdnnen durch die Abtétung von Pathogenen oder
geschadigten Zellen und deren konsekutiven Abbau zum Gewebsumbau beitragen, da erst im

Anschluss dessen die Reparatur der extrazellularen Matrix erfolgen kann.'®

2.3.2. ILC2
ILCs der zweiten Gruppe bekampfen vor allem grolde extrazellulare Parasiten, wie Helminthen,
und Allergene. Sie reagieren auf IL-25, IL-33 und TSLP (Thymisches stromales
Lymphopoietin) und produzieren IL-5, IL-4, IL-13, aber auch AREG (Amphiregulin)?® und IL-
932, |LC2s spielen eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung und Erhaltung alternativ aktivierter
Makrophagen, ebenso wie eosinophiler Granulozyten, beispielsweise in viszeralem
Fettgewebe durch die Produktion von IL-5 und IL-13%3. Sie férdern die Mucusproduktion,
kénnen zu Becherzellhyperplasie in der Lunge flihren durch die Produktion von IL-5, IL-13 und
IL-9 und zur Migration dendritischer Zellen tber IL-9%2. Generell sind ILC2s wichtig fiir die
Homdostase von Fettgewebe®*, aber auch fir die Gewebshomobostase und den
Gewebeumbau insgesamt durch die Produktion von Amphiregulin (AREG), eines Mitglieds der
Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF). Amphiregulin wird beispielsweise nach
infektionsbedingten Gewebsschadigungen freigesetzt und tragt zur Reparatur des
geschadigten Gewebes bei. Somit spielen ILC2s durch den Umbau extrazellularer Matrix auch
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bei der Wundheilung eine Rolle.?® Aber auch bei der Muskelregeneration kommen ILC2s ins
Spiel. Die Stimulation mit IL-4, produziert von eosinophilen Granulozyten, flihrt im
Muskelgewebe zur Differenzierung von FAPs (fibro/adipocyte progenitors) zu Fibroblasten
statt zu Adipozyten. Diese unterstitzen die Myogenese und damit die Reparatur der
Skelettmuskulatur nach Verletzung. Da ILC2s zur Rekrutierung und Aufrechterhaltung
eosinophiler Granulozyten beitragen, stellen sie also einen Mediator der Muskelregeneration
dar.’® Des Weiteren beeinflussen sie auch die Thermoregulation, da sie zur Induktion der

Bildung beigen Fettgewebes beitragen kénnen®”.

2.3.3. ILC3
Die letzte Untergruppe, die Typ-3-ILCs, ist vor allem in Schleimhauten angesiedelt und an der
Immunabwehr gegen extrazellulare Mikroben wie Bakterien und Pilze beteiligt?. Im
Gastrointestinaltrakt spielen sie eine wichtige Rolle beim Erhalt der Darmflora®4%, [LC3s
reagieren auf IL-23 und IL-1B und produzieren IL-17 und IL-22. Demnach ahneln sie in ihrer
Immunantwort den TH17 T-Helferzellen. Daruber hinaus produzieren ILC3s auf Stimulation
mit IL-1 hin GM-CSF, einen hamatopoetischen Wachstumsfaktor, der unter anderem fiir das
epitheliale Uberleben von Bedeutung ist, aber auch fiir die Differenzierung myeloider Zellen.??
Da IL-1B z. B. von intestinalen Makrophagen bei der Erkennung kommensaler Bakterien
produziert wird, besteht ein wechselseitiger Einfluss zwischen ILC3s und der Darmflora. GM-
CSF wirkt je nach Kontext sowohl proinflammatorisch als auch antiinflammatorisch, interagiert
mit dendritischen Zellen und Makrophagen und beeinflusst die Bildung regulatorischer T-
Zellen 394143
Die proinfammatorisch wirkenden Zytokine IL-22 und IL-17 induzieren in Epithelzellen die
Produktion  antimikrobieller Peptide wie das [B-Defensin-2, beeinflussen die
Zytokinausschittung von Epithelzellen und Fibroblasten** und bewirken durch Chemokine die
Migration neutrophiler Granulozyten*®. Insgesamt fiihren sie also auch zur Phagozytose von
Pathogenen®. Auch fiihrt die IL-22-Produktion zur erhohten Proliferation intestinaler
Stammzellen®. Dadurch wird die Epithelregeneration gefordert, beispielsweise im Falle der
Graft-versus-host Krankheit oder im Zuge von Epithelschaden durch Chemotherapien648.
Durch die Starkung der Epithelzellen unterstiitzen die ILC3s die Barriere gegen eindringende
Mikroben und durch die synergistische Wirkung von IL-22 und Interferon-y auch die virale
Abwehr. Sie konnen dadurch also auch vor Gewebsschaden schiitzen, z.B. bei einer
Rotavirusinfektion.*® Dariiber hinaus tragt IL-22 zur Mucusproduktion im Darm bei und wirkt
dadurch protektiv auf die Darmschleimhaut bei chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen®®.
Insgesamt spielen ILC3s demnach eine wichtige Rolle bei der Homdostase der
Darmschleimhaut- und Flora. Nicht alle ILC3s tun dies jedoch in gleichem Male. lhre Funktion
hangt auch vom Subtyp ab. So kdnnen humane ILC3s danach unterteilt werden, ob sie z.B.
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den Rezeptor fir NKp44 exprimieren oder nicht. Dies ist ein Rezeptorprotein aus der Gruppe
der natlrlichen cytotoxischen Rezeptoren (NCRs). Im Mausmodell wird analog dazu nach der
Expression von NKp46 unterteilt. NCR-negative ILC3s exprimieren MHC-II starker als NCR*-
ILC3s, tragen also starker zur Prozessierung und Prasentation von Antigenen bei und
beeinflussen dadurch CD4*-T-Zellen, wodurch eine Uberschissige Immunantwort auf
Antigene im Darm reduziert wird. Damit beeinflussen ILC3s das adaptive Immunsystem und
das auch unabhangig von ihrer Zytokinausschiittung.®® Die wichtigsten Funktionen der drei

ILC-Typen samt Gewebssignalen und Effektor-Zytokinen sind in  Abbildung 1

Zusammengefasst.
Signal Effektorzytokine Funktion
Perforine Zytotoxizitat
Granzyme Makrophagenaktivierung
> IFNy » Saverstoffradikale
Typ 1 ILC Viruse : Hiton
S se ¥
yP i 15 —> GM-CSF
IL-18
il o / IFN-y Sauerstoffradikale
( ILc1 — TNF-a Zelltod
GM-CSF Makrophagenaktivierung
Iternativ akt 1e Makr
Tp2iLce |G 125 s
il 23— ILC2 =" 43 — Thermoregulation
Allergene TSLP E S A s ave e
AREG ettgewebshomdostase
IL-9 Mucusproduktion
L17 Phagozytose
Typ3ILCs Bakterien 23 ___ 7 jes > 1122 > Epithelientiberleben
Pilze IL-18 GM-CSF Antimikrobielle Peptide

Abbildung 1: Aktivierende Gewebsimpulse und Funktionen der ILCs. (Abbildung
verandert nach Eberl, 2015; erstellt mit BioRender.com) Die Abbildung zeigt die Pathogene
und konkreten Zytokine, auf die die ILC-Typen reagieren, sowie ihre Effektor-Zytokine und

welchen Funktionen diese dienen.

2.4. Bedeutung der ILCs fiir den menschlichen Korper

Wie man sieht, erfiillen ILCs vielfaltige Funktionen. So sind sie in unterschiedlichen Vorgangen
im Korper integriert. Auch sind sie nicht losgeldst von endogenen oder exogenen Einflissen
wie dem Mikromilieu oder dem Nahrstoffangebot. Als Teil des angeborenen Immunsystems
sind ILCs nicht nur an der Immunabwehr beteiligt, sondern kénnen auch, z. B. durch
Uberschiefdende Zytokin-Produktion, zur Pathogenese oder Exazerbation von Krankheiten

beitragen. Im nachsten Teil wird die Bedeutung der ILCs in verschiedenen Kontexten
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beleuchtet: sowohl ihre Beteiligung an homdostatischen Vorgangen, wie sie mit anderen
Zellen in Wechselwirkung stehen, als auch wie sie mit verschiedenen Pathologien
zusammenhangen. Im Zuge dessen wird auch ihr Potenzial als mégliches therapeutisches Ziel

dargelegt.

2.4.1. ILCs und Pathologien

Wie in den vorherigen Punkten schon angeschnitten wurde, kdnnen ILC-Funktionen Einfluss
auf Krankheitsverlaufe nehmen. Nun werden einige, konkrete Beispiele flr den
Zusammenhang zwischen ILCs und bestimmten Krankheitsbildern angeftihrt.

Wo das Immunsystem wirkt, kdnnen auch Autoimmunkrankheiten entstehen. NK-Zellen unter
anderem konnen zur Entstehung bzw. zu Schiiben dieser beitragen, wie im Falle des
systemischen Lupus erythematosus oder der autoimmunen Hepatitis. Aber ihr Einfluss ist nicht
nur zwangslaufig krankheitstreibend. Je nach Subtyp und Mikromilieu kbnnen NK-Zellen auch
protektive Eigenschaften im Rahmen von Autoimmunkrankheiten aufweisen, indem sie z. B.
inhibierend auf autoreaktive T-Zellen wirken kdnnen.?®

Die andere Typ 1 ILC-Subgruppe, die ILC1s, ist mit der chronisch-obstruktiven
Lungenerkrankung assoziiert. Ein erhéhtes Vorkommen an ILC1s geht bei COPD-Patienten
mit einer erhohten Krankheitsstarke und Wahrscheinlichkeit fiir Exazerbationen einher.5' Die
erhdhte Produktion von Typ-1-Zytokinen durch ILC1s, aber auch durch NK-Zellen, fihrt zu
einer verstarkten Entzindungsreaktion auf Virusinfektionen bei COPD. Dies wird durch
Nikotinabusus weiterhin verstarkt.%? Dies ist nicht nur ein Beispiel fur die Beteiligung der ILC1s
an der Pathogenese der COPD, sondern auch fiir den Einfluss von Umweltfaktoren wie Noxen
auf ILCs und ihre Funktionen. Weiterhin konnte am Mausmodell die Bedeutung der ILC1s fur
die Immunantwort im Rahmen der kutanen Leishmaniose gezeigt werden: dabei stand die IFN-
y-Produktion der ILC1s insbesondere im frilhen Infektionsstadium der murinen Haut mit
Leishmania major im Zusammenhang mit einer besseren Pathogenkontrolle und umgekehrt
war ein geringeres ILC1-Vorkommen in der Haut mit einer héheren Pathogenlast und mit
groReren Hautlasionen vergesellschaftet.5

ILC2s spielen, wie schon erwahnt, eine entscheidende Rolle bei der Abwehr parasitarer
Wurminfektionen. Im Rahmen von Helminthen-Infektionen wird eine Typ 2 Immunantwort
ausgelost, die unter anderem von ILC2s getrieben wird. Dabei produzieren bestimmte
Epithelzellen der Darmschleimhaut IL-25, welches IILC2s aktiviert und die Produktion von IL-
13 induziert. Dies flihrt zu einem Gewebeumbau der Schleimhaut, da IL-13 die
Progenitorzellen des Epithels zugunsten der Differenzierung zu Becherzellen und IL-25
produzierenden Zellen beeinflusst. Wenn ein solcher Gewebeumbau in der Darmschleimhaut

madglich ist, so wirft das die Frage auf, ob das auch an anderen epithelialen Barrieren der Fall
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sein konnte.%* Neben IL-13 sind auch IL-9 und IL-5 in der Lage, die Genexpression von Genen
in Epithelzellen zu induzieren, die an der Ausschleusung von Parasiten beteiligt sind®°.

Des Weiteren sind ILC2s durch ihre IL-5- und IL-13-Produktion flir den Metabolismus von
Bedeutung. Die genannten Zytokine stimulieren Eosinophile in viszeralem Fettgewebe und
tragen zum Erhalt alternativ aktivierter Makrophagen bei. Eine Beeintrachtigung der ILC2s und
damit der IL-5 Produktion fiihrt im Tiermodell zu erhohter Insulinresistenz und Adipositas.®?
Unter Adipositas kommt es zusatzlich zur Akkumulation von NK-Zellen in viszeralem
Fettgewebe, die zur Ansammlung proinflammatorischer Makrophagen und zur Produktion von
Interferon-y beitragen. Die folgende, chronische Entziindung flhrt zur Entwicklung einer
Insulinresistenz.®® Darliber hinaus konnte im Mausmodell der multiplen Sklerose eine ILC2-
Defizienz mit einer héheren Krankheitsanfalligkeit in Verbindung gebracht werden. So kénnte
die TH2-Antwort, die durch ILC2s unterstutzt wird und wichtige T-Zell-Antworten regulieren
kann, eine Rolle bei der Entwicklung der MS spielen.®’

ILC2s stehen Uberdies mit allergischen Erkrankungen im Zusammenhang. Sie verstarken
namlich durch Antigenprasentation Gber MHC-II die TH-2-T-Zellantwort.”™ Aber auch (ber die
Produktion von IL-13, das in der Lunge dazu fihren kann, dass dendritische Zellen in
Lymphknoten migrieren und dort die Differenzierung von TH-2- Zellen induzieren, tragen ILC2s
zu einer insgesamt hdéheren Typ-2-Immunantwort bei. Dadurch scheinen ILC2s auch an der
Entwicklung allergischer Reaktionen beteiligt zu sein, etwa bei der Entwicklung einer
allergischen Lungenentziindung durch Papain oder auch bei der Entstehung von allergischem
Asthma.%®%% Weiterhin sind ILC2s in nasalen Polypen von Patienten mit Rhinosinusitis
angereichert, was fir eine Mitwirkung dieser Zellen als Produzenten von IL-13 und IL-5 an der
Erkrankung spricht.6162

Zuletzt gibt es auch Anhaltspunkte fur die Mitwirkung von ILC3s an bestimmten
Krankheitsbildern. ILC3s sind, wie beschrieben, fur die Homdostase der Darmflora von
Bedeutung. Ein Ungleichgewicht dieser ist wiederum mit zahlreichen anderen Krankheiten wie
z. B. Diabetes assoziiert, wodurch ILC3s indirekt, Uber die Wechselwirkungen mit dem
Mikrobiom, Einfluss auf die Krankheitsverlaufe haben konnen.' Da GM-CSF als Therapie bei
Morbus Crohn die Symptome von Patienten lindert®®, konnten ILC3s als GM-CSF
Produzenten eine Rolle beim Verlauf dieser Krankheit spielen. Aber auch die Produktion von
TNF durch Subtyp-1-ILCs*? kénnte hier von Bedeutung sein.

Im Rahmen von Krebserkrankungen kann IL-22, das unter anderem von ILC3s produziert wird,
sowohl positive als auch negative Effekte haben. So kann es intestinale Entziindungen
eindammen, die sonst zur Entwicklung kolorektaler Tumore fiihren kénnten, gleichzeitig aber
auch zum Voranschreiten solcher Tumore beitragen durch seine proliferationsférdernden, aber
auch teilweise proinflammatorischen Eigenschaften.5%4 Aber auch in anderen Organen kann

IL-22 mit der Entwicklung von Tumoren vergesellschaftet sein, wie z. B. im Pankreas, wo hohe
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Spiegel an IL-22 und seinem Rezeptor bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas mit einer
schlechten Prognose korrelieren®®. So verschwimmt die Grenze zwischen der Bedeutung der
ILCs fur die Gewebehomdostase und ihrem potenziellen Beitrag zur Tumorpathogenese.

Man sieht also, dass ILCs mit einer Reihe von Pathologien assoziiert sind.

24.2. ILCs in der Haut

Neben systemischen Erkrankungen unterliegen auch Erkrankungen mit Hautbeteiligung dem
Einfluss der ILCs. Als groRtenteils gewebsresidente Zellen kommen ILCs namlich auch in der
Haut vor. Die meisten ILCs exprimieren dabei den Skin-homing-Rezeptor CLA (cutaneous
lymphocyte antigen)®¢. So wurde fiir die ILC2s z.B. die Expression des CLA festgestellt.

Bei atopischer Dermatitis kommen ILC2s vermehrt in den betroffenen Hautarealen vor und
schiiren durch ihre Zytokinproduktion die entziindliche Reaktion.®”-%¢ Dies kénnte durch eine
erhdhte IL-33-Produktion durch Keratinozyten in der Haut erklart werden, durch welche ILC2s
vermehrt aktiviert werden und dann Typ-2-Zytokine wie IL-5 produzieren, das Eosinophile
rekrutiert.®® Im Mausmodell wurden dadurch allein atopische-Dermatitis-dhnliche Symptome
hervorgerufen.”

ILC3s exprimieren ebenfalls CLA und scheinen an der Pathogenese der Psoriasis beteiligt zu
sein. So sind insbesondere NKp44*-ILC3s im Blut, aber auch in der nicht von Lasionen
betroffenen Haut von Psoriasis-Patienten erhéht im Vergleich zu gesunden Personen. Sie
kénnten durch die Aktivierung von T-Zellen zur Bildung eines Psoriasis-Plaques beitragen.”
Gleichzeitig sind ILC3s Produzenten des IL-17A und IL-22, die fur die inflammatorische
Reaktion und Pathogenese der Schuppenflechte wichtig sind. So kénnten ILC3s auch durch
ihre Zytokinproduktion direkt am Krankheitsverlauf mitwirken.”? Wahrend die TH17-
Immunabwehr namlich zur Krankheitsentwicklung beitragt, sollen ILC3s (zumindest laut
Mausmodell) die Hauptproduzenten der charakteristischen Zytokine sein, nicht unbedingt die
TH-17-Zellen.”™7#

Aber auch NK-Zellen und ILC1s kénnen bei der Psoriasis von Bedeutung sein. Manche
Autoren stellen ebenfalls eine Anreicherung dieser Zellen fest. Ein moglicher Grund fur den
Zusammenhang konnte die TNF-a-Produktion der Typ-1-ILCs sein. Dieses Zytokin scheint
namlich ebenfalls an der Pathogenese der Psoriasis beteiligt zu sein, da dessen Blockade
therapeutische Wirkung zeigt.”>"” Darliber erfiillen ILCs in der Haut auch andere Funktionen.
Wie schon erwahnt sind ILC2s beispielsweise flir die Wundheilung wichtig. Aber auch ILC3s
scheinen an der Wundheilung der Haut beteiligt zu sein, da sie bei Verletzungen der Dermis
rekrutiert werden und die epidermale Proliferation beeinflussen kénnen.”® Zudem zeigen die
aufgeflihrten Beispiele, dass alle ILC-Klassen in der Haut vertreten sind und ihren eigenen

Anteilen zur Homoostase beitragen.

20



2.5. Plastizitat der ILCs

Wenn man von Subtypen der ILCs und ihren Funktionen spricht, darf jedoch nicht auf3er Acht
gelassen werden, dass die Einteilung dieser Grenzen aufweist. Denn obwohl die ILC-Subtypen
durch bestimmte Charakteristika voneinander abgetrennt werden, kénnen ILCs derselben
Untergruppe wohl unterschiedliche Phanotypen haben, beispielsweise je nach anatomischer
Lage. Das heildt, dass Oberflachenmarker teilweise unterschiedlich oft zu finden sind oder
auch die Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren und Zytokine unterschiedlich stark
ausfallen kann. So fand man in Haut-ILC2s beispielsweise hohere Level von RORa und
GATA3 und eine héhere Amphiregulinproduktion als in ILC2s aus dem Blut. Auch der
Oberflachenmarker CRTH2 wurde vermehrt in den ILC2s der Haut exprimiert.®” Des Weiteren
kann es nach einer Helmintheninfektion beispielsweise zu einer Differenzierung von
intestinalen ILC2s zu IL-25-produzierenden ILC2s kommen. Diese zirkulieren dann im Blut und
kénnen zu entziindeten Bereichen migrieren, anders als residente ILC2s, die auf IL-33
reagieren.”®® |LCs derselben Klasse konnen auch Gene, die charakteristisch fir
unterschiedliche Subgruppen sind, gleichzeitig exprimieren und Zytokine, die fir andere
Subgruppen typisch sind, produzieren. So wurden ILC2s gefunden, die Typ-3-ILC-typische
Gene exprimierten und fahig waren IL-17 auszuschitten.®® Dies ist ein Hinweis dafiir, dass
ILCs derselben Subgruppe sich abhangig vom Gewebe, in dem sie resident sind und den
Einflussen, denen sie unterliegen, in ihren Funktionen bzw. ihrer Aktivitat unterscheiden
kénnen. Auch die Dichte an ILCs und ihre Zusammensetzung kann sich abhangig von der
Korperregion unterscheiden.®” So fanden einige Autoren eine hohere ILC-Gesamtzahl in der
Haut als im Blut’'. Je nach Autor variiert auch der Anteil der einzelnen Gruppen an den
Gesamt-ILCs™"8",

Zusatzlich wurde auch eine gewisse Plastizitat der Zellen beschrieben. Sie scheinen die
Fahigkeit zu besitzen, unter bestimmten Bedingungen ihren Phanotyp bzw. ihre
Zytokinproduktion zu verandern.®® Dies gestaltet die Trennung der einzelnen Gruppen und ihre
Implikationen flr bestimmte Krankheitsbilder weniger eindeutig.

NK-Zellen beispielsweise konnen ILC1-ahnlich werden unter Exposition gegeniiber TGF- 82.
In vitro konnten sich auch ILC3s, die in IL-2 und IL-12 kultiviert wurden, zu ILC1s
differenzieren®. Dies wurde an ILC3s aus dem Intestinaltrakt gezeigt. Aber auch umgekehrt
zeigt sich die Umwandlungsfahigkeit, da sich ILC1s auch wieder in ILC3s zurick
transformieren kénnen unter Einfluss von IL-2, IL-23, IL-18 und RORyt.2* NKp44-negative
ILC3s explizit konnen sich in NKp44*-ILC3s umwandeln oder auch in IFN-y-produzierende
ILC1s8. Letztere Fahigkeit wurde auch den ILC2s zugeschrieben. Die Umwandlung kann
hierbei durch einen Nikotinabusus induziert werden, wodurch IL-12 vermittelt die GATA-3-

Expression in ILC2s herunter reguliert und ein ILC1-ahnlicher Phanotyp angenommen wird,
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was die ILC2s in IFN-y-produzierende Zellen umwandelt.5" Neben IL-12 ist hier auch der
Transkriptionsfaktor T-bet entscheidend®®.

Dies sind nur einzelne Beispiele fur die Plastizitat der innaten lymphoiden Zellen. Sie ist noch
nicht komplett verstanden, zeigt aber, dass die Einteilung der ILCs in Gruppen nicht endgdltig
ist und diese Zellen verschiedenen Umwelteinfliissen ausgesetzt sind. Je nach Mikromilieu
sind Anpassungsmechanismen mdglich. Die gezielte Beeinflussung solcher Umweltfaktoren,
um die Immunabwehr zugunsten einer bestimmten ILC-Gruppe zu verschieben, stellt die

Forschung noch vor Herausforderungen, kénnte aber als méglicher Therapieansatz dienen.

2.6. Aktueller Forschungsstand

Das Vorkommen und die Verteilung der ILC-Gruppen in humaner Haut wurden bisher primar
im Kontext verschiedener Krankheiten, wie der atopischen Dermatitis, untersucht. Die
gesunden Vergleichsproben ergaben dabei unterschiedliche Verteilungen. Insgesamt
scheinen ILCs nur einen kleinen Teil der gesamten Lymphozytenpopulation auszumachen.
Bei einer Untersuchung zur atopischen Dermatitis ergaben die gesunden Hautproben eine
deutliche Dominanz der ILC2s, die ca. zwei Drittel der ILCs in der Haut darstellten, gefolgt von
den ILC1s und ILC3s, die ahnlich oft vorkamen. Diese Verteilung war unter atopischen
Bedingungen anders, was dafurspricht, dass die ILC-Populationen abhangig vom Mikromilieu
bzw. anpassungsfahig an dufere Bedingungen sind.%®

Eine Untersuchung zu ILCs im Kontext von Akne inversa hingegen fand ein anderes Muster.
Dabei zeigten sich die ILC1s mit ca. 63 % als grofdte ILC-Subgruppe, wohingegen die ILC2s
und ILC3s mit jeweils ca. 18 % gleichauf waren.8®

Die Anteile der ILC-Subgruppen in Prozent an den gesamt-ILCs ausgewahlter, bisheriger
Untersuchungen sind in Tabelle 2 dargestellt. Dabei wurde zur besseren Vergleichbarkeit der
Ergebnisse nicht nach NKp-44-Positivitat der ILC3s differenziert und die NK-Zellen nicht
explizit aufgefihrt. Daran sieht man deutlich, wie heterogen die bisherigen Ergebnisse zu
kutanen ILCs sind.

Der Einfluss des Geschlechts und des Alters auf ILCs konnte im Mausmodell an pulmonalen
ILC2s schon gezeigt werden: Die neugeborenen Mause wiesen eine deutlich groRere
pulmonale ILC-Population auf als erwachsene Mause. Zudem fand man in beiden
Altersgruppen mehr ILC2s bei den weiblichen Mausen als bei den mannlichen.®’

Dazu, ob das Geschlecht oder das Alter diese ILC-Populationen in gesunder, humaner Haut
beeinflusst, gibt es bisher keine Daten. In peripherem Blut hingegen wurde zumindest ein
Alterseffekt festgestellt. Im Blut nahm die ILC2-Population, hier die haufigste ILC-Klasse, von
der Kindheit bis zu einem Alter von ca. 30 Jahren ab. Die ILC3s, die zweitgrof3te Population,

nahmen konstant Uber die Lebensspanne ab. Die ILC1s waren in allen Altersgruppen die
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seltenste ILC-Population und waren in ihrem Anteil an Gesamtlymphozyten lber das Alter
hinweg stabil.8

Ob sich die ILCs in der Haut ahnlich verhalten, bleibt offen. Direkt Ubertragbar sind die
Ergebnisse nicht in Anbetracht dessen, dass schon allein die Distribution der ILC-Subgruppen

sich zwischen Blut und Haut unterscheiden kann.%6:86

ILC-Subgruppe ‘ Alkon et al. ‘ Petrasca et el. ‘ Villanova et al.
ILC1 ca. 15 % 63,26 % 27 %
ILC2s ca. 70% 18,27 % 28 %
ILC3 ca. 15% 18,46 % 45 %

Tabelle 2: ILC-Subgruppen-Verteilung in normaler Haut in Prozent von der Gesamt-ILC-
Population ausgewahlter, bisheriger Untersuchungen. Anteil der ILC1s, ILC2s und ILC3s
in Prozent an der Gesamt-ILC-Population in normaler Haut fiir Alkon et al.®®, Petrasca et al.%
und Villanova et al.”".

2.7. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Das Vorkommen und die generelle Verteilung der ILC-Klassen in gesunder, humaner Haut
sowie der mogliche Einfluss des biologischen Geschlechts und des Alters auf die ILC-
Populationen zu erfassen, ist die Zielsetzung dieser Dissertation. Wie schon erwahnt, kommen
ILCs unter anderem in der Haut vor und wurden vor allem im Kontext einiger Hautkrankheiten
erforscht, weniger bei gesunden Patienten. Somit ist ein Ziel und gleichzeitig eine zentrale
Hypothese dieser Arbeit der Nachweis aller ILC-Subtypen in humaner Haut, da nicht in allen
vorher erwahnten Untersuchungen konsistent alle Subtypen in der Haut nachgewiesen
wurden. Ein weiteres Ziel dabei ist die Verteilung der ILC-Subtypen in menschlicher Haut zu
erforschen, da sich die Ergebnisse hierzu bei bisherigen Studien teilweise deutlich
unterscheiden (siehe Tabelle 2).

Da sich generell sowohl geschlechts- als auch altersabhdngige Unterschiede in der
Immunantwort feststellen lassen, liegt es nahe, dass sich diese Unterschiede auch inden ILCs
widerspiegeln kdnnten. So ware eine mogliche Hypothese, dass die zuvor erwahnte hohere
Pravalenz von Autoimmunerkrankungen bei Frauen sich in einer héheren ILC-Zellzahl bei
Frauen gegentber Mannern widerspiegeln kénnte. Eine weitere Annahme ware, dass die
Gesamtzahl der ILCs mit dem Alter abnehmen sollte, da die Immunantwort im Alter insgesamt
abnimmt. Damit ist ein Ziel, zu erforschen, ob Haut-ILCs abhangig vom Geschlecht bzw. Alter
unterschiedlich oft vorkommen und ob eine Interaktion zwischen den beiden Variablen besteht.
DarlUber hinaus wird unabhangig davon auch die Bedeutung der Kdrperregion miterfasst. Da

beispielsweise flir Mastzellen Unterschiede in der Zellzahl zwischen peripheren und
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proximalen Korperregionen festgestellt wurden®, soll kontrolliert werden, ob ein &hnlicher
Effekt fur ILCs vorliegt.

Weiterhin ist die grundlegende Erforschung der ILCs in humaner Haut allgemein ein wichtiger
Schritt, um die Pathogenese verschiedener Hautkrankheiten besser zu verstehen und damit
mdgliche Therapieansatze dieser aufdecken zu kénnen. So konnte unsere Forschungsgruppe
in bisherigen Untersuchungen zeigen, dass ILC1s und NK-Zellen eine wichtige Rolle fiir die
Pathogenlast und LasionsgroRe im Rahmen der kutanen Leishmaniose spielen. ILC1-
defiziente Mause zeigten dabei durch die geringere IFN-y-Produktion, insbesondere im frihen
Infektionsstadium, eine geringere Krankheitskontrolle und damit ausgepragtere, kutane
Lasionen.%® Diese Ergebnisse in humaner Haut zu verifizieren und damit konsekutiv die
Bedeutung der ILC1s fir die Immunantwort und ihr Potenzial in der Behandlung der
Leishmania major Infektion aufzuzeigen stellt ein langfristiges Ziel unserer Forschungsgruppe
dar.

Insgesamt soll diese Dissertation also zu einem besseren Verstandnis der Homobostase der
Haut-ILCs und ihrer Einflussfaktoren beitragen. Dies wirde fur die weitere Forschung
erleichtern, Aussagen Uber krankheitsbedingte Verdanderungen dieser Zellen machen zu

kénnen, und stellt somit einen Baustein der Grundlagenforschung dar.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Instrumente

Instrumente Hersteller

FACS Attune NxT Acoustic Focusing Cytometer Invitrogen by Thermo  Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA

Gefrierschrank -20°C, economic-froster Bosch, Gerlingen, Deutschland

gentleMACS™ Octo Dissociator, Kat.: 130-096- Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
427 Deutschland

Kuhlschrank Liebherr, MediLine, Ochsenhausen,

Deutschland

Mikroskop Primo Star/ Nikon Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Objekttrager (Menzel-Glaser Superfrost) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Pipetgirl INTEGRA  Biosciences, Zizers,
Schweiz

Vortex Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland

Wasserbad PolyScience, Niles, IN, USA

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Zentrifuge Heraeus Megafuge 40R Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

3.1.2. Labormaterialien

Einmal-Biopsiestanze 4 mm, Kat.: 48401 pfm medical, KéIn, Deutschland
INTEGRA  Biosciences, Zizers,

Schweiz

Filter-Pipettenspitzen (0.2-12.,5; 125; 300; 1250 ul)
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Finnpipette Pipette

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Finnpipette Pipettenspitzen

VWR International, Darmstadt,

Deutschland

gentleMACS™ C Tubes, Kat.: 130096334

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Laborpipettenstander (fir 12.5; 125; 300; 1250 pl)

INTEGRA  Biosciences, Zizers,

Schweiz

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld (VWR International),

Darmstadt, Deutschland

Pipette (5; 10; 25 ml)

CELLSTAR Greiner Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland

Petrischale, Kat. 633180

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Reaktionsgefal’ (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rohrchen Cellstar ® 50ml, Kat.: 227261

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Skalpell

pfm medical, KéIn, Deutschland

Zellsieb 70um

Corning Incorporated, Corning, NY,
USA

Zentrifugenréhrchen 15ml, Kat.: 7696714

THGeyer, Renningen, Deutschland

3.1.3. Reagenzien

Aqua dest.

arium SterilePlus (Sartopore 2 150),

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Attune Bleach

Invitrogen by Thermo  Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA

Attune Performance Tracking Beads

Invitrogen by Thermo  Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA
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Attune Wash solution

Life technologies by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA

Attune 1X Focusing Fluid

Life technologies by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA

Attune 1X Shutdown Solution

Invitrogen by Thermo  Fisher

Scientific

DMEM High Glucose w/ L-Glutamine,

w/Sodium Pyruvate

Biowest, Nuaillé, Frankreich

Ethanol 70%

Merck, Darmstadt, Deutschland

FCS

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fixable Viability Dye eF780, Kat.: 423105

Invitrogen by Thermo  Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA

Human TruStain FcX™ (Fc Receptor Blocking
Solution), Kat.:422301

BioLegend, San Diego, CA, USA

PBS Tabletten

Gibco, Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Brilliant Violet 510™ Streptavidin, Kat.: 405234

BioLegend, San Diego, CA, USA

Trypan Blau

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

3.1.4. Fertig-Sets

AbC Total Antibody . AbCTM Total Invitrogen by Thermo
Compensation  Kit, Kat; Compensation Fisher Scientific, Waltham,
A10497 capture beads MA, USA

* Negative beads
Whole Skin *Enzyme A  (lyophilized Miltenyi Biotec, Bergisch

Dissociation Kit, powder)

human, Kat.: 130-101-540
powder)

*Buffer L

Gladbach, Deutschland

*Enzyme D (lyophilized
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3.1.5. Losungen

Lésung

Komposition

1xPBS

1 PBS-Tablette

500ml Aqua dest.

2% FCS-PBS

500ml 1xPBS-L6sung

10ml hiFCS

Antikérper-Mastermix 1

100 ul 1xPBS
1 I Anti-Fc-Blocker

0,1 pl Fixable Viability Dye

Antikérper-Mastermix 2

100 pl 1xPBS

1 ul Anti-Human CD11b BV711,

Konzentration: 100 pg / ml

1 ul Anti-Human CD11c Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

1 ul Anti-Human CD117 APC,
Konzentration: 100 pg / mi

1 pl Anti-Human CD127 (IL-7Ra)
PE/Dazzle 594, Konzentration: 100
Mg / ml

1 ul Anti-Human CD161 BV421,
Konzentration: 100 pg / ml

1 ul Anti-Human CD19 Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

2 pl Anti-Human CD294(CRTHZ2) PE,
Konzentration: 200 pug / ml

1 ul  Anti-Human CD3 Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

1 ul Anti-Human CD336 (NKp44)
PerCP/Cyanine5.5, Konzentration:
50 pug / ml
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1 ul Anti-Human CD4 Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

1 ul Anti-Human CD45 FITC,
Konzentration: 200 ug / ml

1 ul Anti-Human CD56 (NCAM)
PE/Cyanine7, Konzentration: 100 ug

/ ml

1 ul Anti-Human CD8a Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

1 ul Anti-Human FceRla Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

1 ul Anti-Human TCR a/f Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

1 ul Anti-Human TCR y/ & Biotin,

Konzentration: 0.5 mg / ml

Antikorper-Mastermix 3

100 pl 1x PBS

1 Ml Streptavidin BV510,

Konzentration: 0.2 mg / mL

3.1.6. Antikorper

Anti-Human CD11b BV711, Klon ICRF44, Isotyp
Maus IgG1, k, Kat.: 301343

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD11c Biotin, Klon Bu15, Isotyp Maus
IgG1, K, Kat.: 337232

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD117 APC, Klon 104D2, Isotyp Maus
IgG1, K, Kat.: 313205

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD127 (IL-7Ra) PE/Dazzle 594, Klon
A019D5, Isotyp Maus IgG1, k, Kat.: 351335

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD161 BV421, Klon HP-3G10, Isotyp
Maus IgG1, k, Kat.: 339913

BioLegend, San Diego, CA, USA
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Anti-Human CD19 Biotin, Klon HIB19, Isotyp Maus
IgG1, K, Kat.: 302204

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD294(CRTH2) PE, Klon BM16, Isotyp
Rat IgG2b, k, Kat.: 350105

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD3 Biotin, Klon SK7, Isotyp Maus
IgG1, k, Kat.: 344820

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD336 (NKp44) PerCP/Cyanine5.5,
Klon P44-8, Isotyp Maus IgG1, k, Kat.: 325113

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD4 Biotin, Klon SK3, Isotyp Maus
IgG1, K, Kat.: 344610

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD45 FITC, Klon HI30, Isotyp Maus
IgG1, k, Kat.: 304005

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD56 (NCAM) PE/Cyanine7, Klon
HCD56, Isotyp Maus IgG1, k, Kat.: 318317

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human CD8a Biotin, Klon RPA-T8, Isotyp Maus
IgG1, k, Kat.: 301003

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human FceRla Biotin, Klon AER-37 (CRA-1),
Isotyp Maus IgG2b, k, Kat.:

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human TCR a/p Biotin, Klon IP26, Isotyp Maus
IgG1, k, Kat.: 306703

BioLegend, San Diego, CA, USA

Anti-Human TCR y/ d Biotin, Klon B1, Isotyp Maus
IgG1, K, Kat.: 331206

BioLegend, San Diego, CA, USA

3.1.7. Software

Microsoft Excel 16.66.1 fur Mac

Microsoft, Redmond, WA, USA

FACS Software Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

FlowdJo Version 9.9.5 FlowJoTM Software, Ashland, USA

GraphPad Prism Version 9.0 GraphPad Software, San Diego, CA,

USA
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3.1.8. Hautproben

Die humanen Hautproben wurden bei Operationen der Dermatologie und plastischen Chirurgie
der Universitatsklinik Koln, sowie bei Zirkumzisionen in einer Kinderchirurgie-Praxis
gewonnen. Dabei handelte es sich um Gewebereste, die ansonsten verworfen worden waren.
Daher wurden keine Hautproben spezifisch fir die Studie entnommen. Die Verwendung der
Hautproben wurde durch die Ethikkommission genehmigt (Aktenzeichen: 19-1484 2). Es
wurden nur gesunde Hautreste verwertet; eine Probe besteht immer aus Epidermis und
Dermis. Zur Ausstanzung wurden 4-mm-Einmalbiopsiestanzen verwendet. Insgesamt umfasst
die Stichprobe 44 Hautspenden von 23 Frauen und 21 Mannern zwischen zwei und 85 Jahren,
die zwischen 2020 und 2022 gesammelt wurden. Mit allen Teilnehmenden oder ihren
gesetzlichen Vormindern wurde ein Aufklarungsgesprach gefihrt und die schriftliche
Einwilligungserklarung zu BioMaSOTA (Biologische Material Sammlung zur Optimierung
Therapeutischer Ansatze), also zur Spende biologischen Materials, eingeholt. Die Proben
wurden getrennt nach Geschlecht und Alter untersucht (siehe Tabelle 2). Auch wurde die
Korperregion, aus der die einzelnen Hautproben stammen, dokumentiert und angelehnt an
Weber et al. (2003) nach vier Regionen aufgeteilt: Rumpf (n = 15), proximale Extremitaten (n
= 8), distale Extremitaten (n = 14) und Kopf (n = 7).

Alter Frauen Minner >
<40 3 10 13
40-70 12 6 18
>70 8 5 13
2 23 21 44

Tabelle 3: Probenverteilung. Darstellung der Stichprobenverteilung getrennt nach Alter und
Geschlecht, sowie summiert (3). Zu sehen ist die Anzahl der Proben in den jeweiligen

Gruppen.

3.2. Methode

3.2.1. Probenverarbeitung und Zellisolation

Zur Aufbewahrung bzw. fir den Transport der Hautproben wurden den OP-Salen 15-ml-
Réhrchen mit jeweils 10 ml steriler 1xPBS-Lésung bereitgestellt. Die Hautproben wurden
gekuhlt gelagert und mdglichst zeitnah nach Erhalt verarbeitet.

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter der Sterilbank, daher wurde diese vor Beginn der Versuche
mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Alle Materialien, die in die Sterilbank eingebracht wurden,

wurden ebenfalls desinfiziert. Zur Extraktion der ILCs aus der Haut und zur Gewinnung einer
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Einzelzellsuspension wurde das Enzymset ,Skin dissociation Kit, human® von Miltenyi Biotec
verwendet. Vorbereitend wurden die zwei Enzyme A und D aus dem fertigen Enzymset nach
Herstellerangaben mittels Puffer-L aliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Demnach setzte sich
die Verdau-Ldsung flur die Hautproben aus jeweils 435 ul Puffer L, 100 uyl Enzym D und 2,5 pl
Enzym A pro 4-mm-Hautstanze zusammen und wurde kurz vor Gebrauch angefertigt. Die
genannten Komponenten wurden aufgetaut und in einem Miltenyi gentleMACS™ C-Roéhrchen
vermischt. Nach Fertigstellung der Verdau-Losung wurde die Haut aus dem
Aufbewahrungsrohrchen in eine Petrischale mit frischer 1xPBS-Ldsung Uberfihrt und mithilfe
eines Skalpells von Fettgewebe befreit. Die bearbeitete Haut wurde mithilfe einer 4-mm-
Biopsiestanze in eine oder mehrere Proben geschnitten, nochmals mit dem Skalpell
zerkleinert, um den Verdau zu erleichtern, und in eine entsprechende Menge Verdau-Lésung
ins gentleMACS™-Roéhrchen gegeben. Die Probe wurde im verschlossenen Réhrchen fir
mindestens drei Stunden oder Uber Nacht bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Verdau-Reaktion durch Zugabe eines Milliliters
10%iger FCS-DMEM-L6sung abgestoppt. Anschlieend wurde die Hautprobe im
gentleMACS™ Dissociatior mittels des Programms ,h_skin“ homogenisiert. Die entstandene
Zellsuspension wurde durch einen 70-um-Filter in ein 50-ml-Falcon-Réhrchen Uberfihrt. Das
zuvor benutzte gentleMACS™-Roéhrchen wurde mit weiteren 4 ml 10%iger FCS-DMEM-
Lésung ausgewaschen und diese ebenso durch das Zellsieb in das 50-ml-Falcon-Rdhrchen
gegeben. Die 5 ml Zelllésung wurde dann bei 300 g, 4 °C flir 10 Min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mittels einer 1-ml-Pipette abgesaugt und gesondert verworfen. Der
Bodensatz wurde in einem Milliliter 1xPBS resuspendiert und in ein 1,5-ml-Eppendorfer-

Reaktionsgefald gegeben. Dieses wurde bis zum nachsten Schritt auf Eis gestellt.

3.2.2. Zellzéhlung
Vor der Weiterverarbeitung wurden 10 pl dieser Zellldsung entnommen und mit 10 pl
Trypanblau in einem Verhaltnis von 1:2 vermischt. Zur Zellzahlung wurde die Neubauer-
Kammer verwendet. Dazu wurde das Deckglaschen fachgerecht auf die Kammer gelegt,
sodass die Newtonschen Ringe zu sehen waren und jeweils 10 pl der Zell-/Trypanblau-L6sung
in eine Kammer pipettiert wurde. Danach wurden die Trypanblau-negativen, also noch
lebenden Zellen unterm Mikroskop mittels der Neubauer-Kammer gezahlt (siehe Abbildung 2)
und die gesamte Zellzahl fir die Hautprobe daraufhin errechnet. Die Anzahl der lebenden
Zellen wurde dabei zunachst fir einen Quadranten (rot umkreist, links oben in Abbildung 2)
ausgezahlt. Fur Zellen, die sich auf den Grenzlinien der kleineren Quadranten befinden, muss
man sich jeweils fur eine Linie rechts oder links und oben oder unten entscheiden. In diesem
Fall wurden die Zellen auf der linken und oberen Begrenzung dem kleinen Quadranten
zugeordnet, wie rechts oben in rot (Abb. 2) dargestellt. Um die Zellzahl pro ml zu errechnen,
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wird die Anzahl der Zellen in den vier grof3en Quadranten durch die Anzahl der Quadranten
geteilt, mit der Verdinnung durch Trypanblau multipliziert, was in diesem Fall zwei war, dann

mit dem Kammerfaktor 10* und mit dem Gesamtvolumen (1) multipliziert.
1 2

3 4
Abbildung 2: Neubauer-Zahlkammer. Verandert nach

http://zaehlkammer.de/deutsch/neubauer.improved.html. Die vier Quadranten sind

nummeriert, Quadrant 1 rot umkreist. Rechts in rot sind die Grenzen gezeigt, die bei den

kleinen Quadranten jeweils mitgezahlt werden.

3.2.3. Zellfarbung

Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit wurden drei Antikdrper-Mastermixe flr die spatere
Farbung angemischt. Beim Erstellen wurde jeder Antikdrperbehalter vor der Benutzung
vortexed und kurz abzentrifugiert. Fir den ersten Antikdrper-Mastermix wurden 1 pul eines Fc-
Rezeptor-Blockers in einem Verdinnungsverhaltnis von 1:100 und 0,1 ul Fixable Viability Dye,
einem Lebend-/Tot-Marker, in einem Verhaltnis von 1:1000 in 100 yl 1xPBS geldst. Der zweite
Mastermix enthielt alle Biotin- und Fluorophor-konjugierten  Antikdrper. Das
Verdinnungsverhaltnis war fur alle 1:100, aul3er fir den CRTH2-Antikorper, der im Verhaltnis
1:50 gemischt wurde. Also kamen 2 ul anti-CRTH2 und jeweils 1 ul der anderen Antikdrper zu
100 pl 2%igem FCS-PBS. Der dritte Mastermix bestand aus 1 ul Streptavidin BV510 in 100 pl
2%igem FCS-PBS (1:100 Verdinnung). Dieses bindet an Biotin und damit an die Biotin-
konjugierten Antikdrper. Alle Antikdrpermischungen wurden bis zum Gebrauch lichtgeschitzt
bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Die auf Eis gestellte Zellsuspension wurde wahrend des Zahlvorgangs bei 4000 g, 8 °C fir 10
Min. zentrifugiert. Der Uberstand der zentrifugierten Zellen wurde verworfen und dann mit dem
ersten Mastermix resuspendiert und unter Lichtschutz fir 45 Min. bei 4°C im Kihlschrank
inkubiert. Nach 45 Min. wurde die Farbung durch Zugabe von 1 ml 2%igem FCS-PBS
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abgestoppt und erneut bei 4000 g, 8 °C fir 10 Min. zentrifugiert. Nach Abwurf des Uberstandes
wurde der entstandene Bodensatz mit dem zweiten Mastermix in Suspension gebracht und
wieder abgedunkelt fir 30 Min. in den Kuhlschrank gestellt. Die Farbung wurde erneut mit 1
ml 2%igem FCS-PBS gestoppt, das Ganze bei 4000 g, 8 °C fur 10 Min. zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen mit dem letzten Mastermix resuspendiert. Die Inkubation
erfolgte 20 Min. lang abgedunkelt bei 4°C im Kuhlschrank. Die Farbung wird mit einem Milliliter
2% FCS PBS abgestoppt und wie vorher zentrifugiert, wobei der Uberstand nach der

Zentrifugation verworfen wurde.

3.24. FACS

Der Ubrig gebliebene Bodensatz wurde in 200 pl FCS-PBS aufgenommen, mit 250 ul Focusing
Fluid verdinnt und in ein FACS-Rohrchen uberfuhrt. Schliellich wurde die Probe in das FACS
eingelesen und die Messungen des Durchflusszytometers als ,Facs-File* exportiert.

Far alle Proben wurde dieselbe Kompensation verwendet, die mittels Kompensationsperlen
des ,AbC Total Antibody Compensation Kit* von Thermo Fisher Scientific ermittelt wurde,
sodass eine maoglichst geringe Interferenz der Farbstoffe mit anderen Laserkanalen erzielt
wurde. Die Kanale des Durchflusszytometers mit ihren Wellenlangen und den entsprechenden

Fluorophoren, die in sie hineinstrahlen, sind in Abbildung 4 dargestellt.

Attune Kanal Wellenlinge Fluorophor ILC-Marker Verdiinnung

BL1 blau 488nm  [s30/30 CD45 100
590/40

BL3 695/40 PerCP-Cy5.5 NKpdd 100

YLA gelb-griin 561 nm 58516 PE CRTH2 50

YL2 620115 PE-TR/PE-Dazzle59 CD127 100
695/40 PE-Cy5.5

L4 780/60 CD56 100

RL1 rot CD117 100

RL2

RL3 780/60 Viability Dye 1000

VL1 violett 440/50 CD161 100

VL2 512/25 Amcyan/BV510 lineage 100
603/48 BV605

VL4 710/50 BV711 CD11b 100

Abbildung 3: FACS-Kaniale. Die Abbildung zeigt die Laserkandle des FACS und die
Wellenlangen, die in sie hineinstreuen. Daneben sind die Fluorophore der jeweiligen
Wellenlangen aufgefiihrt, die ILC-Marker, mit denen die Fluorophore konjugiert sind, sowie die

eingesetzte Verdinnung.

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte mit FlowJo Version 9.9.5 und die

Populationen der entsprechenden Zelllinien wurden anhand ihrer Oberflachenmarker
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bestimmt. Das Gating in FlowJo, also die Bestimmung der Populationsgrenzen der
untersuchten Zellen, erfolgte in Anlehnung an die Strategie von Villanova et al.”* und war fiir
alle Proben gleich (siehe Abbildung 6). Dabei wurde grundsatzlich bei einem Vorkommen in
Hohe der dritten Potenz das Vorkommen eines Oberflachenmarkers als positiv gewertet. Je
nach Verteilung der Zellen im Punktwolkendiagramm wurden die Grenzen des Gatings
angepasst, sodass sie die dichtesten Zellansammlungen als wahrscheinlichste Zellpopulation
eingegrenzt wurden, wie dies auch in anderen Untersuchungen zu ILCs der Fall war.”":
Abbildung 5 zeigt die fur die Identifizierung verwendeten Oberflachenmarker der einzelnen
ILCs."6

NK-Zellen Lebensfahige Lin- CD45+ CD127+/- | CD161+/- | CRTH2- | CD117- NKp44- | CD56+
ILC1 Lebensfdhige Lin- CD45+ CD127+ CD161+ CRTH2- | CD117- NKp44- | CD56-
ILC2 Lebensfahige Lin- CD45+ CD127+ CD161+ CRTH2+ | CD117+/- | NKp44- | CD56-

NKp44+ ILC3 | Lebensfdhige Lin- CD45+ CD127+ CD161+ CRTH2- | CD117+ NKp44+ | CD56+/-

NKp44-ILC3 | Lebensfahige Lin- CD45+ CD127+ CD161+ CRTH2- | CD117- NKp44- | CD56+/-

Abbildung 4: ILC-Oberflachenmarker. Gezeigt sind die Oberflachenmarker, nach denen die
Populationen bei der Durchflusszytometrie bestimmt wurden. Ein Plus steht fir das

Vorhandensein, ein Minus fiir das Fehlen eines Markers. Lin-, Zellliniennegativ.

In Abbildung 5 ist die Gating Strategie beispielhaft an einer jungen, weiblichen Probe
dargestellt. Dabei wurde wie folgt vorgegangen:

1. Zunachst wurden beim Gating Dubletten ausgeschlossen, indem die Zellen nach
Seitenstreulicht (Side Scatter Area, SSC-A) und vorwarts gestreutem Licht (Forward
Scatter Area, FSC-A) und nach der Breite des gestreuten Lichtes (FSC-W, Forward
Scatter Width) aufgetragen wurden (Abbildung 5, die ersten zwei Diagramme).

2. ILCs werden als lebensfahige, CD45-positive und zellliniennegative Zellen
charakterisiert. Die Zelllinienmarker (Lin.) sind charakteristisch fur andere
Leukozytenpopulationen®' und werden daher ausgeschlossen (Abbildung 5, drittes
Diagramm). Sie umfassen die Oberflachenmarker CD3, CD19, CD8, CD4, FceR1,
CD11c, TCRyS und TCRap."67181

3. Alle lebenden, CD45* Zellen, also alle Leukozyten, wurden rausgesucht und danach
getrennt, ob sie positiv flr Zelllinienmarker und CD127 sind. (Abbildung 5, viertes

Diagramm)
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Die zellliniennegativen und CD127-positiven Zellen wurden dann nach ihrer
Expression des CD161 unterteilt (Abbildung 5, fiinftes Diagramm)

Die Lin-, CD127*-, CD161*-Population wurde aufgeteilt in CRTH2-positive und
negative Zellen (Abbildung 5, sechstes Diagramm).

Die Lin-, CD127*-, CD161*-, CRTH2*-, CD117*"-Population entspricht den ILC2s
(Abbildung 5, siebtes Diagramm).

Die CRTH2-negative Population wurde auf CD117-und NKp44-Vorkommen
untersucht. Die Lin-, CD127*-, CD161"-, CRTH2-, CD117*-Population wurde nach
Fehlen bzw. Vorhandensein des NKp44 aufgeteilt und entsprach damit den NKp44 -
ILC3s und NKp44*-ILC3s (Abbildung 5, achtes Diagramm).

Die Lin-, CD127*-, CD161*-, CRTH2-, CD117-Population hingegen wurde nach dem
Vorkommen des CD56 unterteilt (Abbildung 5, neuntes Diagramm). Die CD56-
negative Population reprasentiert dabei die ILC1s (Lin", CD127*, CD161", CRTHZ2",
CD117-, NKp44-, CD56°). CD56-positive Zellen entsprechen in diesem Schritt den
NK-Zellen. Das ist die Lin-, CD127*-, CD161"-, CRTH2-, CD117-, NKp44~-, CD56"-
NK-Zellpopulation. Da den NK-Zellen aber, wie aus Abbildung 4 hervor geht, die
Marker CD127 und CD161 auch fehlen kénnen, zweigt die Ermittlung der NK-
Zellpopulation schon bei den Lin-negativen Zellen (Abbildung 5, das gré3ere Gate im
vierten Diagramm) ab und wird aus der Lin-, CD127*"-Population bestimmt. NK-
Zellen sind damit Lin*-, CD127*"-, CD161*--, CRTH2-, CD117"-, NKp44~-, CD56*-

Zellen.
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Abbildung 5: Gating-Strategie fiir ILCs in gesunder, humaner Haut. Reprasentative
Gating-Stategie fir humane ILCs. ILCs wurden als CD45*-, Zellinien-negative (CD3, CD19,
CD8, CD4, FceR1, CD11c, TCRy3 und TCRap) Zellen charakterisiert. (FSCA, Forward Scatter
Area; FSCW, Forward Scatter Width; SSCA, Side Scatter Area, Lin.; Zelllinien-Marker)
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3.2.5. Statistische Auswertung

Die Auswertung der Zellzahlen wurde von FlowJo in Excel Ubertragen. Die totalen Zellzahlen
wurden dabei immer pro 8-mm-Stanzbiopsie berechnet. Die deskriptive Statistik umfasste das
Minimum und Maximum, das arithmetische Mittel, die Standardabweichung und den
Standfehler. Die anschlieRende statistische Auswertung erfolgte mittels Prism 9.0. Um die
Ergebnisse auszuwerten, wurden aufgrund der fehlenden Normalverteilung non-
parametrische Verfahren gewahlt: Fir Vergleiche zwischen zwei unabhangigen Gruppen der
Mann-Whitney-U-Test und flr Vergleiche zwischen mehr als zwei unabhangigen Gruppen der
Kruskal-Wallis-Test. AnschlieRende paarweise Vergleiche der einzelnen Gruppen erfolgten
aufgrund der explorativen Natur der Arbeit mittels unkorrigiertem Dunn’s-Test flr multiple

Vergleiche. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft.
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4. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse fir alle Proben in totalen Zellzahlen, immer bezogen auf
eine 8-mm-Stanzbiopsie, dargestellt. In Klammern werden das arithmetische Mittel (M) und
der Standardfehler angegeben, berechnet aus den totalen Zellzahlen der jeweiligen Gruppe,

ebenfalls pro 8-mm-Stanzbiopsie.

4.1. Gesamtzellzahlen der Hautproben

Zunachst sind in Abbildung 6 die totalen Zellzahlen - pro Stanzbiospie- aller Proben dargestellt.
Dabei wurden die Gesamtzellzahlen getrennt nach Alter (Abbildung 6a), Geschlecht
(Abbildung 6b) und beidem in Kombination (Abbildung 6¢) verglichen und die Unterschiede
mittels Mann-Whitney-U-Test fir Vergleiche zweier Gruppen und Kruskal-Wallis-Test flr
multiple Vergleiche auf statistische Signifikanz gepruft.

Die jlingste Altersgruppe (96,6 + 17,3 x 10%) zeigt im Vergleich zu den 40-70-Jahrigen (37,0 +
10,6 x 10%) und den Uber 70-Jahrigen (31,2 + 8,8 x 10%) im Durchschnitt hohere
Gesamtzellzahlen in den Hautproben (Abbildung 6a, **p < 0,01).

Im Geschlechtsvergleich weisen die Manner (74,0 + 13,0 x 10*) hohere Gesamtzellzahlen auf
als die Frauen (33,6 + 8,8 x 10%) (Abbildung 6c, **p < 0,01).

Betrachtet man die Zellpopulationen aufgeteilt nach Alter und Geschlecht (Abbildung 6c¢), so
verfligen die jungen, mannlichen Proben (116,1 £ 17,9 x 10%) Uiber die groRte Zellpopulation
im Vergleich zu allen anderen Gruppen: sie verfligen Uber mehr lebende Zellen, als die mittel
alten (37,3 + 14,9 x 10%, *p < 0,05) und alten (34,1 + 10,5 x 10*, *p < 0,05) mannlichen Proben,
wie auch die mittelalten (36,9 + 14,5 x 10* **p < 0,05) und alten (29,4 + 13,3 x 10* ***p <
0,001) weiblichen Proben. Nur verglichen mit den jungen, weiblichen Proben (31,8 £ 14,9 x

10%) zeigt sich kein signifikanter Unterschied, auch wenn deskriptiv ein Trend zu erkennen ist.
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Abbildung 6: Gesamtzellzahlen in den humanen Hautproben. Totale Anzahl an Zellen pro
8-mm-Stanzbiopsie humaner Hautproben (n = 23 Frauen, n = 21 Manner) abhangig vom a)
Alter, b) Geschlecht und c) beiden Variablen kombiniert. Die statistische Auswertung erfolgte
bei mehr als zwei Gruppen a) ¢) mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-
Test fur multiple Vergleiche. Der Vergleich der b) Geschlechter erfolgte mittels Mann-Whitney-
U-Test. Die Kreise reprasentieren die individuellen Werte und die Balken den Mittelwert +
SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (SEM, Standardfehler des Mittelwerts).

4.2. CDA45*-Zellen in der Haut

Um zu Uberprifen, ob die Frequenz der Leukozyten allgemein, sprich der CD45-positiven
Zellen, abhangig vom Alter oder Geschlecht variiert und diese potenzielle Schwankungen in
den ILCs erklaren kénnten, wurden die totalen Zellzahlen der CD45+ Zellen pro 8-mm-
Stanzbiopsie fur alle Proben einmal nur nach Alter (Abbildung 7a) und einmal nur nach
Geschlecht (Abbildung 7b) aufgeteilt und mittels Kruskal-Wallis-und Mann-Whitney-U-Tests
die Effekte von Alter und Geschlecht auf statistische Signifikanz geprift. Auch ein kombinierter
Effekt von Alter und Geschlecht wurde untersucht (Abbildung 7c). Ein alleiniger Effekt des
Alters auf CD45-positive Zellen konnte nicht sicher gezeigt werden. Es scheint, als ware die
Anzahl besagter Zellen in der unter-40-jahrigen Gruppe hoher (9,3 + 2,1 x 10%) als in den
anderen zwei Gruppen (M(40-70) = 5,5 + 1,4 x 10*; M(>70) = 4,4 + 1,0 x 10%). Jedoch erreicht
dieser deskriptive Unterschied keine statistische Signifikanz. Das Geschlecht hingegen wies
einen signifikanten Einfluss beim zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test auf (Abbildung 7b, *p <
0,05); die mannlichen Hautproben wiesen mehr CD45*-Zellen auf (6,9 + 1,5 x10%) als die
weiblichen (4,1 + 1,5 x 10*). Kombiniert konnte nur innerhalb der jungen Altersgruppe (unter
40) ein signifikanter Unterschied zwischen den weiblichen (0,6 + 0,4 x 10%) und mannlichen
(11,9 = 2,0 x 10%) Proben festgestellt werden (Abbildung 7c, **p < 0,01), mit deutlich mehr
CD45*-Zellen unter den jungen, mannlichen Proben. Innerhalb der weiblichen Proben konnten
keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden, deskriptiv scheint die Tendenz mit dem Alter

steigend zu sein: die Zellzahlen der jlingsten Gruppe (M(<40) = 0,6 + 0,4 x10%) waren im Mittel
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am geringsten und die der tUber 70-Jahrigen (M(>70) = 5,6 + 3,2 x10*) am hochsten, wahrend
die Gruppe mittleren Alters (M(40-70) = 4,0 + 2,0 x10*) dazwischen lag.

Die Manner zeigten in ihrer jlingsten Altersgruppe (6,9 = 1,5 x 10%) signifikant mehr CD45*-
Zellen als in den anderen beiden Altersgruppen (Abbildung 7c, *p < 0,05), jedoch fand sich
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der mittleren (2,5 *+ 1,4 x 10%) und altesten
(2,4 £ 1,2 x 10%) Gruppe.
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Abbildung 7: CD45*-Zellen in humaner Haut. Anzahl an CD45"-Zellen pro 8-mm-
Stanzbiopsie humaner Hautproben (n = 23 Frauen, n = 21 Manner) abhangig vom a) Alter, b)
Geschlecht und c) beiden Variablen kombiniert. Die statistische Auswertung erfolgte bei mehr
als zwei Gruppen a) c¢) mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test fir
multiple Vergleiche. Der Vergleich der b) Geschlechter erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
Die Kreise reprasentieren die individuellen Werte und die Balken den Mittelwert £SEM. *p <
0,05, **p < 0,01. (SEM, Standardfehler des Mittelwertes).

4.3. ILCs in humaner Haut

Um zu zeigen, dass alle ILC-Klassen in humaner Haut vertreten sind und die Verteilung dieser
im gesunden Hautgewebe zu ermitteln, wurden die ILC-Subgruppen fir alle Hautproben (N =
44) gemeinsam aufgetragen in totaler Zellzahl pro 8-mm-Stanzbiospie (Abbildung 8). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (****p < 0,0001), gefolgt vom
unkorrigierten Dunn’s-Test flir multiple Vergleiche. Dabei waren die ILC2s (2,0 + 1,0 x 10%)
und die ILC1s (0,8 * 1,2 x 10 3) signifikant haufiger in den Hautproben zu finden als die NK-
Zellen (0,3 £0,1 x 10%; ****p < 0,0001) und die NKp44*-ILC3s (0,3+0,1 x 103; ***p<0.001) sowie
NKp44-ILC3s (0,240,1 x 10%; ****p < 0.0001). Zwischen den ILC2s und ILC1s zeigte sich kein
signifikanter Unterschied, auch wenn deskriptiv die ILC2s die gréfite ILC-Population in der
Haut ausmachen. Zwischen den Typ-3-ILCs und den NK-Zellen konnte ebenfalls kein

signifikanter Unterschied im Vorkommen ermittelt werden. So kamen also die ILC1s und ILC2s
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in den Hautproben signifikant haufiger vor als die NK-Zellen und ILC3s. Alle ILC-Typen waren

in der Haut vertreten.
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Abbildung 8: ILC Populationen in der Haut. Verteilung der ILC-Typen in allen humanen
Hauptproben (N = 44) pro 8-mm-Biopsiestanze. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Kruskal-Wallis-Test (**p < 0,01), gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test flir multiple
Vergleiche. Die Kreise reprasentieren die individuellen Werte und die Balken den Mittelwert
+ SEM. ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

4.3.1. ILCs abhangig vom Alter und Geschlecht

Nachdem alle ILC-Subtypen in der Haut identifiziert werden konnten, wurden die totalen
Zellzahlen abhangig vom Alter und Geschlecht mittels Kruskal-Wallis-Test analysiert
(Abbildung 9). Die Typ-1-ILCs wurden dabei getrennt nach NK-Zellen und ILC1s betrachtet.
Bei den NK-Zellen (Abbildung 9a) konnte nur bei den mannlichen Proben ein Effekt des Alters
auf die Zellzahl festgestellt werden; die Haut der unter-40-Jahrigen wies signifikant (**p < 0,01)
mehr NK-Zellen (4,9 + 1,7 x 10?) auf als die der zwei &lteren Gruppen. Zwischen der mittleren
(0,2 + 0,1 x 10%) und &ltesten (0,1 + 0,1 x10%) Gruppe konnte kein Unterschied festgestellt
werden. Generell waren die Zellzahlen der NK-Zellen in diesen zwei Gruppen sehr gering
ausgepragt. Gleiches gilt fur die weiblichen Hautproben; auch hier waren die Populationen
sehr klein mit Werten nahe Null bei der jiingsten (M = 0,1 + 0,1 x 102) und mittleren (M = 0,2 +
0,1 x 10?) Altersgruppe und etwas hoheren Werten bei der altesten Gruppe (M = 3,8 + 3,6 x
102). Zwischen den Altersstufen konnte bei ihnen kein statistisch signifikanter Unterschied

festgestellt werden. Zwischen den weiblichen und mannlichen Proben wurde nur bei den unter-
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40-Jahrigen ein signifikanter Unterschied ermittelt: die jungen, mannlichen Proben zeigten
eine deutlich grélRere NK-Zellpopulation als die jungen, weiblichen Proben (**p < 0,01).

Far die ILC1s konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen festgestellt werden (Abbildung 9b), weder zwischen den
Geschlechtern noch den verschiedenen Altersstufen. Unter den mannlichen Hautproben sieht
es so aus, als wurden die unter 40-Jahrigen eine grélere ILC1-Population haben (15,1 £ 4,7
x 10%) als die Alteren (M(40-70) = 3,1 + 1,8 x 102, M(>70) = 5,4 + 3,8 x 10?). Auch ist die totale
ILC1-Zellzahl der jungen Manner im Schnitt hoher als die der jungen Frauen (1,9 + 1,4 x 10?),
aber diese Unterschiede erreichen keine statistische Signifikanz.

Unter den ILC2s konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Effekte des Alters oder
Geschlechts ermittelt werden (Abbildung 9c). Es sieht so aus, als kdnne man bei den Frauen
mit steigendem Alter auch eine leicht steigende ILC2-Zellzahl beobachten, wobei die unter-
40-Jahrigen (M = 0,1 £ 0,1 x 10%) und 40- bis 70-Jahrigen (M = 0,8 + 0,4 x 10%) jeweils eine
sehr kleine Zellpopulation aufweisen und die Uber-70-Jahrigen (M =1,7 + 1,4 x 10°) eine etwas
grolere; signifikant ist der Anstieg aber nicht. Unter den Mannern lasst sich auch deskriptiv
kein Trend erkennen.

Die ILC3s wurden getrennt nach NKp44-positiven und -negativen Zellen (Abbildung 9d-e). Die
NKp44*-ILC3-Populationen waren unter den Frauen in allen Altersstufen ahnlich gering
ausgepragt (Abbildung 9d): die junge Gruppe (M =0,1 + 0,1 x102?), die mittlere (M = 0,8 + 0,4
x10%) und die alteste (M = 0,4 + 0,2 x 10%) zeigen keine signifikanten Unterschiede
untereinander. Anders als bei den Frauen konnte bei den jungen Mannern eine statistisch
signifikant (**P < 0,01) groRere Zellpopulation (9,1 + 2,2 x 10?) festgestellt werden als bei der
mittleren (0,4 + 0,2 x 10?) und altesten (1,0 + 0,9 x 10?) Gruppe. Auch ist die junge, mannliche
NKp44*-ILC3-Population signifikant gréer (**p < 0,01) als die der jungen Frauen (0,1 £ 0,1 x
102). Unter den anderen Altersgruppen konnten keine geschlechtsspezifischen Effekte gezeigt
werden. Das gleiche Muster wurde auch bei den NKp44-negativen ILC3s beobachtet
(Abbildung 9e): die jingsten, mannlichen Hautproben wiesen signifikant hdhere Zellzahlen auf
(6,0 £ 1,8 x 10?), als die 40- bis 70-jahrigen (0,7 = 0,6 x 102, ***p < 0,001) und die lber-70-
jahrigen Manner (1,6 + 1,4 x 10%; *p < 0,05), sowie auch als die unter-40-jahrigen Frauen (0,1
+ 0,1 x 10% *p < 0,05). Unter den restlichen Gruppen konnten auch hier keine bedeutenden

Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 9: Alters- und geschlechtsabhangige Verteilung der ILC-Gruppen. Die Anzahl
an a) NK-Zellen, b) ILC1s, c) ILC2s, d) NKp44*-ILC3s e) NKp44-ILC3s abhangig des Alters
(junger als 40, zwischen 40 und 70, 70 aufwarts) und Geschlechts (Frauen @; Manner &) in
humanen Hautproben von n = 23 Frauen und n = 21 Mannern. Die Kreise reprasentieren die
individuellen Werte und die Balken den Mittelwert + SEM. Der Kruskal-Wallis-Test wurde zur
statistischen Auswertung genutzt, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test fir multiple
Vergleiche. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (SEM, Standardfehler des Mittelwertes).
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4.3.2. ILC-Subgruppen anteilig an Gesamt-ILCs

Um die Proportionen der einzelnen ILC-Subgruppen an der gesamten ILC-Population besser
zu visualisieren, sind in Abbildung 10 die durchschnittlichen, prozentualen Anteile der ILC-
Gruppen dargestellt. Dazu wurde fiir jede Probe anhand der totalen Zellzahlen pro 8-mm-
Stanzbiopsie der prozentuelle Anteil jeder ILC-Subgruppe an der gesamten ILC-Population
dieser Probe berechnet und fir jede untersuchte Gruppe das arithmetische Mittel dieser
prozentuellen Anteile sowie der Standardfehler bestimmt und als Kreisdiagramm dargestellt
(siehe Beschriftung der Diagramme, Abbildung 10). Dies wurde Uber alle Proben hinweg
durchgefiihrt (n = 44), getrennt nur nach Alter (n(jung) =13; n(mittelalt) = 18; n(alt) = 13), nur
nach Geschlecht (n(w) = 23, n(m) = 21) und getrennt nach Alter und Geschlecht in
Kombination. Diese Darstellung dient der leichteren Erkennung eventueller, deskriptiv
beobachteter Trends in der Distribution der ILC-Klassen.

Zuerst werden die ILC-Populationen aller Proben dargestellt (Abbildung 10.7). Dabei fallt auf,
dass die ILC2 (44,3 £ 26,3 %) die grofte Zellpopulation in der Haut darstellen, gefolgt von den
ILC1s (36,9 + 24.0 %). Die NKp44-positiven ILC3s (8,7 + 9,5 %) sind an dritter Stelle etwas
zahlreicher als die NKp44-negativen ILC3s (6,4 £ 8,1 %). Die kleinste Population stellen die
NK-Zellen (3,8 + 4,7 %) dar.

Wenn man die weiblichen und mannlichen Proben einander gegenuberstellt (Abbildung 10.2),
unabhangig vom Alter, so sieht es aus, als hatten Frauen anteilig mehr ILC1s (40,0 £ 24,8 %)
und ILC2s (45,9 + 24,6 %), wohingegen bei den Mannern die NK-Zellen (4,9 + 5,2 %) und die
NKp44-positiven (11,4 + 11,1%) sowie die NKp44-negativen ILC3s (7,7 £ 8,2 %) einen
gréReren Anteil der Gesamt-ILCs ausmachen und die einzelnen Anteile héher als bei den
Frauen sind.

Wenn man unabhangig vom Geschlecht nur die verschiedenen Altersgruppen betrachtet
(Abbildung 10.3), so fallen auf den ersten Blick die hoheren Anteile der NKp44*-ILC3s (15,7
10,9 %) und NKp44--ILC3s (10,4 + 7,8 %) sowie der NK-Zellen (7,1 £ 5,5 %) in der jungsten
Gruppe im Vergleich zu der mittleren (M(NK-Zellen) = 2,1 + 2,2 %; M(NKp44*-ILC3) = 6,5
8,4 %; M(NKp44--ILC3s) = 3,6 + 5,1 %) und altesten (M(NK-Zellen) = 2,9 + 5,2 %; M(NKp44*-
ILC3) = 4,7 £ 5,6 %; M(NKp44-ILC3s) = 6,1 + 10,4 %) Gruppe auf. Auch macht es den
Eindruck, als wirde dafiir mit steigendem Alter vor allem die ILC2-Population in ihrem Anteil
zunehmen - mit ca. einem Drittel bei den Jungsten (M = 32,9 £ 18,2 %), knapp unter der Halfte
in der mittleren Altersgruppe (M = 44,4 + 25,5 %) bis hin zu Uber der Halfte aller ILCs in der
altesten Gruppe (M =55,3 £ 30,8 %).

Schaut man sich die Proben getrennt nach Geschlecht und fir jede der drei Altersgruppen
einzeln an (Abbildung 10.4), so fallen die grof3ten Unterschiede zwischen Mannern und Frauen
in der Gruppe der unter-40-Jahrigen auf. Es scheint, dass die NK-Zellen (8,9 + 4,8 %) und die
NKp44*-ILC3s (19,1 £ 9,7 %) sowie die NKp44~-ILC3s (12,1 + 7,7 %) bei den Mannern einen
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sichtbar groeren Anteil an der Gesamtheit der ILCs ausmachen als bei den Frauen (M(NK-
Zellen) = 0,9 £ 1,5 %; M(NKp44*-ILC3) = 4,2 + 5,1 %; M(NKp44™-ILC3s) = 4,7 + 6,2 %). Dies
ist in den alteren Gruppen nicht mehr ersichtlich. Bei den Mannern steigt der ILC2-Anteil
prozentual mit dem Alter, mit Anteilen von ca. einem Drittel bei der jungen Kohorte (30,6 +
12,7 %) und der mittleren Altersstufe (50,6 + 31,3 %) im Vergleich zur altesten Gruppe mit
uber der Halfte der ILC2s (56,2 £ 42,2 %), wahrend die drei ILC-Subgruppen, die ohnehin
seltener in der Haut zu finden sind, die NKp44+*-, NKp44~-ILC3s und die NK-Zellen, in der
jungsten Gruppe haufiger zu finden sind, als in den beiden alteren. Bei den Frauen ist dieser
Trend weniger ersichtlich; da sieht es hingegen aus, als wirde vor allem die ILC1-Population
prozentual schrumpfen mit Anteilen um die Halfte der ILC1s in der jungen (49,5 + 23,7 %) und
mittleren Altersgruppe (44,5 + 26,3 %) und unter einem Dirittel in der altesten (29,7 £ 22,3 %).
Jedoch sind dies alles keine statistisch signifikanten Trends und kénnen nur Anhaltspunkte fir

mdgliche Entwicklungen geben.
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Abbildung 10: Anteile der ILC-Subgruppen am Gesamtpool der ILCs variiert mit dem
Alter und Geschlecht. Die Kreisdiagramme zeigen die durchschnittliche ILC-Verteilung in

Prozent an der totalen ILC-Zellzahl als Mittelwert + SEM fir alle Hautproben gesammelt (1)

Geschlecht

und aufgeteilt jeweils nur nach Geschlecht (2; Frauen @, Manner &) oder Alter (3; jinger als
40, zwischen 40 und 70, 70 aufwarts) und beides in Kombination (4). (SEM, Standardfehler
des Mittelwertes).

4.4. Ganzkorperkartierung der ILCs

Um zu untersuchen, ob auch andere Einflussfaktoren eine Rolle bei der Zellzahl spielen,
wurden alle Proben (N = 44) hinsichtlich des Entnahmeortes aufgetrennt. Dabei wurden
angelehnt an Weber et al. (2003) nach vier Koérperregionen eingeteilt: Rumpf (n = 15),
proximale Extremitaten, also Oberarm, Oberschenkel (n = 8), distale Extremitaten, sprich ab
Unterarm, Unterschenkel sowie Anhangsgebilde (n = 14) und Kopf (n = 7). Dies wurde sowohl

fur CD45-positive Zellen (Abbildung 11a), also alle Lymphozyten generell, gemacht, als auch
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fur alle ILCs (Abbildung 11b), fir die ILC-Subgruppen (Abbildung 11c-g), sowie fiir alle ILCs
getrennt nach Geschlecht (Abbildung 11h). Auch hier wurden die totalen Zellzahlen pro 8-mm-
Stanzbiopsie aufgetragen und mittels Kruskal-Wallis-Test die Korperregionen miteinander
verglichen.

Fir die CD45*-Zellen (Abbildung 11a) zeigte sich eine signifikant hdhere Zellzahl (**P < 0,01)
an distalen Teilen der Extremitaten (10,4 + 2,2 x 10%) als an den proximalen Extremitaten (1,5
+ 0,7 x 10%) oder am Rumpf (3,1 + 1,6 x 10%). Zwar waren im Mittel auch mehr CD45*-Zellen
an distalen Extremitaten zu finden als am Kopf (5,1 £+ 1,7 x 10%), dieser Unterschied erreichte
jedoch keine statistische Signifikanz.

Das gleiche Muster zeigte sich bei den ILCs (Abbildung 11b): Die distalen Extremitaten wiesen
eine hohere Anzahl an ILCs (4,8 + 1,3 x 10%) auf als die proximalen Extremitaten (0,8 + 0,4
x103, **p < 0,01) und der Rumpf (1,6 + 0,8 x 103, *p < 0,05). Kein Unterschied konnte zwischen
den distalen Extremitaten und dem Kopf (7,7 + 6,0 x 10°) festgestellt werden. Im Mittel kommen
mehr ILCs im Kopfbereich vor als an den proximalen Extremitdten oder am Rumpf, dieser
Unterschied erreicht aber keine statistische Signifikanz.

Schaut man sich die einzelnen ILC-Typen an, zeigt sich dieses Muster so nur bei den NKp44-
-ILC3s. Auch hier wiesen die distalen Extremitaten hohere Zellzahlen (4 + 1 x 102 Zellen, *p <
0,05) als die proximalen Extremitaten (0.3 + 0.2 x 102 Zellen) und der Rumpf (0.8 + 0.4 x 102
Zellen) auf. Fir die NKp44*-ILC3s war nur der Unterschied zwischen der Kategorie distale
Extremitaten mit 7 + 2 x102 Zellen (**p < 0,001) und Rumpf mit 0.6 + 0.3 x 102 Zellen
signifikant. Dasselbe Muster gilt fiir die ILC2s mit 2 + 0.8 x 10® Zellen (*p < 0,05) im Bereich
der distalen Extremitaten und 0.6 + 0.3 x 103 Zellen am Rumpf. Einzig fir die NK-Zellen war
die Zellzahl an den distalen Extremitaten (6 + 2 x 102, **p < 0,01) im Vergleich zum Kopf (0.2
+ 0.08 x 10?) signifikant hoher. Im Vergleich zum Rumpf (0.2 + 0.08 x 102) war auch hier die
Zellzahl im Bereich der distalen Extremitaten hoher (**p < 0,01).

Wenn man neben den Kdérperregionen zusatzlich nach Geschlecht aufteilt (Abbildung 11h) und
die ILC-Zellzahlen der einzelnen Regionen bei Frauen (n(Rumpf) = 11, n(proximale
Extremitaten) = 6, n(distale Extremitaten) = 3, n(Kopf) = 4) und Mannern (n(Rumpf) = 5,
n(proximale Extremitaten) = 2, n(distale Extremitaten) = 11, n(Kopf) = 3) gegenuberstellt, so
zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Es konnte kein Effekt

des Geschlechts oder der Kérperregion festgestellt werden.
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Abbildung 11: Ganzkoérper-Oberflachenkartierung der ILCs. Oberflachenkartierung der a)
Lymphozyten, charakterisiert als CD45*-Zellen, b) aller ILCs, c-g) der ILC-Subgruppen und h)
aller ILCs getrennt fir n = 23 Frauen und n = 21 Manner. Pro Kérperregion (Rumpf, proximale
Extremitaten, distale Extremitaten, Kopf) wurden a-g) 7 bis 15 Proben, beziehungsweise h)
zwei bis elf Proben analysiert und die Anzahl der Zellen als Mittelwert + SEM dargestellt. Die
Kreise reprasentieren die individuellen Werte in totalen Zellzahlen. Zur Auswertung wurde der
Kruskal-Wallis Test eingesetzt, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test fir multiple Vergleiche.
*p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (SEM, Standardfehler des Mittelwertes).
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5. Diskussion

Um die Rolle der ILCs in der angeborenen Immunabwehr und damit in der Entstehung sowie
Bekampfung verschiedener Hautkrankheiten besser zu verstehen, braucht es ein
umfangreiches Wissen Uber ihre Dynamiken und potenzielle Einflussfaktoren auf diese. Zwei
solcher Faktoren wurden in der vorliegenden Arbeit fiir kutane ILCs untersucht: das Alter und
das biologische Geschlecht. Sie sollen die ErschlieBung von Alters- und
Geschlechtserscheinungen bei der Entstehung bzw. Bekampfung verschiedener
Hautkrankheiten ermdéglichen und damit einen Ausgangspunkt fir die Therapieanpassung

darstellen.

5.1. Haufigkeit und Verteilung der ILCs

Insgesamt machte die ILC-Gesamtpopulation nur einen geringen Teil des gesamten CD45*-
Zellpools aus. Dies war auch bei anderen Autoren der Fall, wie z. B. bei Alkon et al., bei denen
die ILCs nur einem Anteil von ca. 0,02 % des Leukozyten-Pools entsprachen. Die Zellzahlen
waren dort so gering, dass sie in 6-mm-Stanzbiospien kaum zu detektieren waren und die
Verteilung der ILC-Subpopulationen erst bei groReren Hautlappen von ungefahr 10 x 10 cm?
erfasst werden konnten.% In dieser Untersuchung wurde mit 8-mm-Stanzbiospien gearbeitet,
doch trotz des geringen Anteils der ILCs konnten hier alle Subgruppen in der Haut identifiziert
werden.

Auch wurde in diesem Fall fur die erste ILC-Klasse nach ILC1s und NK-Zellen getrennt
geschaut, und so konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen in geringen Mengen auch in der
Haut vorkommen, wenngleich sie eigentlich hauptsachlich im Blut zirkulieren und nicht
geweberesident sind. In dieser Untersuchung stellten die ILC1s und ILC2s mit Abstand die
beiden gréRten Populationen dar, wohingegen die ILC3s jeweils ungefahr knapp ein Zehntel
darstellten und die NK-Zellen keine 5 % erreichten. Dies stimmt teilweise mit bisheriger
Forschung Uberein. Bei einer Untersuchung waren die ILC2s am haufigsten zu finden, aber
dafiir kamen die ILC1s und ILC3s etwa gleich haufig vor.%¢ In einem anderen Fall waren zu
zwei Dritteln der Zellen ILC1s zu finden, wahrend die ILC2s und ILC3s ahnlich haufig
vorkamen®. Bei Brliggen et al. hingegen machten die ILC1s den GroBteil der ILCs aus, gefolgt
von den ILC3s und einer kaum vorhandenen ILC2-Population®'. Villanova et al. wiederum
verzeichneten einen Anteil von ca. 44 % an NKp44-ILC3s und nur 1 % an NKp44*-ILC3s,
wahrend ILC1s und ILC2s jeweils 27 bzw. 28% der ILCS bildeten.”! Diese Studien brachten
also fur Normalhaut jeweils unterschiedliche Verteilungsmuster. Zudem wurden sie, wie alle
vergleichbaren Studien, im Kontext verschiedener Pathologien durchgefihrt und die
Stichproben der gesunden Haut zum Vergleich waren in den Fallen oft relativ gering: Bei Alkon

et al. waren es 12 Normalhaut-Proben®®, bei Briiggen et al. zehn®', bei Villanova et al. neun”
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und bei Petresca et al. nur drei®. Somit ist zumindest flr die allgemeine Distribution unsere
Stichprobe mit 44 Probanden reprasentativer. Ahnliche Daten zu muriner Haut sind schwierig
zu finden und auch nur bedingt vergleichbar. Bei Untersuchungen an der Maus werden oft nur
spezifische ILC-Subtypen in der Haut angeschaut, z.B. ILC2s bei der atopischen Dermatitis®®.
Auch werden nicht zwingend alle Subtypen in Mausehaut identifiziert: So wurden teilweise nur
ILC2s und ILC3s, nicht aber ILC1s in Maushaut beschrieben®, weswegen der Fokus hier vor
allem auf den Vergleich mit anderen Untersuchungen an humaner Haut gelegt wird.

Wenn man die Verteilung der ILCs in der Haut mit der im peripheren Blut vergleicht, so ergibt
sich ebenfalls nicht dasselbe Muster. Zwar stellten bei Darboe et al. auch die ILC2s die gréfite
Population dar, dafiir waren ILC1s aber sehr selten zu finden.® Allerdings wirde man hier
auch keine deckungsgleiche Verteilung erwarten aufgrund der unterschiedlichen
Gewebeherkunft sowie Studien, die sowohl Blut als auch Haut untersuchten und zu
unterschiedlichen ILC-Verteilungen gelangten.®® Auch ist der Anteil von ILCs an CD45-
positiven Zellen in der Haut und im Blut unterschiedlich: Bei Alkon et al. beispielsweise war
der Anteil der ILCs an der CD45"-Zellpopulation in der Haut gréRer als im Blut, zusatzlich zu
der unterschiedlichen Verteilung der Subpopulationen zwischen peripherem Blut und der

Haut.%6

5.1.1. CD45%-Zellen abhangig vom Alter und Geschlecht

Wenn man nur die CD45*-Zellen betrachtet, so konnte kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Altersgruppen festgestellt werden, aber ein Effekt des Alters war zu ermitteln,
mit einer héheren CD45*-Haufigkeit unter den Mannern. Dies kénnte eine Verzerrung durch
die jungen, mannlichen Hautproben darstellen, da es mehr mannliche als weibliche junge
Probanden gab und die Frauen in diesem Vergleich dadurch eher durch &ltere Proben
reprasentiert wurden, die generell weniger Zellen lieferten. Dieser Geschlechtseinfluss kdnnte
also eventuell auf die Schrumpfung des Lymphozyten-Pools mit dem Alter zuriickzufiihren
sein, die allgemein beschrieben wird®. Dieser Alterseffekt ist bei dieser Stichprobe, wenn man
unabhangig vom Geschlecht schaut, jedoch nicht zu sehen, was wiederum gegen diese
Theorie sprechen wirde. Es kénnte aber auch sein, dass der Alterseffekt hier aufgrund einer
nicht ausreichend grof3en Stichprobe oder zu grof3er Varianz unter den Proben ausbleibt.
Wenn man sich die CD45*-Zellen getrennt nach Alter und Geschlecht anschaut, so bestand
nur innerhalb der jingsten Gruppen ein signifikanter Unterschied zwischen Frauen und
Mannern und innerhalb der mannlichen Probanden einer zwischen der jlingsten Gruppe und
den zwei alteren jeweils.

Dieses Muster war auch bei den NK-Zellen und ILC3s zu beobachten. Da das fur ILC1s und

ILC2s aber nicht der Fall war, ist es unwahrscheinlich, dass sich die Unterschiede zwischen
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den ILC-Klassen auf Unterschiede in der Leukozyten-Zahl zurlickflihren lassen, sondern eher

die Effekte der CD45*-Zellen von Unterschieden in den ILC-Populationen herriihren.

5.1.2. ILC-Homoostase abhdangig vom Alter und Geschlecht
Wie schon erwadhnt wurde bei NK-Zellen, NKp44*-und NKp44-ILC3s also ein
Geschlechtsunterschied nur fiir die jingste Gruppe und ein Alterseffekt nur bei den Mannern
festgestellt werden. Dieser war nicht kontinuierlich fur alle drei Altersgruppen, sondern nur fir
die jungste im Vergleich zu den zwei alteren Gruppen feststellbar. Dies kdnnte zum Beispiel
damit erklarbar sein, dass der Einfluss des Alters auf kutane ILCs ab einer gewissen
Altersgrenze stagniert, so wie das bei peripheren Blut-ILC2s der Fall ist; geht man jedoch nach
den ILC3s im Blut, wirde man einen stetigen Abfall in der Zellzahl erwarten®.
Die Tatsache, dass ein solcher Einfluss des Alters bei den Frauen nicht feststellbar war, kdnnte
zum einen daran liegen, dass die Stichprobe der jungen Frauen (n = 3) kleiner als die der
Manner (n = 10) war und daher keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Zum anderen
kénnte es sein, dass die Altersgrenze, bis zu der ein Unterschied besteht, geringer als 40 ist.
Die jungen weiblichen Proben waren namlich alle Gber 20, wohingegen die jungen mannlichen
Hautspenden aufgrund der Natur der Proben, da es sich um Zirkumzisionsgewebe handelte,
von unter 12-Jahrigen stammen. Auch kénnte dies erklaren, warum nur unter der jungen
Stichprobe ein Geschlechtseinfluss verzeichnet wurde. Allerdings kann das Ergebnis nicht
komplett durch die unterschiedliche Stichprobengréfle und das Durchschnittsalter innerhalb
der Alterskategorie erklart werden, da man ansonsten dasselbe Muster auch fiir die ILC1s und
ILC2s hatte verzeichnen mussen. Fur diese ILC-Subgruppen wurden allerdings keine
signifikanten Alters- oder Geschlechtsunterschiede festgestellt werden. Dies konnte ein
Hinweis daflr sein, dass diese ILC-Gruppen weniger dem Einfluss besagter Faktoren
unterliegen. Aber es konnte auch an den teilweise kleinen Stichproben pro
Kombinationskategorie beider Faktoren und einer hoheren Varianz liegen. Eine hdhere
Stichprobengréfie hatte eventuell zu einer geringeren Varianz und damit eher zu signifikanten
Ergebnissen gefuhrt. Eventuell missten die Probanden in weiteren Untersuchungen nach
Alter gepaart werden, um Ungleichheiten entgegenzuwirken und klarere Ergebnisse zu liefern.
Dies war aufgrund der mangelnden Verflugbarkeit von Hautspenden hier nicht mdglich.
Da ILCs dem Einfluss von Hormonen unterliegen und die Expression dieser wiederum sowohl
abhangig vom Alter als auch vom Geschlecht variiert, ist ein Einfluss beider Faktoren auf die
ILCs anzunehmen. Der Einfluss von Geschlechtshormonen auf ILCs wurde beispielsweise flir
NK-Zellen gut erforscht. Natirliche Killerzellen exprimieren unter anderem ERa, einen
Ostrogenrezeptor. Ostrogene kénnen so die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen erhdhen,
ohne die Anzahl der Zellen zu verandern.’™ Damit kdnnte in diesem Fall die ausbleibende
Veranderung der NK-Zellzahl bei den Frauen verschiedener Altersgruppen teilweise erklarbar
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sein: zwar haben Ostrogene einen Effekt auf NK-Zellen, aber mehr auf ihre Funktion und
weniger auf die Zellzahl. Testosteron hingegen inhibiert die Aktivitat von NK-Zellen®! und geht
generell mit geringeren Mengen an proinflammatorischen Markern einher, wirkt also
entziindungshemmend®®3, Demnach sind erniedrigte Testosteronspiegel in Mannern mit
hoheren NK-Zellzahlen vergesellschaftet®*. So hatte man erwartet, dass die NK-Zellzahl bei
den alteren Mannern héher sein misste als bei jingeren. Der Einfluss des Testosterons bietet
hier keinen Erklarungsansatz fir die Ergebnisse.

Der Era-Ostrogenrezeptor wurde auch bei uterinen ILC2s entdeckt. Diese waren, anders als
beispielsweise pulmonale ILC2s, durch den Ostrogenspiegel beeinflussbar.®® Auch Androgene
spielen fir die ILC2-Homobostase eine Rolle. Eine geringere Anzahl an ILC2s in der Lunge
mannlicher Individuen wurde mit deren Androgenproduktion in Verbindung gebracht.
Verantwortlich fir den Unterschied soll der inhibierende Einfluss der Androgene auf
Progenitorzellen der ILC2s sein, der (ber Androgenrezeptoren (AR) vermittelt wird. Demnach
verhindern Androgene die Differenzierung der ILC2s aus Vorlauferzellen des Knochenmarks.
Somit unterscheiden sich die Geschlechtshormonrezeptoren nicht nur nach ILC-Subtyp,
sondern auch nach Gewebeherkunft. So unterliegen ILCs zwar generell hormonellen
Einflissen, aber speziell in der Haut sind sie nicht zwangslaufig vergleichbar mit anderen
Geweben. Fehlende geschlechtsspezifische Einflisse auf die ILC-Populationen kdnnten durch
das eventuelle Fehlen hormonspezifischer Rezeptoren auf kutanen ILCs bzw. einzelner ILC-
Subgruppen zurickzufihren sein. Die Hormonrezeptorexpression der ILCs bleibt noch

Gegenstand aktueller Forschung.

5.1.3. Ganzkorper-Kartierung der ILCs
Dariber hinaus wurden sowohl CD45*-Zellen als auch ILCs signifikant haufiger in der Haut
der distalen Extremitaten als der der proximalen Extremitdten oder des Rumpfes gefunden.
Betrachtet man die Verteilung der einzelnen ILC-Subgruppen separat, zeigt sich bei allen —
mit Ausnahme der ILC1s — ein ahnliches Muster. Die ILC1s sind die einzige ILC-Klasse, bei
der keine signifikanten Unterschiede in der Zellverteilung in Abhangigkeit von der
Entnahmestelle festgestellt wurden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Entnahmestelle
keinen generellen Einfluss auf ILCs oder Leukozyten im Allgemeinen hat und stattdessen eine
funktionelle Verteilung vorliegt. Alternativ kdnnte die hohe Variabilitat der ILC1-Zellverteilung
bei der gegebenen Probenzahl dazu flihren, dass ein madglicher Trend statistisch nicht
signifikant wird. Bemerkenswert ist, dass die naturlichen Killerzellen die einzige Subgruppe
sind, bei der die Zellzahl in den distalen Extremitaten signifikant hoher war als im Kopfbereich.
Hier war die Zellanzahl am Kopf so gering, dass dieser Unterschied signifikant wurde. Ob dies
eine funktionelle Bedeutung hat und ob NK-Zellen generell seltener im Kopfbereich
vorkommen, bleibt unklar. Ein wiederkehrendes Muster zeigt sich bei allen ILC-Subgruppen
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mit signifikanten Zellzahlunterschieden in Abhangigkeit vom Entnahmeort: Die hochsten
Zellzahlen finden sich stets in den distalen Extremitaten, und zwar stets im Vergleich zum
Rumpf und teilweise auch zu anderen Korperregionen. Offen bleibt, inwieweit die Zellzahl
graduell von distal nach proximal abnimmt. Dennoch Iasst sich — mit Ausnahme der ILC1 — bei
allen anderen ILC-Gruppen sowie den Leukozyten zumindest ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Endpunkten des disto-proximalen Spektrums feststellen.

Dieses Muster, dass die Zellhaufigkeit einen Gradienten von distal nach proximal aufweist,
entspricht auch dem der Mastzellen in der Haut®. Da dies fiir CD45*-Zellen sowie fiir ILCs der
Fall ist, ist es nicht mdglich zu sagen, ob es ein reiner Effekt der Korperstelle auf die ILCs ist
oder ein Effekt auf Leukozyten allgemein. Diese Beobachtung koénnte allerdings ein
beitragender Faktor sein, warum die jungen mannlichen Hautproben in einzelnen Gruppen
mehr ILCs vorwiesen als die jungen weiblichen: wahrend die weiblichen Proben sowohl von
proximalen als auch distalen Korperstellen entnommen wurden, waren die jungen mannlichen
Proben alle den distalen Extremitaten zugeordnet. So kdnnte die teilweise hdhere Zellzahl der
ILCs, aber auch der CD45*-Zellen in der jingsten mannlichen Gruppe erklarbar sein. Aber
auch hier bleibt fraglich, warum dieser Effekt dann nicht fiir die ILC1s und ILC2s besteht; somit
stellt auch dies keine hinreichende Erklarung fir die Ergebnismuster dar.

Einen moglichen Faktor fir die unterschiedliche Verteilung kdnnte auch das Hautmikrobiom
darstellen. An Mausen konnte demonstriert werden, dass ILCs in der Haut Uber epitheliale
Signale rekrutiert und aufrechterhalten werden und ihrerseits tber ihre Zytokinproduktion die
Aktivitat von Talgdriisen an Haarfollikeln regulieren kénnen, was wiederum die Homdostase
des Hautmikrobioms beeinflusst. *

Insgesamt ist es aufgrund der vielen Einflussfaktoren und Wechselwirkungen zwischen ILCs
und anderen Zellen und Botenstoffen plausibel anzunehmen, dass die Verteilung der Haut-
ILCs Trends folgen koénnte, so wie sie beispielsweise auch innerhalb der Hautschichten eine
unterschiedliche Verteilung aufweisen. ILCs scheinen demnach vor allem in der oberen
Dermis, nahe der Epidermis, resident zu sein. Dartiber hinaus wurde auch eine Nahe zu T-
Lymphozyten festgestellt. ' Dementsprechend lage es nahe, dass die Verteilung der ILCs in
der Haut zum Teil ihren Kommunikationspartnern folgt, was erklaren wiirde, warum der hier
gefundene Gradient sowohl auf die ILCs als auch auf die Lymphozyten generell zutrifft. Ein
solcher Effekt ist auch in anderen Geweben zu beobachten: im Intestinaltrakt z. B. sind ILC2s
in direkter Nahe zu cholinergen Neuronen zu finden, die Neuromedin U sezernieren, welches
der Kommunikation zwischen ILCs und dem enterischen Nervensystem dient®”. So muss die
Tatsache, dass der Gradient in der Zellzahl sowohl fir ILCs als auch fiir die gesamte
Lymphozytenzahl besteht, nicht heillen, dass es keinen isolierten Effekt der Korperregion auf
die ILCs gibt. Es kdnnte auch als Ausdruck der Kommunikation der Immunzellen untereinander

zu werten sein, wie z. B. im Lungengewebe von Mausen, wo die ILC2s im Rahmen einer
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allergischen Reaktion wohl essentiell fiir die Rekrutierung von TH2-Zellen sind®. Weiterhin
kénnte es auch Ausdruck ahnlicher Funktionen der Zellen sein, wie beispielsweise die
funktionelle Ahnlichkeit zwischen ILCs und T-Helferzellen, die anfangs beschrieben wurde. Sie
entkoppelt voneinander zu betrachten, wirde den variablen, komplizierten

Kommunikationspfaden der ILCs nicht gerecht werden.

5.1.4. ILC-Homoéstase in der Haut und ihre Implikationen
Insgesamt waren alle ILC-Untergruppen in der Haut zu finden. Uber alle Proben hinweg
machten ILC2s mit ca. 44 % und ILC1s mit ca. 37 % den Hauptteil der kutanen ILCs aus,
gefolgt von den NKp44*-ILC3s mit ca. 9 %, den NKp44™-ILC3s mit ca. 6 % und den NK-Zellen
mit ca. 4 %. Signifikante Unterschiede in den Zellzahlen waren nur bei den NK-Zellen und
ILC3s zu verzeichnen. Ein Alterseffekt konnte nur unter den mannlichen Hautproben zwischen
der jungsten und den jeweils alteren Gruppen festgestellt werden, wobei die junge Gruppe
mehr NK-Zellen und ILC3s aufwies. Ein Effekt des Geschlechts wurde jeweils nur zwischen
der juingsten weiblichen und der jlngsten mannlichen Gruppe festgestellt. Auch hier
verzeichneten die jungen mannlichen Proben hdhere Zellzahlen. Unabhangig davon kamen
ILCs insgesamt haufiger in der Haut distaler Extremitdten vor, als dies fiir proximale
Extremitaten oder den Rumpf der Fall war. Dies legt einen Gradienten der Zellverteilung von
distal nach proximal fallend nahe.
Es konnten also fir einige Untergruppen signifikante Unterschiede gezeigt werden, auch wenn
kein einheitlicher Effekt Gber alle Gruppen hinweg festgestellt werden konnte. Dies gibt Grund
zur Annahme, dass das Alter und das Geschlecht zumindest eine Rolle bei der Hombostase
der kutanen, humanen ILCs spielen, wenn auch die Richtung des Effekts noch nicht vollig klar
ist. Zudem wurde bei der Zellzahl ein gewisser distal/proximaler Gradient fur die ILCs
festgestellt, wodurch auch die Hautregion wichtig fir die Betrachtung der ILC-Verteilung ist.
Weitere Erforschung ware nétig, um diese Wechselwirkungen besser zu verstehen. Erst dann
koénnten z. B. sicher Parallelen zu Geschlechtsunterschieden in Krankheitsbildern gezogen
werden.
Die Ergebnisse dieser Studie liefern Hinweise fir eine mogliche Erklarung dafur, warum z. B.
Manner generell einen ausgepragteren Krankheitsverlauf der Psoriasis zeigen als Frauen,
gemessen unter anderem am Ausmal} der Hautlasionen, dem Grad der Schuppung und des
Erythems®. Denn zumindest in der jlingsten Altersgruppe konnte hier gezeigt werden, dass bei
den Mannern eine groRere Anzahl an NKp44*-ILC3s zu finden war. Da vor allem die NKp44*-
Zellen 1L-17 produzieren, das grundlegend am Krankheitsverlauf der Psoriasis beteiligt ist’2
und in der Haut von Psoriasis-Patienten eine Anreicherung von NKp44*-ILC3s festgestellt
wurde’!, konnte also diese Subpopulation der ILCs mitverantwortlich sein fiir die Dichotomie
in der Schwere der Erkrankung zwischen Frauen und Mannern. Doch nicht nur die Zellzahl
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der ILCs kdnnte fur Unterschiede in Krankheitsverlaufen verantwortlich sein. Auch die Aktivitat
der Zellen spielt eine Rolle. So kdnnte eine unterschiedliche Zellaktivitat und folglich die
Zytokinausschuttung der ILCs abhangig vom Alter oder Geschlecht einen Erklarungsansatz
fur Unterschiede in der Krankheitsaktivitat bieten, ohne dass sich dies in der Zellzahl
widerspiegeln muss. So wurde beispielsweise gezeigt, dass sich die ILC2s im murinen
Lungengewebe neugeborener Mause nicht nur in ihrer Anzahl, sondern auch in ihrer
Zytokinfreisetzung von denen der adulten Mause unterscheiden®. Da ILC2s im
Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen wie dem Asthma bronchiale stehen, ware hier
beispielsweise ein mdglicher Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen
Zytokinausschittung und dem vorwiegenden Auftreten dieser Erkrankung im Kindesalter
denkbar®. Solche Effekte waren auch im Rahmen des Lupus erythematosus denkbar. Hier
tragt die Produktion von IFN-Gamma zur Erkrankung bei, unter anderem produziert von Typ-
1-ILCs. Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen findet sich dabei auch eine Dichotomie
zwischen den Geschlechtern; Frauen sind deutlich anfalliger dafir am Lupus erythematosus
zu erkranken.” Ein Unterschied in der Zellzahl der ILC1s konnte bisher nicht festgestellt
werden, aber vielleicht konnte auch hier ein Unterschied in der Zellaktivitat bestehen.

Bezlglich des Alters wurde hier zwar nur fir die NK-Zellen und ILC3s eine Abnahme der
Zellzahl verzeichnet, dennoch ware dies vereinbar mit der generellen Abnahme des
Lymphozytenpools im Alter. Dass dies zudem nur bei Mannern signifikant war, kénnte als
Hinweis fur einen geschlechtsabhangigen Alterseffekt gewertet werden. Dies wird in Bezug
auf die geringere Lebenserwartung von Mannern im Vergleich zu Frauen erforscht und es wird
vermutet, dass unter anderem Unterschiede in den Immunmechanismen dazu beitragen.%°
Solche potenziellen Zusammenhange zu untersuchen, soll das Ziel weiterfiihrender

Forschung sein.

5.2. Limitationen

Die Implikationen dieser Arbeit werden, wie schon aufgefiihrt, in gewissem Male limitiert durch
den Umfang der Stichprobe. Wahrend 44 Proben fur die Verteilung der ILC-Klassen in der
Haut im Allgemeinen eine groRere Anzahl an Probanden darstellt als in vielen vergleichbaren
Studien zu ILCs in der Haut (wie oben aufgefuhrt), so sind die Gruppengrélen nach
Geschlecht und Alter getrennt teilweise klein; die kleinste Gruppe, die der unter-40-jahrigen
Frauen, besteht aus nur drei Proben. Aufgrund der Verfligbarkeit der Hautspenden variieren
die GruppengréfRen stark: in der kleinsten Gruppe sind es drei und 12 in der umfangreichsten.
Die StichprobengréfRe wirkt sich auf die statistische Auswertung aus, da hohere
Streuungsraten unter den Proben es erschweren, Effekte zu finden. Auch die Auswahl des
statistischen Testverfahrens wird dadurch beeinflusst. Daher wurden hier aufgrund der

Voraussetzungen nonparametrische Verfahren gewahlt, die eine geringere Teststarke
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aufweisen. Generell ist von einer gewissen Streuung bei biologischen Merkmalen
auszugehen, was eine ausreichende StichprobengréfRe notwendig macht. Auch spielt bei der
statistischen Signifikanz die EffektgroBe eine Rolle. Kleine Effekte sind schwieriger zu
ermitteln, bendétigen groRere Stichproben, um signifikant zu werden. So kdnnten deskriptive
Unterschiede bei dieser Studie, wie z. B., dass Uber alle Proben hinweg gemittelt die ILC2s
am haufigsten vorkamen, durchaus auf reale Trends in der Population hinweisen. Damit diese
aber statistisch signifikante Effekte erzielen, waren gréfliere Stichproben nétig. Hinzu kommt
der ohnehin geringe Anteil der ILCs an den Gesamtleukozyten und die damit einhergehenden,
geringen totalen Zellzahlen, die die Detektion der Zellen selbst sowie potenzieller Effekte
erschweren. Je geringer die Anzahl der Proben pro Gruppe ist, desto weniger lassen sich auch
mdgliche Einflisse der Krankheitsgeschichte der einzelnen Probanden randomisieren.

Zwar wurde nur gesunde Haut untersucht, dennoch kann ein mdglicher Zusammenhang der
ILC-Populationen z. B. mit eventuellen systemischen Krankheiten nicht ausgeschlossen
werden. So wie beispielsweise bei Psoriasis-Patienten auch in nicht betroffenen Hautregionen
Unterschiede in den ILC-Populationen im Vergleich zu Haut von gesunden Vergleichsproben
vorlagen, kdnnten systemische Entzindungen eventuell auch bei Hautproben dieser Studie
eine Rolle bei den Haut-ILCs gespielt haben. Dies ist bei den Hautproben aus der
Kinderchirurgie und der plastischen Chirurgie weniger wahrscheinlich. Bei den Hautproben
aus der Dermatologie handelte es sich jedoch bei einigen um gesundes Tumorrandgewebe.
Man kann nicht sicher ausschlieen, dass dies nicht eventuell auch Auswirkungen auf die
umliegende Haut hatte. Insgesamt kdnnten mehr Proben solche potenziellen systematischen
Fehler noch besser ausschlief3en.

Darliber hinaus besteht aufgrund der Natur der Proben trotz gleicher, vorher festgelegter
Altersstufen in den jungen Gruppen, wie schon erwahnt, eine gewisse Diskrepanz im Alter der
jungen mannlichen und weiblichen Hautproben. Da innerhalb der zwei Jahre der
Probengewinnung keine jungen, mannlichen Proben gewonnen werden konnten, musste auf
die Kinderchirurgie ausgewichen werden. So sind die jungen mannlichen Proben alle jinger
als die weiblichen. Wenn das Alter also nicht Uber die Lebensspanne hinweg, sondern z. B.
nur bis zur Pubertat eine Rolle fiir die Entwicklung der ILCs spielen sollte, ware eine andere
Aufteilung der Altersgruppen notwendig. Noch genauer ware es, wenn man Proben nach Alter
paaren wirde; dies war aufgrund mangelnder Hautspenden jedoch leider nicht mdglich. Da z.
B. fiir die ILC3s im Blut ein stetiger Abfall in der Zellpopulation vernehmbar war und bei
Mausen z. B. auch nach jungen und adulten Mausen fir ILC2s in der Lunge Unterschiede
festgestellt wurden, sollte sich diese Arbeit ebenfalls mit der gesamten Lebensspanne
beschaftigen und deswegen wurde eine Unterscheidung zwischen jungem, mittlerem und

hohem Alter gewahlt.
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Da wir auch einen Einfluss des Entnahmeortes auf die totalen ILC-Zahlen feststellen konnten,
wére es eine Uberlegung wert, Proben ebenso nach Entnahmeort zu paaren. Aufgrund der
teilweise geringen GruppengroRen konnte der Entnahmeort ebenfalls Einfluss auf die
Ergebnisse haben.

Hinzu kommt, dass die Haut nach der Entnahme schnell verarbeitet werden muss, damit die
ILCs nicht absterben. Trotz genauer Instruktionen an die OP-Teams kann nicht
ausgeschlossen werden, dass den Umstanden geschuldet nicht doch mal mehr, mal weniger
Zeit verging, bevor die Hautstiicke in PBS-Lésung gelagert wurden und somit das Uberleben
der Zellen sich zwischen den Proben unterschied. Die Bedingungen der Probengewinnung
kénnten somit noch weiter optimiert werden. Ein systematischer Fehler war hier nicht
erkennbar, es kdnnte aber im Einzelfall zu einer geringeren Zellausbeute gefiihrt haben. Auch
kénnen durch die enzymatische Aufarbeitung des Gewebes Oberflachenmolekile angegriffen
werden, wodurch diese nicht mehr durch Antikérper anfarbbar sind und damit auch nicht
mittels FACS erfassbar. So kann es zu einer Verzerrung der tatsachlichen Zellausbeute
kommen.

Eine weitere Limitation dieser Studie weniger speziell, sondern allgemein der
Interpretierbarkeit der Ergebnisse und der Ubertragbarkeit der Anteile der ILC-Subtypen auf
ihre méglichen Zusammenhange mit Krankheitsverlaufen stellt die einleitend beschriebene
Plastizitat dieser Zellgruppe dar. Denn auch wenn eine gewisse Verteilung feststellbar ist, ist
diese nicht starr, sondern dynamisch und anpassbar. Es kann nicht allein von der
Ausgangsverteilung der ILCs ohne weiteres auf ihren Beitrag zu bestimmten Vorgangen im
Korper geschlossen werden. Beispielsweise kénnen ILC2s unter bestimmten Umstanden zu
IL-17-produzierenden Zellen werden'™. Wenn also auf eine IL-17-getriebene
Entzindungsreaktion geschaut wird, konnen unter den ILCs nicht nur die ILC3s beteiligt sein,
sondern auch ILC2s kénnten zur Inflammation durch IL-17 beitragen. So kdénnte der Beitrag
der ILCs zum Krankheitsgeschehen gréf3er sein, als es die Gréfle nur einer Subgruppe
vermuten lieRe. Die genauen Vorgange der Plastizitdt oder wie sehr die Fahigkeit zur
Plastizitat eventuell mit Faktoren wie Alter und Geschlecht zusammenhangt, ist noch nicht
ausreichend geklart. Diese Dynamiken miissen aber bei der Interpretation der ILC-Verteilung
und ihrer Bedeutung bedacht werden.

Einige Autoren legen eine mogliche Redundanz der ILCs nahe. ILCs seien demnach
gegebenenfalls nicht notwendig fir das Immunsystem, solange T- und B-Zellen funktionieren.
In Patienten mit einem schweren kombinierten Immundefekt (SCID) nach allogener
Stammzelltransplantation wurde gezeigt, dass sich die ILC-Population fast nicht erholt,
dennoch keine nennenswert erhOhte Krankheitsanfalligkeit der Patienten im spateren Verlauf
festgestellt werden konnte. Das sprache daflir, dass sie nicht notwendig flr eine adaquate

Immunabwehr sind.™" Dennoch widerspricht dies nicht dem, dass sie bei Vorhandensein
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trotzdem eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr spielen kdnnen, sei es auch nur als
Modulator, wie einleitend bereits beispielhaft aufgefihrt. Da ILCs als angeborene
Komponenten des Immunsystems als erstes auf Pathogene und Anderungen der Umwelt
reagieren, kdnnte ein therapeutischer Ansatz potenziell, zumindest teilweise, die Lenkung der
Immunantwort erlauben, da die Reaktion der ILCs schnell erfolgt und auch einen Einfluss auf

die folgende, adaptive Immunantwort hat.'°?

5.3. Ausblick

Die Einflisse des Korpers und der Umwelt auf die ILCs und ihre Wechselwirkungen mit
anderen Zellen des Immunsystems besser zu verstehen, um eventuelle therapeutische
Konsequenzen ziehen zu koénnen, soll Ziel weiterer Forschung sein. Dazu mussten
Untersuchungen in gréRerem Malstab durchgeflhrt werden: sprich, die Probensammlung
musste fur einen ausreichenden Umfang Uber einen Iangeren Zeitraum bzw. Uber mehrere
Kliniken hinweg erfolgen. Dadurch wirde auch die vorher beschriebene Paarung der Proben
nach Alter und Geschlecht zum Ausschluss méglicher Fehlerquellen und die Nutzung
teststarkerer statistischer Verfahren méglich werden. Auch kénnten, angelehnt an Alkon et al.
groRere Hautlappen verwendet werden.5¢

Wie schon erwahnt, ist der Gesamtumfang dieser Studie bezogen auf die generelle Verteilung
der ILCs in gesunder, humaner Haut schon gréfer als in vergleichbaren Studien. So sollte die
hier beschriebene Distribution der ILC-Klassen reprasentativer sein als in bisherigen Arbeiten;
auch dadurch, dass die Proben Uber eine breite Altersspanne hinweg erhoben wurden. Diese
Ergebnisse kdnnten damit weiteren Forschungsarbeiten als Referenz dienen, als Basiswert
fur Normalhaut, der reprasentativer sein sollte als das, was bisher als Vergleich genutzt wurde.
Durch das Vorliegen eines solchen Referenzwertes konnte die Notwendigkeit der Gewinnung
eigener Normalhaut-Proben wegfallen, damit die Dynamik der kutanen ILCs im Rahmen
einzelner Pathologien letztlich besser verstanden werden kénnen. Auch kdnnte man sich die
hohe Zellausbeute der Vorhautproben in zukinftigen Studien zu Nutze machen, wenn eine
mdglichst hohe ILC-Gesamtzahl, beispielsweise fur Manipulationen oder generelle
Untersuchungen der Zelleigenschaften der ILCs, wiinschenswert ist.

Um eindeutige Aussagen Uber die Bedeutung der ILCs fiir verschiedene Erkrankungen treffen
zu kénnen, mussten Manipulationen vorgenommen werden. Eine Moglichkeit daflir bestiinde
in der Xenotransplantation, also der Transplantation humaner Haut beispielsweise auf Mause
und folglich der spezifischen Blockade einzelner ILC-Typen, um deren Einfluss auf eine
bestimmte Hautkrankheit, wie die Psoriasis zu untersuchen. Dies wurde in anderen
Zusammenhangen schon durchgeflihrt'® und die Anwendung dieses Verfahrens stellt auch in
unserer Forschungsgruppe ein Ziel dar. Auch kénnte man vor dem erwahnten Hintergrund der

Bedeutung der ILC1s fliir die Immunabwehr gegen eine Infektion der Haut mit Leishmania
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major untersuchen, ob Hautregionen mit einem naturlich erhéhten ILC1-Vorkommen geringere
Lasionen ausbilden oder ob es hier einen Gradienten von proximal nach distal, entsprechend
dem hoéheren Vorkommen der ILCs allgemein von proximal nach distal, gabe.

Allgemein waére es in zukunftigen Studien bezlglich der kutanen ILCs ratsam Faktoren wie
Geschlecht, Alter und Korperregion zu kontrollieren, um klare Rickschlisse der ILC-
Subgruppen und ihres Vorkommens auf bestimmte Faktoren wie Krankheitsauspragung
machen zu konnen. Beispielsweise kdnnte fir Xenotransplantationen, je nachdem, welche
Zellen untersucht werden sollen, von Bedeutung sein, ob die Hautprobe vom Rumpf oder
Unterschenkel entnommen wurde oder ob es sich um eine junge oder alte Hautspende
handelt. So ware z.B. die Bedeutung der ILC3s womoglich leichter an Vorhautproben zu
erforschen, da diese Subgruppe in den Vorhautproben deutlich haufiger vorkam als in anderen
untersuchten Gruppen.

Alles in allem liefert die Studie schon erste Einblicke in die Abhangigkeit der Homodostase der
ILCs gesunder, humaner Haut vom Alter und Geschlecht und zeigt diese zum Teil fir einige
ILC-Subgruppen, wie die NK-Zellen, sowie die NKp44*-/NKp44-ILC3s, hauptsachlich in Form
eines geschlechtsabhangigen Effekts des Alters auf die Zellzahl. Ebenso wurde ein Gradient
in der ILC-Zellzahl von distal nach proximal festgestellt. Die weitere Erforschung der
Auswirkungen von Geschlecht und Alter auf Dynamiken der ILCs wirde dazu beitragen, die
Komplexitat ihrer Untergruppen noch besser zu verstehen und den Weg ebnen, neue
Interventionsstrategien zu entwickeln, die auf eine verbesserte Vorbeugung und Behandlung

von alters- oder geschlechtsspezifischen Krankheiten abzielen.
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7. Anhang

7.1. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Aktivierende Gewebsimpulse und Funktionen der ILCs. (Abbildung
verandert nach Eberl, 2015; erstellt mit BioRender.com) Die Abbildung zeigt die Pathogene
und konkreten Zytokine, auf die die ILC-Typen reagieren, sowie ihre Effektor-Zytokine und
welchen Funktionen dieSe diENEN..........ooi i 17
Abbildung 2: Neubauer-Zahlkammer. Verandert nach
http://zaehlkammer.de/deutsch/neubauer.improved.html. Die vier Quadranten sind
nummeriert, Quadrant 1 rot umkreist. Rechts in rot sind die Grenzen gezeigt, die bei den
kleinen Quadranten jeweils mitgezahlt werden. ... 33
Abbildung 3: FACS-Kaniale. Die Abbildung zeigt die Laserkandle des FACS und die
Wellenlangen, die in sie hineinstreuen. Daneben sind die Fluorophore der jeweiligen
Wellenlangen aufgefiihrt, die ILC-Marker, mit denen die Fluorophore konjugiert sind, sowie die
(2T aTe=TS1=Y v (S IAY A=Y o [T o o U o TR 34
Abbildung 4: ILC-Oberflachenmarker. Gezeigt sind die Oberflachenmarker, nach denen die
Populationen bei der Durchflusszytometrie bestimmt wurden. Ein Plus steht flr das
Vorhandensein, ein Minus fur das Fehlen eines Markers. Lin-, Zellliniennegativ................... 35
Abbildung 5: Gating-Strategie fiir ILCs in gesunder, humaner Haut. Reprasentative
Gating-Stategie fir humane ILCs. ILCs wurden als CD45"-, Zellinien-negative (CD3, CD19,
CD8, CD4, FceR1, CD11c, TCRy3 und TCRap) Zellen charakterisiert. (FSCA, Forward Scatter
Area; FSCW, Forward Scatter Width; SSCA, Side Scatter Area, Lin.; Zelllinien-Marker)...... 36
Abbildung 6: Gesamtzellzahlen in den humanen Hautproben. Totale Anzahl an Zellen pro
8-mm-Stanzbiopsie humaner Hautproben (n = 23 Frauen, n = 21 Manner) abhangig vom a)
Alter, b) Geschlecht und c) beiden Variablen kombiniert. Die statistische Auswertung erfolgte
bei mehr als zwei Gruppen a) ¢) mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-
Test fur multiple Vergleiche. Der Vergleich der b) Geschlechter erfolgte mittels Mann-Whitney-
U-Test. Die Kreise reprasentieren die individuellen Werte und die Balken den Mittelwert *
SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (SEM, Standardfehler des Mittelwerts). ................ 39
Abbildung 7: CD45*-Zellen in humaner Haut. Anzahl an CD45*-Zellen pro 8-mm-
Stanzbiopsie humaner Hautproben (n = 23 Frauen, n = 21 Manner) abhangig vom a) Alter, b)
Geschlecht und c) beiden Variablen kombiniert. Die statistische Auswertung erfolgte bei mehr
als zwei Gruppen a) c¢) mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test fir

multiple Vergleiche. Der Vergleich der b) Geschlechter erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
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Die Kreise reprasentieren die individuellen Werte und die Balken den Mittelwert £SEM. *p <
0,05, **p < 0,01. (SEM, Standardfehler des Mittelwertes)..........cccceeeviviieiiiiee e 40
Abbildung 8: ILC Populationen in der Haut. Verteilung der ILC-Typen in allen humanen
Hauptproben (N = 44) pro 8-mm-Biopsiestanze. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Kruskal-Wallis-Test (**p < 0,01), gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test fir multiple
Vergleiche. Die Kreise reprasentieren die individuellen Werte und die Balken den Mittelwert £
SEM. ***p < 0,001, ***P < 0,000 . ..oeiiiiiiiee e e e e e e enneeeeen 41
Abbildung 9: Alters- und geschlechtsabhangige Verteilung der ILC-Gruppen. Die Anzahl
an a) NK-Zellen, b) ILC1s, c) ILC2s, d) NKp44*-ILC3s e) NKp44'-ILC3s abhangig des Alters
(junger als 40, zwischen 40 und 70, 70 aufwarts) und Geschlechts (Frauen 2; Manner &) in
humanen Hautproben von n = 23 Frauen und n = 21 Mannern. Die Kreise reprasentieren die
individuellen Werte und die Balken den Mittelwert £+ SEM. Der Kruskal-Wallis-Test wurde zur
statistischen Auswertung genutzt, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test fur multiple
Vergleiche. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (SEM, Standardfehler des Mittelwertes)....... 43
Abbildung 10: Anteile der ILC-Subgruppen am Gesamtpool der ILCs variiert mit dem
Alter und Geschlecht. Die Kreisdiagramme zeigen die durchschnittliche ILC-Verteilung in
Prozent an der totalen ILC-Zellzahl als Mittelwert £ SEM fiir alle Hautproben gesammelt (1)
und aufgeteilt jeweils nur nach Geschlecht (2; Frauen @, Manner &) oder Alter (3; jinger als
40, zwischen 40 und 70, 70 aufwarts) und beides in Kombination (4). (SEM, Standardfehler
AES MITTEIWEITES). ..ttt e e as 46
Abbildung 11: Ganzkoérper-Oberflachenkartierung der ILCs. Oberflachenkartierung der a)
Lymphozyten, charakterisiert als CD45%-Zellen, b) aller ILCs, c-g) der ILC-Subgruppen und h)
aller ILCs getrennt fiir n = 23 Frauen und n = 21 Manner. Pro Kérperregion (Rumpf, proximale
Extremitaten, distale Extremitaten, Kopf) wurden a-g) 7 bis 15 Proben, beziehungsweise h)
zwei bis elf Proben analysiert und die Anzahl der Zellen als Mittelwert + SEM dargestellt. Die
Kreise reprasentieren die individuellen Werte in totalen Zellzahlen. Zur Auswertung wurde der
Kruskal-Wallis Test eingesetzt, gefolgt vom unkorrigierten Dunn’s-Test flir multiple Vergleiche.
*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 (SEM, Standardfehler des Mittelwertes). ........................ 48
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file://///Users/valeria/Documents/Doktorarbeit%203.0/finale%20Fassung%20Dissertation%20neue%20Korrektur%2002.05.25%20Kopie%20Überarbeitung%2018.10.25.docx%23_Toc211782982
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7.2. Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: ILC-Subgruppen und fur ihre Differenzierung  wichtige
Transkriptionsfaktoren. EOMES, Eomesodermin; T-bet, ein T-box Transkriptionsfaktor;
GATA3, GATA bindendes Protein 3; ROR-q, retinoic acid receptor-related orphan receptor-a.
Tabelle 2: ILC-Subgruppen-Verteilung in normaler Haut in Prozent von der Gesamt-ILC-
Population ausgewahlter, bisheriger Untersuchungen. Anteil der ILC1s, ILC2s und ILC3s
in Prozent an der Gesamt-ILC-Population in normaler Haut fiir Alkon et al.®®, Petrasca et al.®
UNA VIllANOVA €1 AL.77. ...ttt 23
Tabelle 3: Probenverteilung. Darstellung der Stichprobenverteilung getrennt nach Alter und
Geschlecht, sowie summiert (3). Zu sehen ist die Anzahl der Proben in den jeweiligen

L] T o] o= o RSP R 31
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