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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Tight Junctions und Tight Junction-Proteine

Tight Junctions (TJs) gehdren zu den abschlieRenden Zell-Zell-Verbindungen, die am
apikalen Teil der lateralen Zellmembran lokalisiert sind und benachbarte Zellen
miteinander verbinden. Sie sind vor allem in einfachen Epithelien und Endothelien
gut untersucht (FARQUAR und PALADE, 1963; SCHNEEBERGER und LYNCH, 1992;
STEVENSON und KEON, 1998; MITIC et al., 2000; TSUKITA et al., 1999a, 2000).

In der Gefrierbruchelektronenmikroskopie (Abb. 1) zeigen sich TJs als ein
kontinuierliches Netzwerk intramembranal gelegener Partikel, die die Zelle
gurtelféormig umschlielen (STAEHELIN, 1973, 1974). Diese paarigen Fibrillen
scheinen Polymere interagierender Transmembranmolekile zu sein, die den
extrazellularen Raum Uberspannen und gegenuberliegende Membranen miteinander
verbinden (,Protein-Modell”) (VAN MEER und SIMONS, 1986). In transmissions-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen stellen sich TJs als enge Verbindungen
der Plasmamembranen benachbarter Zellen dar, ohne das ein extrazellularer Spalt
zu erkennen ist (TSUKITA et al.,, 2001). Die gegenuberliegenden Membranen
scheinen sich fast zu beruhren, deshalb ist die Bezeichnung dieser Region als
,Kissing points“ oder ,sites of fusion® treffend. Die molekulare Zusammensetzung des
TJ-Komplexes ist sehr heterogen und bis heute nicht vollstandig geklart. Neben dem
.Protein-Modell“ existiert zusatzlich das ,Lipid-Modell“ von KACHAR und REESE.
Dabei werden TJs als zylindrisch aufgereihte Lipiddomanen beschrieben, die aus der
Fusion der beiden exoplasmatischen Membranhalften gegenuberliegenden Zellen
entstehen (KACHAR und REESE, 1982). Die Hypothese des ,Protein-Modells“ wird
aber durch die Endeckung einer Reihe verschiedener Proteinkomponenten
unterstutzt. Innerhalb der TJs wird zwischen Transmembran- und Plaqueproteinen
unterschieden, die je nach Zelltyp, dem Differenzierungsgrad der Zellen und aul3eren
Einflussen in ihrer Zusammensetzung variieren kdnnen (SCHNEEBEREGER et al.,
2004, MATTER et al., 2005, AIJAZ et al., 2006). Die Mdglichkeit eines kombinierten
,Lipid-Protein-Modells“ ist nicht vollkommen auszuschlielen (WEGENER und GALLA,
1996).
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1.1.1. Transmembranproteine

Die Transmembranproteine der TJs sind Eiweillmolekile, die beide Blatter der
Phosholipiddoppelschicht einer Membran durchqueren. Dazu zahlen Occludin und
Mitglieder der Claudin- und JAM-Familie (FURUSE et al., 1998 a, b; TSUKITA et al.,
2001) (Abb. 3).

Tight
junction

bar : 50 nm

C Fence function Barrier function
Selective channels

Paracellular space

Abbildung 1: Morphologie und Funktion der Tight Junctions

(A) Schematische Darstellung der Abdichtung des parazelluldaren Raumes durch ein Netzwerk
von TJ-Strangen. (B) TJ-Strange in der Gefrierbruchelektronenmikroskopie. (C) Darstellung
der Zaun-Funktion (,fence function“) und der Barriere-Funktion (,barrier function“) der TJs
(SAWADA et al., 2003).

1.1.1.1. Mitglieder der Claudin-Familie

Claudine sind Schlusselkomponenten der TJs (FURUSE und TSUKITA, 2006).
Studien belegen, dass das Vorhandensein von Claudinen eine wichtige
Vorraussetzung fur die Bildung von funktionsfahigen TJs ist (FURUSE et al., 1998 b,
2002). Die Expression einzelner Claudine in TJ-defizienten Fibroblasten (Maus) fuhrt
zu einem gut ausgebildeten Netzwerk von TJ-Strangen zwischen benachbarten
Plasmamembranen (FURUSE et al., 1998 b). Durch ihre homo- und heterophile
Interaktion bilden sie das strukturelle und funktionelle Rickgrat der TJs (FURUSE et
al., 1998 b, 2002). Bis heute sind aufgrund der Sequenzhomologien 24 Mitglieder der
Claudin-Familie identifiziert, deren Molekulargewicht von 22-27 kDa reicht (MORITA

2
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et al., 1999a; TSUKITA und FURUSE, 1999b). Claudine bestehen aus vier
Transmembranregionen und zwei unterschiedlich groRen extrazellularen Schleifen
(Abb. 2). Die Aminosauren der ersten extrazellularen Schleife konnen in ihrer
Position und Ladung innerhalb der Claudin-Familie variieren. Diese Schleifen sind in
der Lage wassrige Poren bzw. Kanale auszubilden, die die parazellulare Diffusion
von lonen ermdglichen (TSUKITA et al., 2000; FURUSE et al., 2006). So besitzt
Claudin 7 drei negativ geladene Aminosauren innerhalb der ersten extrazellularen
Schleife und kann Poren fur Kationen ausbilden (ALEXANDRE et al., 2005). Alle
humanen Claudine besitzen eine PDZ-Bindungsstelle am COOH-Terminus, die fur
die Rekrutierung von zytoplasmatischen Plaqueproteinen (,Gerustproteine®) mit
PDZ-Domanen (z.B. ZO-1, ZO-2, MUPP-1) an TJs von Bedeutung ist (ITHO et al.,
1999; HAMAZAKI et al., 2002).

Claudine werden dynamisch reguliert, um die Permeabilitatsbarriere den
Bedulrfnissen des Gewebes anzupassen. Sie zeigen in den verschieden Zelltypen
und Geweben ein heterogenes Expressionsmuster (FURUSE et al., 1998 a; MORITA
et al.,, 1999a). Die Kombination der einzelnen Claudine bestimmt die Eigenschaften
der Grolien- und lonenselektivitat des Gewebes bzw. die Dichtigkeit der TJs (INAI et
al.,, 1999; COLEGIO et al., 2003; VAN ITALLIE und ANDRESON 2004). Es gibt
Claudine, die in fast allen Geweben vorkommen (z.B. Claudin 1) oder solche, die
eine spezifische Gewebslokalisation besitzen (FURUSE et al., 1998 b). So wird
Claudin 16 ausschliel3lich im aufsteigenden Teil der Henleschen Schleife der Niere
gefunden. Claudin 1 wird in einem hohen Malde von Epithelien mit undurchlassigen
TJs exprimiert (z.B. Dickdarm und Epidermis). In der Haut ist Claudin 1 essentiell fur
die Aufrechterhaltung der epidermalen Barriere. Claudin 1 Knock-out Mause
versterben innerhalb weniger Stunden nach der Geburt aufgrund eines massiven
Wasserverlustes Uber die Haut (FURUSE et al., 2002). Claudin 2 wird vor allem im

Gewebe mit durchlassigen TJs exprimiert (Dinndarm und proximaler Nierentubulus).

1.1.1.2. Das Tight Junction-Protein Occludin

Occludin war das erste Transmembranprotein, das als TJ-Bestandteil in Epithelzellen
identifiziert wurde (FURUSE et al.,, 1993; ANDO-AKATSUKA et al., 1996). Das

Molekulargewicht von Occludin betragt ca. 65 kDa. Es existieren zwei Isoformen von
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Occludin, Uber deren Verteilung und Funktion in den einzelnen Geweben bis jetzt
keine klaren Aussagen zu treffen sind (MURESAN et al., 2000). Die Lokalisation von
Occludin wird Uber die Phosphorylierung geregelt (SAKAKIBARA et al., 1997). Dabei
scheint phosphoryliertes Occludin bevorzugt an TJs und nicht phophoryliertes
Occludin an der basolateralen Membran sowie in zytoplasmatischen Vesikeln
vorhanden zu sein (SAKAGUCHI et al., 2002). Das Protein besteht aus vier
Transmambrandomanen und zwei annahernd gleich grof3e extrazellularen Schleifen,
die durch eine kurze zytoplasmatisch gelegene Schleife voneinander getrennt sind.
Zusatzlich gibt es jeweils eine amino- und carboxylterminale Domane, die ebenfalls
im Zytoplasma lokalisiert sind (FURUSE et al., 1993) (Abb. 2 und 3). Letztere kann
direkt an ZO-1 (Zonula Occludens-1), ZO-2 und ZO-3 binden (FURUSE et al., 1994;
HASKINS et al.,, 1998; ITHO et al., 1999). Trotz des prinzipiell gleichen Aufbaus
bestehen keine Sequenzhomologien zwischen Occludin und den Claudinen. In vitro
Studien zeigen, dass Occludin direkt mit F-Aktin interagieren kann (WITTCHEN et al.,
1999). Die Anlagerung des Aktinzytoskeletts an Occludin-positve Zell-Zell-
Verbindungen kann dartberhinaus ZO-1 vermittelt werden, welches direkt mit den
Aktinfilamenten und Occludin interagiert (FANNING et al., 1998). Occludin ist somit
ein wichtiger Bestandteil der TJs. Seine Uberexpression fiihrt in Epithelzellen zu
einem Anstieg des transepithelialen Widerstands (TER) (BALDA et al., 1996;
McCarthy et al., 1996). Dennoch konnte experimentell nachgewiesen werden, dass
TJ-Stange auch in Abwesenheit von Occludin ausgebildet werden kdnnen, so dass
das Protein keine Hauptkomponente der TJs darstellt (HIRASE et al., 1997; MOROI et
al., 1998). Bei embryonalen Occludin-defizienten Stammzellen kommt es weder zum
Verlust noch zu Bildungsstorungen der TJs (SAITOU et al., 1998). In der Analyse von
Gefrierschnitten zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl und Morphologie der
TJ-Strange zwischen Wildtypzellen und Knock-out Zellen. Studien an Occludin-
defizienten Mausen ergaben ebenfalls keine Veranderung der TJ-Morphologie und
Barrierefunktion (SAITOU et al., 2000). Jedoch bleibt der Verlust von Occludin nach
der Geburt der Mause nicht vollig ohne Konsequenzen. So zeigen diese Mause eine
postpartale Wachstumsverzégerung und Veranderungen in unterschiedlichen
Geweben (z.B. Entzindung und Hyperplasie der Magenmukosa, Kalzifizierung des
Zentralnervensystems und eine testikulare Atrophie) (SAITOU et al., 2000). Occludin
ist somit eher eine regulatorische als eine strukturelle Komponente der TJs (SAITOU

et al., 1998). Das Protein ist in eine Reihe von Signaltransduktionvorgangen



Einleitung

involviert, hat Einfluss auf das Zellwachstum und ist an der Zelldifferenzierung
beteiligt (SCHULZKE et al., 2005; PARIS et al., 2007).

1.1.1.3. Junctional adhesion molecules (JAMs)

Die einzelnen Mitglieder der JAM-Proteine (Junctional adhesion molecule) zahlen zur
Immunglobulin(lg)-Superfamilie. Es handelt sich um integrale Membranproteine, die
eine Transmembrandomane, zwei variable extrazellulare immunglobulindhnliche
Domanen und ein kurzes carboxyterminales, zytoplasmatisches Ende aufweisen
(Abb. 2). Die Familie der JAM-Proteine kann aufgrund ihrer Sequenzhomologien in
zwei Untergruppen gegliedert werden. Zu der ersten Untergruppe werden JAM-A
(=JAM-1; MARTIN-PADURA et al., 1998), JAM-B (= JAM-2; PALMERI et al., 2000) und
JAM-C (= JAM-3; AURRAND-LIONS et al., 2001) gezahlt. Diese Proteine weisen ein
PDZ-Bindemotiv der Klasse Il auf, das am C-terminalen Ende lokalisiert ist und direkt
mit ZO-1 (BAZZONI et al., 2000), MUPP-1 (HAMAZAKI et al.,, 2002) und PAR-3
(Partitioning defective protein-3) (ITHO et al., 2001) interagieren kann. Im Gegensatz
dazu besitzen die Mitglieder der zweiten Untergruppe, wie JAM-D (= JAM-4;
HIRABAYASHI et al., 2003), CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor) (COHEN et
al., 2001) und ESAM (Endothelial cell-selective adhesions molecule) (HIRATA et al.,
2001) ein PDZ-Bindemotiv der Klasse | am C-Terminus. Es wird angenommen, dass
die einzelnen Mitglieder der JAM-Familie an der Rekrutierung von Leukozyten in das
Entzindungsgebiet beteiligt sind, bei der Angiogenese und an der Bildung von
Atheromen eine Rolle spielen (WEBER et al., 2007).

Das Protein JAM-A hat eine Molekularmasse von 36-41 kDa. Es ist auf Epithel- und
Endothelzellen verschiedener Gewebe lokalisiert (MARTIN-PADURA et al., 1998;
BAZZONI et al., 2003). Zusatzlich kann es auf der Zelloberflache von
unterschiedlichen Zelltypen, wie Lymphozyten, Monozyten, Neutrophilen und
antigenprasentierenden Zellen (z.B. Makrophagen) gefunden werden (WEBER et al.,
2007). Eine ektopische Expression von JAM-A in Fibroblasten fuhrt nicht zur
Ausbildung von TJ-Strangen (ITHO et al., 2001). Jedoch scheint die Interaktion mit
membranassoziierten Proteinen und Integralmembranproteinen eine wichtige
Voraussetzung fur die regelrechte Organisation von TJs zu sein (Adhasivitat der
Zellen) (THOMAS et al., 2004). JAM-A kann homophile interzellulare Verbindungen
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mit benachbarten Zellen eingehen und ist neben der TJ-Integritat an der
TJ-Permeabilitat beteiligt (NAIK et al., 2003).

JAMs fungieren nicht nur zwischen gleichartigen Zellen als Zelladhasionsmolekdl,
sondern kdnnen auch zwischen unterschiedlichen Zelltypen Bindungen hervorrufen.
So ist JAM-A bei der Transmigration von Monozyten durch das Gewebe involviert
(MARTIN-PADURA et al.,, 1998). JAM-A ist aullerdem an der Entstehung der
Membranpolaritat beteiligt, indem es mit ASIP/PAR-3 interagieren kann. Dieser
Komplex ist wiederum in der Lage aPKC (aktivierte Proteinkinase C) an TJs zu
rekrutieren (ITHO et al., 2001). In vitro Studien an Endothelzellen konnten den Einflul
von Zytokinen, wie TNF-a und INF-y, auf die Verteilung von JAM-A zeigen. Dabei
erfolgte eine Umverteilung von JAM-A von den Zell-Zell-Kontaktstellen auf die
apikale Zelloberflache, wo es die Adhasion von Leukozyten unterstutzen kann
(OZAKI et al., 1999). Die Proteine JAM-B und JAM-C werden auf der Oberflache
von Endothelzellen und lymphatischen Zellen gefunden. Zusatzlich wird JAM-C von
Monozyten, NK-Zellen, Dendritischen Zellen, B-Lymphozyten und von einigen
Subtypen der T-Lymphozyten exprimiert. JAM-C wird sowohl in TJs als auch in
Desmosomen gefunden (EBNET et al., 2004; WEBER et al., 2007).

40 kDa N
4 isoforms ezi=

65 kDa 22-24 kDa =
2 isoforms 24 isoforms @

I'4
RARR ? FLERTATT  aRRRReETRaan BIRR PR
BEAY ; LASLE  SABELSSUANSRLL SLLLE  BS
e N
P 211 C
e w3
Occludin Claudin-1 JAM-1

Abbildung 2: Integrale Membranproteine der Tight Junctions

Die TJ-Proteine Occludin und Claudin 1 weisen je vier Transmembrandomanen auf.
Das TJ-Protein JAM-1 besitzt nur eine Transmembrandoméane (SCHNEEBERGER
2004).

1.1.2. ZO-1, ein Plaqueprotein der Tight Junctions

Die Plaqueproteine (=,Gerustproteine®) spielen eine wichtige Rolle in der
Rekrutierung von spezifischen zytoplasmatischen Proteinen an TJs. Sie sind am

Aufbau und der Aufrechterhaltung der TJs beteiligt, in eine Reihe von intrazellularen
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Signalkasakaden und in den Vesikeltransport involviert. Zusatzlich verbinden sie die

Transmembranproteine mit dem Aktinzytoskelett.

Das Zonula Occludens-1 Protein (=ZO-1) war das erste Plaqueprotein, das in
einfachen Epithelien in unmittelbarer Nahe zur Plasmamembran an TJs lokalisiert
werden konnte (STEVENSON et al.,, 1986). Das Protein ist kein spezifischer
TJ-Marker, denn es kommt auch in Zellen vor, die keine TJs ausbilden kénnen
(z.B. Fibroblasten und kardialen Myozyten). In diesen Zellen ist das Protein ZO-1
Hauptbestandteil der Adharenzverbindungen (ITHO et al., 1993). Das Protein ZO-1
ist ein intrazellulares, membranstandiges und phosphoryliertes Protein. Es ist ein
Mitglied der MAGUK-Familie (Membran assoziierte Guanylatkinase), die sich durch
bestimmte homologe Proteinbindungsdomanen ausweisen. Das Protein ZO-1 besitzt
drei PDZ-Domanen, eine SH3- (Src-Homology 3) und eine GUK-Domane (Guanylat
Kinase-like) an seinem aminoterminalen Ende und eine prolinreiche Doméane am
carboxyterminalen Ende. Seine molekulare Masse betragt spezienspezifisch
210-225 kDa. Weitere Mitglieder der MAGUK-Familie sind das Protein ZO-2
(GUMBINER et al., 1991) und ZO-3 (BALDA et al., 1993). ZO-1 scheint ein wichtiger
Faktor fur eine regelrechte Organisation von Proteinen innerhalb der TJ-Plaques zu
sein (ANDERSON et al., 1995; STEVENSON et al., 1998; TSUKITA et al., 1999b),
denn das Protein bindet Uber die PDZ-I-Domanen an das C-terminale Ende von
Claudinen (ITHO et al., 1999). Uber die PDZ-ll-Doméane interagiert es mit den
Proteinen ZO-2, ZO-3 und mit dem Gap Junction-Protein Connexin43. Zusatzlich
kann ZO-1 Uber sein COOH-Ende direkt mit dem Aktinzytoskelett assoziieren. Damit
agiert ZO-1 als Verbindungsprotein zwischen Aktinflamenten und dem Cadherin-
Catenin-Komplex (Adherens Junctions) (ITHO et al., 1997) bzw. Occludin (Tight
Junctions) (FANNING et al., 1998). Durch die Interaktionen mit verschiedenen

TJ-assoziierten Proteinen ist ZO-1 ein wichtiges Gerustprotein in der Zelle.
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Abbildung 3: Proteine der Tight Junctions und Adherens Junctions
Transmembranproteine (Occludin, Claudine, JAM) und intrazellulare Proteine (ZO-1, ZO-2, ZO-3, Cingulin) der
Tight Junctions sowie Cadherine und Catenine der Adherens Junctions (HUBER et al., 2001).

1.1.3. Funktionen der Tight Junctions

In Endothelien und einfachen Epithelien werden den TJs zwei wichtige Funktionen
zugeschrieben. Einerseits bilden sie eine semipermeable Barriere aus, die den Fluss
von Losungen, lonen oder potentiell toxischen Stoffen durch den parazellularen
Raum kontrolliert (,Barriere-Funktion) (DRAGSTEN et al., 1981; VAN MEER und
SIMON, 1986), andererseits sind sie fur die Ausbildung und Aufrechterhaltung der
Zellpolaritat zwischen apikaler und basolateraler Zellmembran verantwortlich (,Zaun-
Funktion®) (TSUKITA et al., 1999) (Abb. 4). Die Dichtigkeit der TJ-Strange, die durch
den transepithelialen bzw. transendotlelialen elektrischen Widerstand (TER)
gemessen werden kann, variiert gewebsspezifisch und ist u. a. von dem Typ und
dem Expressionslevel verschiedener Claudine abhangig (SCHNEEBERGER und
LYNCH, 1992; INAI et al., 1999, COLEGIO et al., 2003). Untersuchungen an MDKC |
bzw. Il Zellen (Mandin Darby Kindney Cell-line | and Il) ergaben, dass der TER nicht
von der Anzahl der TJ-Strange, sondern vielmehr von deren qualitativer
Zusammensetzung bestimmt wird (STEVENSON und KEON, 1998). Innerhalb der
paarig in den Parazellularraum reichenden Fibrillen gibt es wassrige Poren oder

Kanale, die die lonenselektivitat von TJs erklaren konnte. Die Durchlassigkeit der
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wassrigen Poren wird durch die Kombination der Claudine innerhalb der TJ-Strange
bestimmt (TSUKITA und FURUSE, 2000).

TJs bzw. TJ-assoziierte Proteine sind daruber hinaus in eine Vielzahl von
physiologischen Prozessen eingebunden. So sind sie an der Epitheldifferenzierung
und Epithelproliferation, an Signalkaskaden der Zelle und am Vesikeltransport
beteiligt. Zusatzlich kdnnen sie die Migration von Entziindungszellen in einfachen
Epithelien regulieren (MALMINEN et al., 2003). All diese Funktionen sind wichtige
Voraussetzungen, um unterschiedliche Kompartimente im Gewebe bzw. im
Organismus ausbilden zu kénnen (SAWADA et al.,, 2003). Jedoch limitiert das
Vorhandensein von TJ-Strangen die Ausbreitung und damit die Wirksamkeit von
therapeutisch eingesetzten Stoffen (z.B. parazellulare Barriere der Blut-Hirn-
Schranke). Viele endogene Substanzen, wie Wachstumsfaktoren und Zytokine, die
unter physiologischen und/oder pathologischen Bedingungen ausgeschuttet werden,
regulieren die Dichtigkeit von TJs. Verschiedene Autoren berichteten von einer
deutlichen Veranderung der TJ-Permeabilitdt nach Applikation von Zytokinen (TNF-q,
IL-1B3, Interferon y), von vasoaktiven Substanzen wie Histamin (ABBOTT, 2000) sowie
von Wachstumsfaktoren (VEGF und FGF-2) (WANG et al., 2001). Dabei wurden
sowohl ein Anstieg als auch ein Abfall der TJ-Permeabilitat in Abhangigkeit vom

Zelltyp beobachtet.

Barrier function

Fence function

Signal transduction

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Tight Junction-Funktionen
(CHIBA et al., 2007).

1.1.4. Veranderungen von Tight Junction-assoziierten Proteinen bei
verschiedenen Erkrankungen und ihre Interaktionen mit
Entziindungszellen

Die dynamische Regulation der TJs ist von groRer Bedeutung flur viele

physiologische Prozesse in der Zelle. Die Zerstorung der TJ-Funktion fuhrt zu einer

drastischen Anderung der parazelluldren Permeabilitdt und ist ein Merkmal vieler

pathologischer Zustande, wie z.B. entzindliche Darmerkrankungen, Lungenddem
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und Diarrhdé. Entzindungen und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
sind mit verschieden Erkrankungen vergesellschaftet, die eine Stérung der
Barrierefunktion aufweisen. So wird im Kolonepithel der Colitis ulcerosa und in der
entzundlichen Mukosa bei Morbus Crohn eine deutliche Herabregulation von Claudin
1 innerhalb der TJ-Strange nahe der einwandernden Entziindungszellen beobachtet
(KUCHARZIK et al., 2001).

Durch die Lokalisation der TJs an der apikalen Seite der Plasmamembran von
Endothel- und Epithelzellen sind sie einer Reihe von pathologischen Einflissen
ausgesetzt. So sind TJs oft Angriffspunkt fur Bakterien, Viren oder Allergene
(SAWADA et al., 2003). Durch funktionelle Veranderung TJ-assoziierter Proteine,
durch Umbau am Aktinzyoskelett oder aber Uber noch unbekannte Mechanismen,
konnen diese Agenzien die Barrierefunktion der TJs beeinflussen. In
Keratinozytenkulturen und Hautproben, die mit Staphylococcus aureus infiziert
wurden, konnte eine zunehmende Herabregulation von TJ-Proteinen und ein Verlust
der TJ-Funktion demonstriert werden (OHNEMUS et al., 2007). Weiterhin wurde
Claudin 1 als Co-Rezeptor fur das Hepatitis C Virus identifiziert. Somit konnte
Claudin 1 anteilig fur den Eintritt des Virus in die Wirtszelle verantwortlich gemacht
werden (EVANS et al., 2007).

Das Wissen uber Interaktionen von TJs mit dem Immunsystem und dessen Zellen ist
gegenwartig noch luckenhaft. Es ist bekannt, dass Neutrophile durch chemotaktische
Stimulation Uber den normalerweise verschlossenen parazellularen Raum rasch
durch Endothelien migrieren kénnen. Dabei kommt es zu einer voribergehenden
Offnung der Zellverbindungen, ohne eine morphologische Unterbrechung
hervorzurufen (NUSRAT et al.,, 1997). Bei der transendothelialen Diapedese
mononuklearer Zellen scheinen Mitglieder der JAM-Familie und Occludin eine
wichtige Rolle zu spielen, um minimale Effekte innerhalb des Gewebes und auf TJs
auszulben. So wird Occludin z.B. von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert.
(ALEXANDER at al., 1998). Des Weiteren ist Occludin an der transepithelialen
Migration von Neutrophilen beteiligt (HUBER at al., 2000). Einzelne Mitglieder der
JAM-Familie sind Liganden fir das Oberflachenmolekul LFA-1 (Lymphocyte function-
associated antigen-1) und vermitteln darlber die transendotheliale Diapedese von
T-Lymphozyten und Neutrophilen (OSTERMANN et al., 2002). Bei chronisch aktiven,
entzundlichen Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, konnten

KUCHARZIK und Mitarbeiter eine globale Herabregulation von Occludin wahrend der
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transepithelialen Migration von Neutrophilen zwischen den Kolonzellen nachweisen.
Im Gegensatz dazu, zeigte sich lediglich eine vorlibergehende Reduktion der
Expression von Claudin 1, JAM, ZO-1, E-Cadherin und B-Catenin in unmittelbarer
Nachbarschaft der einwandernden Entzindungszellen. Die globale Herabregulation
von Occludin konnte flir die gesteigerte parazellulare Permeabilitat verantwortlich
sein. Die Migration von Neutrophilen durch den parazellularen Raum scheint bei
einigen Zellverbindungsproteinen eine vorubergehende und reversible Stérung des
TJ-Komplexes zu induzieren (KUCHARZIK et al., 2001). Dendritische Zellen kdnnen
im Gastrointestinaltrakt TJs 6ffnen, indem sie ihre Fortsatze durch den parazellularen
Raum der Kolonzellen aussenden, um mit Bakterien in Kontakt zutreten. Da sie
Occludin, Claudin 1 und ZO-1 exprimieren kdonnen, wird jedoch die Integritat der
epithelialen Barriere geschutzt (RESCIGNO et al., 2001).

1.2. Adhdrenzverbindungen

Adharenzverbindungen (=Adherens Junctions (AJs)) oder Zonulae Adherentes bilden
um benachbarte Epithel- und Endothelzellen einen Adhasionsgurtel aus, der an der
apikalen Zellgrenze unmittelbar unter den TJs lokalisiert ist (Abb. 3). AJs vermitteln
eine Ca?"-abhangige Verbindung von Epithel- oder Endothelzellen, durch homophile
Interaktion zwischen Mitgliedern der Cadherin-Familie benachbarter Zellen. Die
Bildung der AJs geht dem Aufbau von TJs und Desmosomen voraus. Es wird
angenommen, dass die initial vermittelte Zell-Zell-Verbindung von E-Cadherin eine
Schlisselkomponente in der Weiterentwicklung anderer Zellverbindung und der
Zellpolaritat spielt (TUNGGAL et al., 2005).

Die Transmembranproteine der AJs sind die klassischen Cadherine, d.h. E-Cadherin,
N-Cadherin, P-Cadherin, R-Cadherin und B-Cadherin (GUMBINER et al., 1996). Sie
sind kalziumsensitive Komponenten. Sie besitzen eine Transmembrandomane, funf
extrazellulare Domanen und ein zytoplasmatisches Ende (GRUNWALD et al., 1993).
Der C-Terminus jeder extrazellularen Domane enthalt Ca?’-Bindungsstellen, die
stabilisierend wirken und die Strukturen der Zell-Zell-Adhasion indirekt beeinflussen.
Durch Interaktionen mit einer Vielzahl von Proteinen sind Cadherine an eine Reihe
von biologischen Prozessen, wie Zelladhasion, Zellwachstum, Kontrolle der
Zellpolaritat, Organisation des Zytoskeletts und Zellmigration beteiligt (CHRISTOFORI
und SEMB, 1999).
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R-Catenin ist ein multifunktionelles und zytoplasmatisches Protein, das eine
molekulare Masse von 95 kDa aufweist. Das Protein ist bei der Kontrolle der
Zelladhasion, der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und Genexpression
beteiligt. Die Verbindung von E-Cadherin mit dem Aktinzytoskelett wird durch
a-Catenin vermittelt, das wiederum Uber B-Catenin mit E-Cadherin verbunden ist.
Das Catenin p120 kann ebenfalls direkt an Cadherine binden und damit die Stabilitat
des Cadherin-Komplexes an der Zelloberflache regulieren (ROCZNIAK-FERGUSON
und REYNOLDA, 2003). Viele andere Gerust-, Signal- und Zytoskelettproteine kdnnen
mit AJs assoziiert sein. So kann das Protein ZO-1 direkt an a-Catenin binden, was

ein wichtiger Schritt in der Bildung der TJs zu sein scheint (ITHO et al., 1997).

1.3. Desmosomen

Desmosomen oder Maculae adherentes sind Verankerungspunkte flr
Intermediarfilamente, die im Zytoplasma ein Strukturgertst ausbilden und
mechanischem Stress Widerstand leisten kénnen. Uber die Desmosomen sind die
Intermediarfilamente benachbarter Zellen direkt miteinander verbunden und bilden im
gesamten Gewebe ein durchgehendes Geflecht aus. Desmosomen sind damit eine
wichtige Vorraussetzung fur die Integritdt des Gewebes. Sie sind dynamische
Strukturen, deren Funktionen Uber reine adhasive Interaktionen hinausgehen
(CHIDGEY et al., 2002). Zu den desmosomalen Proteinen kdnnen drei Proteinfamilien
gezahlt werden; die desmosomalen Cadherine, die Familie der Armadilloproteine und
die Plaktinfamilie (GETSIOS et al., 2004). Desmogleine (Dsgs) und Desmocolline
(Dscs) gehoren zu den desmosomalen Cadherinen. Es sind Transmembranproteine,
von denen es mehrere Isoformen gibt (Dscs 1-3 und Dsgs 1-4) (CHENG und KOCH,
2004). Desmosomale Cadherine kdnnen Antigene bei Autoimmunerkrankungen sein.
Die Symptome dieser Erkrankungen machen die Bedeutung der Proteine bei der
Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen und der Aufrechterhaltung epithelialer
Integritat deutlich. So verursachen Autoantikdrper gegen Dsg 3 den Pemphigus
vulgaris (AMAGAI et al., 2000).
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1.4. Verteilung von Tight Junction-, Adherens Junction- und desmosomalen
Proteinen in der Haut

Die Haut erstreckt sich beim Erwachsenen Uber eine Flache von 1,2 -2,3 m? Sie
grenzt den Organismus zur Aullenwelt ab und bildet damit eine Barriere gegen
physikalische, chemische oder pathogene Einflisse aus der Umwelt. Wird diese
Barriere von fremden Substanzen oder Organismen durchbrochen, so tritt unter
physiologischen Voraussetzungen das Immunsystem in Aktion, um das eindringende
Agens zu prufen und gegebenenfalls eine Immunreaktion auszulésen. Zusatzlich
bildet die Haut eine (semipermeable) Barriere, um den Korper vor einem

ubermaligen Wasserverlust aus der Dermis zu schitzen.

TJ-assozierte Proteine werden in verschiedenen Schichten der Epidermis gefunden.
Die Zusammensetzung ist sehr heterogen. In der Immunfluorenszenzmikroskopie
konnten Claudin 1, Claudin 4, Claudin 5 und Claudin 7, das Protein ZO-1, Occludin,
JAM-A, Cingulin, MUPP-1 und Symplekin in der menschlichen Haut dargestellt
werden. Weitere TJ-Molekile, wie Claudin 8 und Claudin 17 konnten in
Keratinozyten auf RNA Ebene identifiziert werden (BRANDNER et al., 2006).
Claudin 1 ist die Hauptkomponente der TJs in der Epidermis. Dem Protein wird ein
grolRer Anteil an der Ausbildung der Barriere zugeschrieben (FURUSE et al., 2002).
Claudin 1 ist jedoch kein spezifischer Marker fur TJs, da es an den Zell-Zell-Grenzen
aller lebenden Schichten der Epidermis exprimiert wird, wahrend typische
TJ-Strukturen nur im Stratum granulosum vorhanden sind. Die TJ-Proteine MUPP-1,
Claudin 7 und JAM-A werden ebenfalls in allen lebenden Schichten der Epidermis
gefunden. Occludin und Cingulin sind auf die Zell-Zell-Grenzen des 2-3-schichtigen
Stratum granulosums in der gesunden Epidermis beschrankt (BRANDNER et al.,
2006). Die Proteine ZO-1, Claudin 4 und Symplekin werden in mehreren
suprabasalen Schichten exprimiert (FURUSE et al., 2001; PUMMI et al., 2001;
BRANDNER et al., 2002; LANGBEIN et al., 2002a). Die Lokalisation von Claudin 5
(MORITA et al., 2003) und JAM-B galten auf das Endothel der Dermis beschrankt. Im
Gegensatz dazu beschrieben PELTONEN und Mitarbeiter Claudin 5 als mogliche
Komponente von epithelialen TJs, begrindet in einer schwachen Immunreaktion im
Stratum granulosum (PELTONEN et al., 2007). Eine Kolokalisation aller epidermalen
TJ-Proteine findet sich im Stratum granulosum. Die Hypothese, dass TJs einen
direkten Anteil am Aufbau der (murinen) Hautbarriere haben, konnte durch Studien

an Claudin 1 Knock-out Mausen gefestigt werden. Die Mause versterben am ersten
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Tag nach der Geburt durch einen erhdhten transepidermalen Wasserverlust bei einer
unzureichend ausgebildeten Hautbarriere (FURUSE et al., 2002). Auch die
Uberexpression von Claudin 6 fiihrt bei Ma&usen zu einer verdnderten
Barrierefunktion. Durch den gesteigerten transepidermalen Wasserverlust versterben
diese Mause ebenfalls innerhalb weniger Tage (TURKSEN und TRQOY, 2002).

Zwei klassische Cadherine werden in der Epidermis exprimiert. Neben P-Cadherin,
das in der Basalschicht lokalisiert ist, wird E-Cadherin in allen lebenden Schichten
der Epidermis gefunden (JENSEN et al., 1997). Der Verlust von E-Cadherin in der
Epidermis von Mausen fuhrt zur Fehllokalisation wichtiger TJ-Proteine (z.B. Verlust
von Claudin 1 im Stratum granulosum), weniger dicht abschlieienden TJs und damit
zu einem veranderten epidermalen Widerstand. Die Unfahigkeit eine funktionelle
epidermale Barriere aufrechtzuerhalten mundet in dem frihzeitigen Tod der Mause.
Die beiden Proteine Rac und aPKC, wichtige Komponenten fur die Ausbildung der
TJs, sind ebenfalls fehllokalisiert (TUNGGAL et al., 2005). Auch das zytoplasmatische
Protein B-Catenin wird in allen lebenden Schichten der Epidermis exprimiert, wobei

es besonders intensiv im Stratum basale vertreten ist (FUKUMARU et al., 2007).

Desmosomen werden ebenfalls in allen Schichten der Epidermis gefunden, aber die
Zahl und Zusammensetzung der Proteine variiert in den einzelnen Zelllagen
(GETSIOS et al., 2004). Dsc 1 wird eher in den suprabasalen Schichten und im
Stratum granulosum gefunden, jedoch nicht im Stratum corneum. Im Gegensatz
dazu ist Dsg 1 in suprabasalen Schichten und zusatzlich im Stratum corneum
vorhanden. Dsg 3 und Dsc 3 werden in allen Schichten der Epidermis gefunden,
bevorzugt aber in den unteren Schichten. Dsc 2 und Dsg 2 werden lediglich basal

exprimiert.

1.5. Psoriasis
1.5.1. Definition

Die Psoriasis ist eine genetisch verankerte, akut exanthemisch oder chronisch
stationar verlaufende entzindliche Erkrankung der Haut. Das Krankheitsbild ist durch
stark schuppende, entzundliche Plaques gekennzeichnet, die weite Bereiche der
Haut Uberdecken konnen und meist mit einem erheblichen personlichen

Leidensdruck einhergehen. Die Psoriasis kann in ihrer erythrodermatischen,
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pustoldsen oder arthropatischen Erscheinungsform auch von extrakutanen

Symptomen begleitet sein.

1.5.2. Epidemiologie

Die Psoriasis tritt weltweit mit einer Haufigkeit von 0,1 bis 3% in der gesamten
Bevolkerung auf. Sie ist eine Erkrankung, die ausschlieBlich beim Menschen
vorkommt und unter der weillen Bevdlkerung Nordeuropas und Skandinaviens
haufiger vertreten ist. Allein in Deutschland leiden 1,5 Millionen Menschen unter der
Psoriasis vulgaris. Die Psoriasis ist mit bestimmten HLA-Typen assoziiert. So
erkranken z.B. etwa 10% der HLA-(Human Leukocyte Antigens)-Cw6-positiven

Individuen an Psoriasis. Uber den Vererbungsmodus besteht keine Einigkeit.

1.5.3. Pathogenese

Das Verstandnis Uber die Pathogenese der Psoriasis und die Richtung der
pathogenetischen Forschung ist stark von therapeutischen Ansatzen gepragt worden
(PRINZ, 2003). Die Psoriasis galt schon lange als eine Dermatose, deren scheinbar
simples Erscheinungsbild auf eine Vielfalt von Pathomechanismen zurlckzufihren
ist. Ursprunglich ging man davon aus, dass es sich um eine genetisch verankerte
Regulationsstérung der Keratinozytenproliferation handelt, da das Krankheitsbild
eher von epidermalen Symptomen, als von dem Entzindungsprozess selbst gepragt
ist. Unterstitzt wurde diese These nicht zuletzt durch die Untersuchungen von
ROTHBERG, der 1961 durch die Messung der Transitzeit von intravends
verabreichten Glycin-C™ zum erstmals den erhdhten epidermalen Umsatz in
Psoriasislasionen beschrieb (ROTHBERG et al., 1961). Erst die =zufallige
Beobachtung der antipsoriatischen Wirksamkeit von Cyclosporin A bei
Transplantatpatienten, gab Hinweise auf die Bedeutung immunologischer
Mechanismen bei der Pathogenese der Psoriasis (MUELLER et al., 1976, VAN JOOST
et al., 1988). Ein komplett pathogenetisches Konzept der Psoriasis ist bis heute noch

nicht formuliert.

Bei der Manifestation der Psoriasis spielen neben der genetischen Pradisposition vor
allem immunologische Mechanismen sowie exogene und endogene Triggerfaktoren
eine entscheidende Rolle (PRINZ, 2004). Es kommt zur Aktivierung von speziellen,

dendritischen Zellen, die in der Dermis und Epidermis lokalisiert sind und die Uber
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eine Produktion von TNF-a und IL-23 die Entwicklung von T-Zell-Untergruppen
(Th1 und Th17) férdern. Von diesen T-Zellen wiederum werden weitere
Mediatoren/Zytokine ausgeschuttet, die fur die epidermalen und vaskularen
Veranderungen in der Psoriasis verantwortlich sind. So beeinflussen die Zytokine die
Proliferation der Keratinozyten, induzieren die Chemotaxis von Neutrophilen und
T-Zellen, fordern die Angiogenese, regulieren Adhasionsmolekile auf
Entzindungszellen und stimulieren die Ausschuttung weiterer Zytokine. So wirkt z. B.
eine vermehrte Produktion von IL-2 chemotaktisch und stellt einen starken Reiz zur
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen dar (WILKINSON und NEWMAN, 1994).
Das Zytokin TNF-a, dessen Produktion in psoriatischen Hautlasionen erhoht ist, wirkt
stimulierend auf die Expression einiger Mediatoren wie z.B. IL-1, IL-6 und
Adhasionsmolekile wie E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 (GROVES et al., 1993).
Zytokine spielen damit bei der Aktivierung und Migration von T-Zellen eine

entscheidende Rolle in der Psoriasis.

1.5.4. Histologie

Im Vordergrund der Erkrankung steht das Bild der Entzindung. Die Infiltration der
Dermis  durch  T-Lymphozyten, @ denen eine  Schlisselrolle in  der
Psoriasispathogenese zugesprochen wird, gehdért zu den frihen histologisch
nachweisbaren Veranderungen neu entstehender Psoriasislasionen und geht der
epidermalen Hyperproliferation voraus. Nur ein kleiner Anteil infiltriert die Epidermis.
Wahrend in der Dermis CD4+-T-Lymphozyten vorherrschen, besteht das epidermale
Infiltrat vorwiegend aus CD8+-T-Lymphozyten. Die Hyperproliferation der
Keratinozyten in der Psoriasislasion zeigt sich histologisch in einer Akanthose mit
einem stark verdickten Stratum suprabasale, dessen Keratinozyten einen von 310
auf 36 Stunden verklrzten Zellzyklus aufweisen (WEINSTEIN et al., 1985). Die
Epidermis Uber den Papillenspitzen besteht nur aus wenigen Keratinozytenschichten.
Zusatzlich finden sich oft stark elongierte Reteleisten, die weit in das Stratum
papillare hineinreichen. Weiterhin zeigt sich eine Verhornungsstérung im Sinne einer
Hyperparakeratose. Das Stratum granulosum ist verschmalert oder fehlt komplett.
Eingewanderte neutrophile Leukozyten zeigen sich innerhalb einer parakeratotischen
Schicht (= Munro’sche Mikroabszesse) an der Grenze zum Stratum spinosum.
Ansammlungen von Neutrophilen lassen sich auch im oberen Stratum spinosum als

unilokulare, spongiforme Pusteln finden (=Kogoj-Pusteln). Haufig lasst sich ein
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perivaskulares, chronisch-entzindliches Infiltrat aus Histiozyten, Lymphozyten,
Mastzellen und vereinzelt polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten erkennen.
Typisch sind geschlangelte und erweiterte Kapillaren in den Papillen (siehe auch
Kapitel 4.1 und Abb. 5).

1.5.5. Pathologische Barrierefunktion der psoriatischen Haut

Die gesunde Haut besitzt unterschiedliche Barrierentypen. Neben der physikalischen
Barriere, die vorwiegend durch das Stratum corneum gebildet wird, ist das
kontinuierliche System der TJs des Stratum granulosums vermutlich eine wichtige
Komponente der epidermalen Barriere. Zusatzlich existieren in der Haut die
chemische Barriere, die durch Lipide, Sauren, Lysozymen und antimikrobiellen
Peptiden aufgebaut wird sowie das humorale und zellulare Immunsystem, das einen

Schutz gegen Viren und Bakterien bildet.

Eine wichtige Voraussetzung fur die physikalische Barriere des Stratum corneums ist
eine Balance zwischen der Proliferation und Desquamation der Keratinozyten. So ist
die Epidermis in der Lage sich innerhalb von 28 Tagen selbst zu erneuern. Die
Psoriasis ist jedoch durch eine gesteigerte Proliferationsrate und eine Stérung der
Differenzierung gekennzeichnet, die die Barriereeigenschaften der Haut verandern.
Die gestorte Barrierefunktion der psoriatischen Haut zeigt sich besonders in der
akuten Form, mit erhdhtem TEWL-Level (Transepidermal water loss) (bis zum
20-fachen des Normalwertes) und verminderten Hydrationswerten des Stratum
corneums. Das Ergebnis der schnellen Transitzeit der Keratinozyten (3-4 Tage) fuhrt
zum histologischen Merkmal der Parakeratose in der Psoriasishaut. Der
Wassergehalt der lebenden parakeratotischen Zellschichten ist erhoht und die
Hautbarriere ist weniger kompakt im Vergleich zu den abgestorbenen Kerationzyten,
die das gesunde Stratum corneum bilden. Dadurch ist die psoriatische Haut
permeabler. Im psoriatischen Stratum corneum lalkt sich eine veranderte
interzellulare Lipidzusammensetzung nachweisen. So zeigt sich eine deutliche
Verminderung von Ceramid 1 (MOTTA et al., 1994). Unter dem Elektronenmikroskop
konnte zusatzlich eine Veranderung der interzellularen Lipidlamellen dargestellt
werden (FARTASCH, 1997).
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1.5.6. Infektionen und antimikrobielle Peptide der Psoriasis

Eine Besonderheit der psoriatischen Haut ist die relative Abwesenheit von
Infektionen, insbesondere solche, die durch bakterielle Erreger verursacht werden.
Wahrend bei der atopischen Dermatitis, einer TH-2-vermittelten, chronisch-
entzindlichen Hauterkrankung, ca. 30% der Patienten an einer erstzunehmenden
Hautinfektion leiden, sind lediglich 6,7% der Psoriasispatienten von einer solchen
Infektion betroffen, obwohl beide Erkrankungen durch eine Stérung der Hautbarriere
gekennzeichnet sind (GRICE et al., 1975; CHRISTOPHERS et al., 1987). Bei
Entzindungsreaktionen (z.B. psoriatische Haut) oder Verletzungen produzieren
Keratinozyten ein hohes Mal} an antimikrobiellen Peptiden, die eine Schllisselrolle in
der angeborenen lokalen Immunantwort Ubernehmen und zur chemischen Barriere
der Haut gezahlt werden. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die
Ausschuttung von antimikrobiellen Peptiden essentiell fur die Abwehr von Infektionen
in der Haut ist (NIZET et al., 2001). Fur die Funktion der Hautbarriere beim Menschen
sind vor allem die Untergruppen humane Defensine (a- und B-Defensin) und
Cathelicidine von Bedeutung. Sie sind gegen ein breites Spektrum an
Mikroorganismen wirksam (gramnegative und -—positive Bakterien, Pilze und
bestimmte Viren). Analysen von Hautschuppen von Psoriasispatienten fluhrte zur
Entdeckung von HBD-2 (=Humanes R-Defensin-2), das nicht standig von der Haut
gebildet wird, sondern nur nach selektiver Induktion (z.B. Kontakt mit gramnegativen
Bakterien oder proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a und IFN-y). Bei der
atopischen Dermatitis scheint eine verringerte Bildung von antimikrobiellen Peptiden
eine Rolle bei der erhdhten Anfalligkeit gegenuber Infektionen zu spielen. Dies
konnte ein Ergebnis der Produktion von TH-2-Zytokinen mit ihren Wechselwirkungen
und der verminderten Ausschuttung von TNF-a und IFN-y sein (NOMURA et al.,
2003).

1.5.7. Veranderte Expression von Tight Junction-assoziierten Proteinen in der
Psoriasis

Bei verschiedenen Hauterkrankungen, die durch eine Stérung der Barrierefunktion

gekennzeichnet sind (z.B. Psoriasis oder Lichen ruber planus), zeigt sich eine

zusatzliche Kolokalisation einiger TJ-Proteine (z.B. Occludin, ZO-1 und Claudin 4) im

Stratum spinosum (PUMMI et al, 2001; YOSHIDA, et al. 2001; BRANDNER et al., 2006,

PELTONEN et al., 2007). Untersuchungen an psoriatischer Haut und in
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hyperproliferativen Zonen an der Grenze heilender Lasionen demonstrieren, dass
eine  Stérung der  Keratinozytenproliferation  mit  einem  veranderten
Expressionsmuster von verschieden TJ-Proteinen verbunden ist (PELTONEN et al.,
2007). In der Epidermis aktiver Plaque-Psoriasis zeigt sich eine deutliche Reduktion
von Claudin 1 in der indirekten Immunfluoreszensfarbung, im Western Blot- und in
PCR-Analysen (BRANDNER et al., 2006, PELTONEN et al., 2007, WATSON et al.,
2007). Studien an konfluenten HaCaT-Zellen, die mit exogene Zytokinen fur 48 h
inkubiert wurden, aber auch Biopsien von freiwilligen Probanden zeigen eine
Herabregulation von Claudin 1 durch den Einfluf3 von INF-13 (WATSON et al., 2007).
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1.6. Zielsetzung und Fragestellung

Die immunologischen und genetischen Grundlagen der Psoriasis haben in den
vergangenen Jahren groRe Fortschritte gemacht. Dennoch ist der
Pathomechanismus noch nicht vollstandig geklart. Durch ihre histologischen
Veranderungen ist besonders die aktive Psoriasis durch eine Storung der
Hautbarriere gekennzeichnet. Studienergebnisse zeigen, dass neben dem Stratum
corneum das kontinuierliche System der TJs und verschiedenen TJ-Proteine einen
wesentlichen Anteil an der Ausbildung der Hautbarriere haben konnten. In
Untersuchungen  konnten  Veranderungen im Expressionsmuster  der
unterschiedlichen TJ-assoziierten Proteine bei ausgepragter Psoriasis vulgaris
(Plaque-Typ) im Vergleich zur gesunden Haut festgestellt werden (PUMMI et al.,
2001; YOSHIDA et al., 2001; BRANDNER et al.,, 2006; PELTONEN et al., 2007,
WATSON et al., 2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, verschiedene Transmembran- und Plaque-
Proteine der Tight Junctions (TJs) sowie ausgewahlte Proteine der
Adharenzverbindungen und Desmosomen in der Haut Psoriasiserkrankter zu
charakterisieren. Um herauszufinden, ob Veranderungen der unterschiedlichen
Zell-Zell-Verbindunsgproteine bereits in einer fruhen Phase der Psoriasis auftreten
oder diese ein Merkmal der fortgeschrittenen Erkrankung (Plaque-Typ Psoriasis)
sind, werden in Paraffin eingebettete Hautschnitte von Patienten mit histologisch
gesicherter Psoriasis in der Fruhform und in der fortgeschrittenen Phase (hier

beispielhaft: Psoriasis pustulosa) untersucht.

Um die Wechselwirkungen zwischen TJ-Proteinen und Entzindungszellen zu
charakterisieren, stellen die verschiedenen Psoriasis-Formen mit ihren
unterschiedlichen Entzindungszellspezies in der Dermis und Epidermis ideale
Praparate dar. Deshalb soll der EinfluR verschiedener Entzindungszellspezies auf
die Verteilung der TJ-, AJ- und desmosomalen Proteine in den beiden
Psoriasisformen untersucht werden. Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz
werden Mitglieder der Claudin-Familie (Claudin 1, Claudin 4, Claudin 7), JAM-A, das
Protein ZO-1, B-Catenin, E-Cadherin und Desmoglein 1 jeweils mit einem Antikorper
gegen CD43 oder CD15 kombiniert. Der monoklonale Antikérper gegen CD43, der
typischerweise in hohem Mal} von fast allen Leukozyten (z.B. T-Lymphozyten, auf

aktivierten B-Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen) exprimiert wird, soll
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dabei einen Uberblick Uber den allgemeinen Einflu von Entziindungszellen auf die
Lokalisation unterschiedlicher Zellverbindungsproteine in der psoriatisch veranderten
Epidermis geben. Zur genauen Bestimmung des Einflusses von neutrophilen
Granulozyten, die sowohl in der Frihform als auch in der Psoriasis pustulosa haufig
in der Epidermis nachgewiesen werden kdnnen, wird zusatzlich der monoklonale
Antikdrper gegen CD15 bei der immunhistochemischen Farbung eingesetzt, der

neben neutrophile Granulozyten auch Monozyten markiert.
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2. Material

2.1. Untersuchungsgut

FUr die Untersuchung wurden Hautproben verwendet, die im Rahmen von
Gewebeentnahmen zur histologischen Diagnosesicherung in der Klinik fur
Dermatologie und Venerologie des Universitatsklinikums-Hamburg-Eppendorf (UKE)
anfielen. Die Arbeit umfasst das in Paraffin eingebettete Material von 10 Patienten. In
allen Fallen handelt es sich um histopathologisch gesicherte Psoriasis. Es wurden 5
Proben mit den Merkmalen eines frihen Stadiums der Psoriasis (eine mannliche, vier
weibliche im Alter zwischen 32-65 Jahren) und weitere 5 Proben der Psoriasis
pustulosa (zwei mannliche, drei weibliche im Alter zwischen 25-69 Jahren)
verwendet. Der Einsatz der Proben wurde von der Ethikkommission der
Arztekammer Hamburg genehmigt (WF 08/08).

2.2. Gerate und Verbrauchsmaterialen
Deckglaser Superior Marienfeld, 24 x 60 mm Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-Koenigshofen

Digitalkamera Olympus C-5050 Zoom Camedia, Olympus
Deutschland GmbH, Hamburg

Eppendorfgefalle SAFTY CAP, 1,5 ml, Sarstedt AG & Co.,
NUmbrecht
Konische Rohrchen BLUE MAX™ 15 ml, Becton Dickinson Labware

Europe, Meylan Cedex/Frankreich

Feinwaage Satorius BP 210 D, Satorius AG, Goéttingen
Feuchtkammer KreaTech Diagnostics, Amsterdam/Niederlande
Kahlplatte medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf
Magnetriahrer Heidolph MR 3001, Heidolph Instruments GmbH &

Co. KG, Schwabach

Makierungsstift PAP Pen, Coulter-Immunotech Diagnostics, Krefeld
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Mikroskope

Mikrowelle

Objekttrager

Paraffin-Streckbad

pH-Meter

Pipetten

Rotationsmikrotom
Tischzentrifuge
Vortexer

Waage
Warmeplatte

Warmeschrank

2.3. Chemikalien

CaC|2 X Hzo
C5H5Na307 X 2H20

DAPI (1:5000)

DakoCytomation-Proteinblock

Lichtmikroskop: WILD MPS 52 Leica Benzheim

Fluoreszenzmikroskop: Axiophot Il Zeiss Goéttingen;
mit: CCD-Kamera C4742-95 Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herrrsching Software: Openlab

2.0.4. Improvision, Coventry/UK
Bosch, Stuttgart

72 SuperFrost/Plus Objekttrager, Assistent®
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim

GFL® Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,

Burgwedel

Knick 766 Calimatic, Knick Elektronische
Messgerate GmbH & Co., Berlin

0,5 ul, 10 -100 pu-10, 100 -1000 pl
Eppendorf AG, Hamburg

Leica RM 2165, Benzheim

Biofuge 13 H, Heraeus Holding GmbH, Hanau
Scientific Industries, New York/ USA
Sartorius BL 3100, Satorius AG, Gottingen
medax, GmbH und CO. KG, Olching

Heraeus T6030, Hereus Holding GmbH, Hanau
Memmert GmbH und CO. KG, Schwabach

Merck KG aA, Darmstadt
Merck KG aA, Darmstadt

(4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

(serum free), DakoCytomation, Glostrup/Danemark
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EDTA

Ethanol absolut

Fluoromount-G™

KCI

KH,PO4
Magermilchpulver
Na;HPO, x 2H,0
NaCl

NGS
Petroliumbenzin
Salzsaure 25%
Salzsaure 37%
Triton X-100
Trizma® base
Trypsin (1:250)

Tween 20

Xylolersatz XEM-200

Titriplex III; Ethylendiamintetraessigsaure
Merck KG aA, Darmstadt

Walter CMP GmbH & Co. KG, Kiel

Southern Biotechnology Associates, Inc.
Birmingham/USA

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Saliter, Oberglnzburg (Allgau)

Merck KG aA, Darmstadt

Mallinckrodt + Baker B.V. Deventer/Niederlande
Normal Goat Serum, Dianova GmbH, Hamburg
Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biochrom AG, Berlin

Polyoxiethylensorbitanmonolaurat Merck-

Schuchardt, Hohenbrunnen

Vogel GmbH & Co. KG, Medizinische Technik und

Chemie, Giessen
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2.4. Puffer und Losungen

PBS (phosphate buffered saline ) 10x
Stammldsunag:

160,00 g NaCl

4,00 g KCI

23,20 g Na;HPO4 x 2H,0

2,00 g KH,PO4

ad 2000 ml Aqua dest., pH auf 6,9 einstellen

Gebrauchslosung: 1:10

TBST (tris buffered saline ) 10x

Stammldsung:

121,10 g Tris-HCL

175,32 g NaCl

ad 1500 ml Aqua dest.

10 g Tween 20

113,30 ml HCI 25%; pH auf 7,4 einstellen und auf 2000 ml mit Aqua dest. aufflllen

Gebrauchslosung: 1:10

Tris-HCI (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, hydrochloride)
60,57 g Trizma® base

500 ml Aqua dest.

pH auf 7,4 einstellen und auf 1000 ml mit Aqua dest. auffullen

TEC-Puffer (Tris-EDTA-Citrat) 20x

Stammldsung:

5 g Trizma® base

10 g EDTA

6,4 g Tri-Natriumcitrat

950 ml Aqua dest., pH 7,8 einstellen und auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen
Gebrauchslésung: 1:20

Magermilch 2 oder 5 %
0,29 (2%) bzw. 0,5g (5%) Magermilch in 10 ml PBS auflésen
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Blocklosungen
10 pl Triton 10% in 990 pl der 2 oder 5% Magermilch
20 ul verwerfen und durch 20 pl NGS ersetzen

Trypsin
Stammldsung:

1 ml Tris-HCI 0,5 mol
9 ml Aqua dest.

0,010 g Trypsin
0,011 g CaClyx H.O

Gebrauchslésung: Trypsin 0,001%
1 ml Tris-HCI 0,5 mol
9 ml Aqua dest.

100 pl verwerfen und durch 100 pl aus Stammldésung ersetzen

2.5. Antikorper fur die Immunfluoreszenzfarbung

2.5.1. Primarantikorper

R-Catenin polyklonal, anti-goat, 1gG
R & D System Inc., Minneapolis/lUSA
Endverdinnung: 1:500

Claudin 1 polyklonal, anti-rabbit, IgG
ZYMED Laboratories Inc., San Francisco/lUSA
Endverdinnung: 1:150

Claudin 4 polyklonal, anti-rabbit, IgG
ZYMED Laboratories Inc., San Francisco/USA
Endverdinnung: 1:50

Claudin 7 polyklonal, anti-rabbit, IgG
ZYMED Laboratories Inc., San Francisco/USA
Endverdunnung: 1:50
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Desmoglein 1

E-Cadherin

JAM-1

Z0-1

CD15

CD43

monoklonal, Kulturiberstand, anti-mouse, IgG

zur Verfugung gestellt Labor Prof. Dr. W.W. Franke,
DKFZ, Heidelberg

Endverdinnung: 1:10

monoklonal, Clone 36B5, anti-mouse, 1gG1
Novocostra Laboratories Ltd, Benton Lane/UK
Endverdinnung: 1:5

polyklonal, anti-goat, IgG
R & D System, Inc., Minneapolis/lUSA
Endverduinnung: 1:20

polyklonal, anti-rabbit, IgG
ZYMED Laboratories Inc., San Francisco/lUSA
Endverdinnnung: 1:80

monoklonal, Clone C3D-1, anti-mouse, IgM
DAKO Cytomation, Hamburg
Endverdinnung: 1:50

monoklonal, Clone DF-T1 anti-mouse, 1gG+
DAKO Cytomation, Hamburg
Endverdunnung: 1:50

2.5.2. Immunglobuline (Negativkontrollen)

Mouse IgM
Mouse 1gG1
Rabbit IgG

Goat IgG

DakoCytomation, Glostrup/Danemark
DakoCytomation, Glostrup/Danemark
DakoCytomation, Glostrup/Danemark

R & D System, Inc., Minneapolis/lUSA
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2.5.3. Sekundarantikorper

Cy ™3

Alexa FluorR®488

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 594

Alexa Fluor® 594

donkey anti-goat IgG (H+L)

Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.
Dianova GmbH, Hamburg

Endverdinnung: 1:500

goat anti-mouse IgG (H+L)
Moleculare Probes, Inc., Leiden/ Niederlande

Endverdinnung: 1:600

goat anti-mouse IgM
invitrogen Moleculare Probes, Inc., Leiden/ Niederlande

Endverdinnung: 1:600

F(ab’)2 Fragment of goat anti-rabbit IgG (H + L)
Moleculare Probes, Inc., Leiden/ Niederlande
Endverdinnung: 1:1000

F(ab’)2 fragment of goat anti-mouse IgG(H+L)
Moleculare Probes, Inc., Leiden/ Niederlande

Endverdinnung: 1:600
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3. Methodik

3.1. Vorbereitung der Paraffinblocke
3.1.1. Schneiden der Paraffinblocke

Die Schnitte fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden aus Paraffinblocken am
Mikrotom angefertigt. Um eine bessere Schneidefahigkeit der Blocke zu erreichen
und die Dicke der einzelnen Schnitte zu wahren, wurden die Paraffinblocke vor ihrer
Bearbeitung fur 30 min auf -8 °C heruntergekuihlt. Dieser Vorgang wiederholte sich
auch zwischen den einzelnen Schnittvorgangen. AnschlieBend konnten die
Paraffinblocke in einer Halterung am Mikrotom eingespannt werden, um 5 ym dicke
Gewebsschnitte herzustellen. Die Schnitte wurden zur Entspannung zunachst in
raumtemperaturwarmes Wasser gelegt und anschlie3end in ein mit 42 °C warmes
Wasserbecken (Paraffin Streckbad) Uberfuhrt, um die Oberflache der Schnitte zu
glatten. Dann wurden die Schnitte auf SuperFrost/Plus Objekttrager, Assistent®
gezogen, auf einem Objekttrager-Strecktisch 30 min lang getrocknet und
anschlieRend Uber Nacht bei 52 °C endgetrocknet. Um ein Abschwimmen der
Schnitte wahrend des spater folgenden Kochvorgangs zu vermeiden, wurden
beschichtete Objekttrager verwendet. Bis zur Weiterverwendung der Gewebsschnitte

wurden diese bei Raumtemperatur gelagert.

3.1.2. Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte

Alle nachfolgenden Reagenzien muflten fur das optimale Gelingen bei
Raumtemperatur verwendet werden. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte
zunachst zweimal fur je 20 min mit Xylol behandelt und anschlielend in eine

absteigende Alkoholreihe Uberflihrt, die der Rehydrierung des Gewebes diente.

Die Paraffinschnitte wurden nach folgendem Schema behandelt:
1. Ethanol absolut 2 min
2. Ethanol absolut 5 min
3. Ethanol 96% kurz
4. Ethanol 80% kurz
5. Ethanol 70 % kurz
6

. Aqua dest. 5 min
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3.1.3. Demaskierung der Antigene

Die Formalinfixierung kann zu Quervernetzungen von Proteinen und damit zu
Strukturveranderung im Gewebe flihren (=Antigemaskierung). Um eine ausreichende
Antigenitat der Proteine gewahrleisten zu konnen, muss diese Antigenmaskierung
aufgebrochen oder rickgangig gemacht werden, sodass die Zahl an immunreaktiven
Epitopen nachtraglich wieder erhdht wird. Dies ermdoglicht eine optimale Antigen-

Antikorper-Reaktion.

Zum Aufbrechen der Quervernetzungen, die durch die Fixierung entstanden waren,
wurden die Schnitte zunachst einer Vorbehandlung mit feuchter Hitze unterzogen.
Dabei wurden die Praparate fur 4 x 5 min bei 600 Watt in der Mikrowelle in
TEC-Puffer gekocht. In der sich anschliellienden Abklhlungsphase (30 min) erfolgte
die Renaturierung des Gewebes. Vor der Weiterbehandlung der Schnitte wurden
diese fur 2 x 5 min in PBS oder 2 x 3 min in TBST gespult. Dann erfolgt die
proteolytische Demaskierung der Antigene mit Trypsin (0,001%) fur 10 min bei 37 °C
im Warmeschrank. AnschlieRend wurden die Schnitte kurz in Aqua dest. gespdlt und
dann fir 2 x 5 min in PBS oder 2 x 3 min in TBST Uberfuhrt. Nachfolgend wurde die
vorhandene Pufferflissigkeit von den Objekttragern durch seitliches Abklopfen
entfernt. Mit einem Markierungsstift (PAP-Pen) wurden die Praparate eingekreist, um
den Reagenzienverbrauch zu reduzieren und eine optimale Inkubationssituation zu

schaffen.

3.1.4. Blocken unspezifischer Reaktionen

Um unspezifische immunhistochemische Reaktionen des Primarantikorpers im
Gewebe zu vermeiden, wurden die Schnitte in einer Feuchtkammer bereits vor der
Inkubation mit dem Primarantikdrper fur 20 min mit einer Blockldsung versetzt. Fir
Claudin 1 wurde dabei ein Reagenz bestehend aus Magermilch (2%) in PBS, Normal
Goat Serum und Triton verwendet. Fur alle anderen Antikorper kam der Proteinblock
DakoCytomation (serum free) zum Einsatz. Die Blockldosung wurde dann vom
Objekttrager abgeklopft und vor der Inkubation mit dem Primarantikdrper sorgfaltig

mit einem saugfahigen Papier getrocknet.
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3.2. Immunhistochemische Farbung (Indirekte Inmunhistochemie)

Nach den einzelnen Vorbehandlungsschritten erfolgte die Immunfluorenszenz-
farbung. Hierbei kam die Technik der immunhistochemischen Doppelfarbung zum
Einsatz. Dazu wurden die Antikorper Claudin 1, Claudin 4, Claudin 7, JAM-A,
R-Catenin und ZO-1 sowohl mit CD15 und als auch mit CD43 kombiniert. Es erfolgte
die Detektion zweier Epitope auf demselben Gewebeschnitt mit zwei
Primarantikorpern unterschiedlicher Tierspezies. Dabei wurden die Primarantikorper
bzw. Sekundarantikorper entweder im Gemisch oder in einzelnen Schritten

nacheinander auf die Praparate aufgetragen (siehe dazu 3.2.1, 3.2.2 und 3.2.3).

3.2.1. Doppelfarbung mit Primar- bzw. Sekundarantikorpergemisch

Die Inkubation mit dem Primarantikdrpergemisch (Claudin 1/CD15 bzw. CDA43,
Claudin 7/CD15 bzw. CD43) in seiner geeigneten Verdinnung und Menge wurde in
einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur fur 1 h durchgefuhrt. Danach erfolgte die
Spulung der Schnitte fur 3 x 10 min in PBS (Claudin 1) oder 3 x 3 min in TBST
(Claudin 7). Die Praparate wurden dann seitlich abgeklopft, um den restlichen Puffer
zu entfernen. AnschlieBend wurde ein Gemisch aus den fur die beiden
Primarantikorper spezifischen Sekundarantikorper in ihrer geeigneten Konzentration
und Menge aufgetragen und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Schnitte erneut fir 5 min in PBS gespult und anschlieBend fir die
DNA-Farbung 1 min in dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI belassen. Es folgten weitere
Waschritte mit PBS (2 x 5 min) und Aqua dest. (2 x 3 min). AbschlielRend wurden die

Schnitte mit Fluoromount G™ eingedeckelt, getrocknet und bei 4 °C gelagert.

3.2.2. Sukzessive Doppelfarbung

Die Inkubation mit dem 1. Primarantikérper (Claudin 4, 3-Catenin, JAM-1 oder ZO-1)
in seiner geeigneten Verdunnung und Konzentration erfolgte fur 30 min in einer
Feuchtkammer bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Schnitte in TBST
(3 x 3 min) gespult. Folgend wurde der 1. spezifischen Sekundarantikoérper in
geeigneter Konzentration und Menge aufgetragen und flir 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte ein erneuter Spulvorgang der Schnitte in
TBST (3 x 3 min). Die Inkubation mit dem 2. Primarantikérper (CD15 bzw. CD43) in

seiner geeigneten Verdinnung und Menge erfolgte fur 45 min bei Raumtemperatur.
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Auch hier schlof3 sich ein Waschvorgang in TBST (3 x 3 min) an. Dann wurde der 2.
spezifische Sekundarantikérper in geeigneter Konzentration und Menge fir 45 min
inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut fir 5 min in PBS gespult und
anschlieRend fur die DNA-Farbung 1 min in dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI
belassen. Es folgten weitere Waschschritte mit PBS (2 x 5 min) und Aqua dest.
(2 x 3 min). AbschlieBend wurden die Schnitte mit Fluoromount G™ eingedeckelt,

getrocknet und bei 4 °C gelagert.

3.2.3. Einzelfarbung im Folgeschnitt

Bei den Antikdrpern Desmoglein 1 und E-Cadherin wurden keine Doppelfarbungen
angefertigt, da diese der gleichen Spezies (Maus) wie CD15 und CD43 angehorten.
Daher wurden die Primarantikorper Desmoglein 1 bzw. E-Cadherin und im
Folgeschnitt die Primarantikorper CD15 bzw. CD43 parallel aufgetragen und in ihrer
geeigneten Verdunnung und Konzentration fur 1 h in einer Feuchtkammer bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Spllvorgang in TBST
(3 x 3 min). Danach wurden die spezifischen Sekundarantikérper in ihrer geeigneten
Verdunnung und Konzentration nach dem gleichen Prinzip aufgetragen und bei
Raumtemperatur in einer Feuchtkammer fur 30 min inkubiert. Folgend wurden die
Schnitte erneut fir 5 min in PBS gespult und anschliellend flr die DNA-Farbung
1 min in dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI belassen. Es schlossen sich weitere
Waschschritte mit PBS (2 x 5 min) und Aqua dest. (2 x 3 min) an. Abschliel3end
wurden die Schnitte mit Fluoromount G™ eingedeckelt, getrocknet und bei 4 °C

gelagert.

3.2.4. Negativ- und Positivkontrolle

Zur Uberprifung der Spezifitat der Farbung mit dem Priméar- und Sekundarantikdrper
wurden parallel zu jeder Farbung zwei Negativkontrollen mitgefihrt. Bei der ersten
Negativkontrolle wurde anstelle des Primarantikbrpers das spezifische
Immunglobulin in der gleichen Konzentration verwendet und anschlieRend mit dem
spezifischen Sekundarantikorper inkubiert. Bei der zweiten Negativkontrolle wurde
nach der Inkubation des Primarantikrpers der Sekundarantikorper durch PBS oder
TBST ersetzt. Bei der Positivkontrolle wurden parallel Gewebsschnitte mitgefarbt, die

sicher das gesuchte Antigen exprimieren und spezifisch anfarben.
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3.3. Auswertung der Praparate

Die Auswertung der Paraffinschnitte erfolgte unter dem Immunfluoreszenzmikroskop
mit  anschlieBender fotographischer = Dokumentation. Dabei wurde das
Verteilungsmuster der Zell-Zell-Verbindungsproteine innerhalb der psoriatische
Epidermis beobachtete. Weiterhin wurde der EinfluR epidermal einwandernder
EntzGndungszellen auf die Verteilung der verschiedenen TJ-, AJ- und desmosomalen
Proteine untersucht. Die Intensitat der Immunreaktion wurde entsprechend der
Starke der Antikorperfarbung klassifiziert: sehr stark +++, stark ++(+), mittel ++,
schwach +, sehr schwach (+) oder keine 0 Immunreaktion vorhanden. Weiterhin
wurde auf das Vorhandensein einer zytoplasmatischen Lokalisation der einzelnen
Zell-Zell-Verbindungsproteine geachtet. War diese positiv bzw. vorhanden erfolgt die

Dokumentation in der Tabelle mit folgendem Symbol: (*).
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4. Ergebnisse

4.1. Histologische Merkmale der Frihform der Psoriasis und der Psoriasis
pustulosa im Spatstadium der Erkrankung

In den histologischen Praparaten einer frihen Form der Psoriasis zeigen sich eine
leichte, regelmalige Akanthose und eine diskrete spongiotische Gefugelockerung
der Epidermis, die in den unteren Abschnitten maRig mit Lymphozyten durchsetzt ist.
Weitere histologische Merkmale sind einige elongierte, meist gleichlange Reteleisten.
Die suprapapillare Epidermis zeigt deutlich weniger Keratinozytenschichten als in der
gesunden Haut. Das Stratum granulosum prasentiert sich verschmalert oder fehlt
komplett. Innerhalb der Epidermis gibt es nur an einzelnen Stellen intraepitheliale,
neutrophile Granulozyten. Auch subcorneal kénnen fokal kleine mit Neutrophilen
geflullte Pusteln angetroffen werden. In der maldig 6dematdsen papillaren Dermis
sind dilatierte Kapillaren und ein perivaskulares, lymphozytares Infiltrat mit einzelnen

neutrophilen Granulozyten zu erkennen (Abb. 5 A).

Eine starkere Akkumulation von neutrophilen Granulozyten charakterisiert die
Psoriasis pustulosa. Hier finden sich obligat hoher gelegenen Pusteln zunachst
subcorneal und spater auch intracorneal, die mit neutrophilen Granulozyten angefullt
sind. Die spongioforme Pustel Uber der Papille ist eine Makropustel und gleichzeitig
die typische Lasion. Eine komplette Zytolyse der Zellen im Zentrum fuhrt zur grof3en
Kavitat. Am Wandbereich der Pustel finden sich oft spongiforme Auflockerungen, in
denen ebenfalls Neutrophile zu finden sind. Zusatzlich sind im Vollbild der Psoriasis
pustulosa eine deutlich aufgelockerte Epidermis, plumpe Akanthose und weit
elongierte, gleichlange Reteleisten zu erkennen, die auffallend diinn oder am unteren
Ende kolbenartig aufgetrieben sein konnen. Manchmal erscheinen benachbarte
Reteleisten an der Basis verschmolzen. Das Stratum corneum ist stark
hyperkeratotisch verdickt. In der oberen Dermis finden sich ein perivaskulares,
lymphozytares Infiltrat, neutrophile Granulozyten, besonders unterhalb der

epithelialen Pusteln, ektatische Kapillaren und ein perikapillares Odem (Abb. 5 B).
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Abbildung 5: Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung der menschlichen Haut bei der Friihform der Psoriasis und bei der
Psoriasis pustulosa.

A zeigt histologische Veranderungen der Epidermis bei einer friilhen Form der Psoriasis: 1 Stratum corneum, 2 schmales und
unvollstandiges Stratum granulosum, 3a oberer Anteil und 3b unterer Anteil des verdickten Stratum spinosum, 4 Stratum
basale, 5 Stratum papillare der Dermis und 6 elongierte Reteleiste

B zeigt histologische Veranderungen der Epidermis bei der Psoriasis pustulosa: 1 hyperkeratotisches Stratum corneum,
2a oberer Anteil und 2b unterer Anteil des verdickten Stratum spinosum, 3 Stratum basale, 4 Stratum papillare der Dermis,
5 intraepitheliale Pustel (Makropustel) mit massenhaft Entziindungszellen, 6 epithelial einwandernde Entziindungszellen und
7 elongierte Reteleiste
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4.2. Immunlokalisation von Tight Junction-assoziierten Proteinen und
Identifizierung von Entziindungszellen bei der Psoriasis

Um zu klaren, ob die Veranderung der Expression unterschiedlicher TJ-Proteine, die
in vorausgegangenen Experimenten bei der Plaque Psoriasis nachgewiesen werden
konnten bereits in einem frihen Stadium der Psoriasisentwicklung auftritt, wurden die
Expressionsmuster der verschiedenen TJ-Proteine in einer frihen Form der Psoriasis
vulgaris untersucht und mit denen der voll ausgepragten Form (beispielhaft: Psoriasis
pustulosa) verglichen. In Hautproben von Psoriasiserkrankten wurden die
TJ-assoziierten Proteine Claudin 1, Claudin 4, Claudin 7, JAM-A und ZO-1 angefarbt.
Da sich die Frage stellte, ob die TJ-assozzierten Proteine besonders in der
Umgebung von Entzindungszellen verandert sind, wurden sie zunachst in
Doppellokalisation mit CD43 angefarbt. Dieser Antikorper wird auf fast allen
Leukozyten (z.B. T-Lymphozyten, auf aktivierten B-Lymphozyten, Granulozyten und
Makrophagen) exprimiert. AnschlieRend wurde speziell der Einflul der neutrophilen
Granuloyten (positiv fir CD15) auf das Expressionsmuster der TJ-Proteine in der
Epidermis untersucht. Auch hier erfolgte die Anfarbung der TJ-Proteine in

Doppellokalisation mit CD15.

4.2.1. Claudin 1 und CD43 bzw. CD15

In der gesunden Haut wird Claudin 1 von allen lebenden Schichten der Epidermis
exprimiert (Abb. 6).

Abbildung 6: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 1 in gesunder
menschlicher Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); Claudin 1 wird in allen lebenden Schichten der
Epidermis exprimiert; (MaRstab-Balken: 50 pm
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Frithform der Psoriasis
Die immunhistochemische Farbung fur Claudin 1 war in der Frihform der Psoriasis

besonders in den unteren Abschnitten der Epidermis deutlich vermindert. Wahrend
sich in den oberen Anteilen des Stratum spinosums eine weitgehend kontinuierliche
und intensive Farbung darstellte, war in den basalen Bereichen meist nur eine
fragmentarische und schwache Farbung zu erkennen. Das Stratum granulosum war
in den Praparaten schmal und in seiner Kontinuitat unterbrochen. Zusatzlich zeigte
der

es eine weniger intensive Farbung

Spinosuszellschicht (Tab. 1; Abb. 7-9).

im Vergleich zu oberen Anteil

Claudin 1 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum Stratum
unten oben corneum

gesunde Haut ++ +++ +++ +++ 0

FP 1 0 + ++ ¥ 0

FP 2 0 ++ ++(+) +(+) 0

FP 3 0 + ++ +(+) 0

FP 4 0 + ++ +(+) 0

FP5 0 + ++(+) + 0
Tabelle 1 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Claudin 1 in gesunder Haut und in der Frihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

In der Umgebung epithelialer CD43-positiver Zellen konnte eine Intensitatsminderung
in der Immunfarbung fur Claudin 1 verzeichnet werden.
CDA43-positive
immunhistochemische Farbung im Bereich der Entzindungszellen fur Claudin 1

unterbrochen und lickenhaft (Abb. 7).

Im Vergleich zu

angrenzenden Epidermisabschnitten ohne Zellen war die
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Abbildung 7: Inmunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 1 und CD43-positiven Zellen in menschlicher Haut bei einer
frihen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);

A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 1 (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfiarbungen fiir Claudin 1 (rot) und CD43
(griin); @’ und a” sind VergroRerungen aus A’ und A”’; A-A” zeigt den Verlust von Claudin 1 (rot) bei der epithelialen Infiltration
von CD43-positiven Zellen (griin); Pfeile markieren in A’ bzw. a’ die Unterbrechung in der Claudin-1-Farbung (rot) und in
A” bzw. a” die entsprechend einwandernde CD43-positive Entziindungszelle (griin); (MaRstab-Balken: 50 ym)

Bei der immunhistochemischen Doppelfarbung von Claudin 1 und CD43 zeigte sich

interessanterweise, dass in der Epidermis ein geringer Teil der Zellen sowohl fur
Claudin 1 als auch fur CD43 positiv war (Abb. 8).

Eine genaue Untersuchung =zeigte, dass die Herabregulation von Claudin 1
besonders in der Umgebung von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) zu
beobachten war. Die Farbung fur Claudin 1 wirkte diskontinuierlich und durch den
Einstrom der Entzindungszellen lickenhaft. Basal der eingewanderten
Entzindungszellen blieb die Farbung fur Claudin 1 unvollstandig und unterbrochen

(Abb. 9). Die fur Claudin 1 positiven Entziundungszellen waren nicht CD15 positiv.
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Abbildung 8: Kolokalisation von Claudin 1 und CD43 auf der Oberfliche von epithelial gelegenen Zellen in
menschlicher Haut bei einer frithen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 1 (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und CD43 (grlin); @’ -a’”’ sind VergrofRerungen aus A’- A’

Die Pfeile in den Abbildungen A’-A’”’ bzw. a’-a’”’ markieren zwei Zellen, die in A’ bzw. a’ fir Claudin 1 (rot) und in A” bzw. a”
flir CD43 (griin) positiv sind; A’ bzw. a’”’ zeigt die Kolokalisation beider Antikérper in gelb; (MaRstab-Balken: 50 ym)

Abbildung 9: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 1 und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
einer frithen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);

A’ Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot); A” Uberlagerungen der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und
CD15 (griin); A-A” zeigt den Verlust von Claudin 1 (rot) in der Umgebung epithelial infiltrierender, neutrophiler Granulozyten
(griin); A” zentral zeigt sich eine kleine epitheliale Pustel mit neutrophilen Granulozyten (griin); (Mafstab-Balken: 50 pm)
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Psoriasis pustulosa
Bei der Psoriasis pustulosa war ebenfalls ein Verlust innerhalb der Farbung flr

Claudin 1 zu verzeichnen. Es zeigte sich eine deutliche Herabregulation in weiten

Bereichen der Epidermis. Im Stratum basale und in den unteren Abschnitten des

verbreiterten Stratum spinosums war meist keine oder nur eine sehr schwache

Anfarbung zu erkennen. Im oberen Abschnitt der Spinosuszellschichten war die

Farbung fur Claudin 1 starker ausgepragt. Das Stratum granulosum zeigte sich zum

Teil in seiner Kontinuitat unterbrochen und die Farbung fur Claudin 1 war weniger

intensiv als in den oberen Spinosuszellschichten (Tab. 2; Abb. 10-12).

Claudin 1 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum Stratum
unten oben corneum

gesunde Haut ++ +++ +++ +++ 0

FP 1 0 0 ++ + 0

FP 2 0 + ++ + 0

FP3 0 +(+) + * 0

FP 4 0 +(+) ++ ++ 0

FP5 0 + + * 0
Tabelle 2 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Claudin 1 in gesunder Haut und in der Psoriasis

pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entzlindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

In der Umgebung von epithelial einwandernden CD43-positiven Zellen, war ein

Verlust und eine Kontinuitatsunterbrechung

verzeichnen (Abb. 10).

in der Farbung fur Claudin 1 zu
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Abbildung 10: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 1 und CD43-positiven Zellen in menschlicher Haut bei der
Psoriasis pustulosa; Ubersichtsbild.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 1 (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und
CD43 (griin); A-A” zeigte eine ausgedehnte Herabregulation von Claudin 1 (rot) besonders in den basalen Abschnitten der
Epidermis und in der Umgebung epithelial einwandernder CD43-positiver Zellen (griin); (Mal3stab-Balken: 50 ym)

Auch bei Psoriasis pustulosa zeigte sich in der immunhistochemische Doppelfarbung
von Claudin 1 und CD43, dass in der Epidermis ein geringer Teil der Zellen sowohl
fur Claudin 1 als auch fiir CD43 positiv war (Abb. 11).

Stratum cornmeum

Abbildung 11: Kolokalisation von Claudin 1 und CD43 auf der Oberflache epithelial gelegener Zellen in menschlicher
Haut in der Psoriasis pustulosa; Detailansicht.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 1 (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und CD43 (griin); A-A’’ Herabregulation von Claudin 1 (rot) in der Umgebung
von CD43-positiven Zellen (griin); Pfeil markiert in A’ den Verlust von Claudin 1 (rot) und in A” die entsprechende
CD43-positive Zelle (griin); in A’ markiert die Pfeilspitzen eine Zelle, die fir Claudin 1 (rot) und in A” fir CD43 (griin) positiv ist;
A’” zeigt die Kolokalisation beider Antikérper in gelb (Pfeilspitze) (D); (MaRstab-Balken: 50 pm)
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Bei genauer Untersuchung zeigte sich vor allem bei der Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) ein Verlust von Claudin 1. Besonders basal
und lateral der Pusteln, die selbst ein massives Infiltrat an Neutrophilen aufwiesen,
war die Kontinuitdt von Claudin 1 im Bereich des Entzindungszelleinstroms
unterbrochen. Haufig wurde eine intrazellulare Farbung beobachtet. Insgesamt wirkte

das Gewebe im Umkreis der Entziindungszellen stark aufgelockert (Abb. 12).

Abbildung 12: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 1 und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
der Psoriasis pustulosa.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 1 (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 1 (rot) und
CD15 (griin); @’ und a” sind VergréfRerungen aus A’ und A”’; A-A” Verlust und Auflockerung der Farbung fiir Claudin 1 (rot) in
basalen Abschnitten der Epidermis und in der Umgebung von einwandernden, neutrophilen Granulozyten (grin); A” zentral
zeigt sich eine Pustel mit neutrophilen Granulozyten (griin); a’ und a” sind VergréRerungen aus A’ und A” und demonstrieren
die Herabregulation von Claudin 1 (rot) wahrend der Entzlindungszellinfiltration; (MaRRstab-Balken: 50 pm)
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4.2.2. Claudin 4 und CD43 bzw. CD15

In der gesunden Haut wird Claudin 4 in mehreren suprabasalen Schichten exprimiert
(Abb. 13).

Abbildung 13: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 4 in gesunder
menschlicher Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 4 (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); Claudin 4 ist in mehreren suprabasalen
Epidermisschichten lokalisiert; (Mal3stab-Balken: 50 um)

Fruhform der Psoriasis
Bei der Fruhform zeigte sich eine verbreiterte Lokalisation von Claudin 4 im

verdickten Stratum spinosum. Dabei war die Farbung auf wenige Zelllagen der
oberen Spinosuszelleschicht beschrankt. Zusatzlich konnte in den oberen Bereichen
des Stratum spinosums eine Verlagerung der Farbung fur Claudin 4 von den Zell-
Zell-Grenzen in das Zytoplasma beobachtet werden. Das Stratum granulosum war
schmal und fragmentarisch. Es zeigte oft eine weniger intensive Farbung fur Claudin

4 im Vergleich zum oberen Teil des Stratum spinosums (Tab. 3; Abb. 14 und 15).

Claudin 4 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum Stratum
unten oben corneum

gesunde Haut 0 0 0 e 5

FP 1 0 0 7 " v 5

FP 2 0 ++ +(+) = ) o

FP 3 0 0 T+ > ) 0

FP 4 0 0 ++ * ++ 0

FP 5 0 0 " m " 5
Tabelle 3 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Claudin 4 in gesunder Haut und in der Friihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ, * zytoplasmatische Lokalisation vorhanden]
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Die epitheliale Infiltration von CD43-positiven Zellen flhrte in den oberen Abschnitten
des Stratum spinosums zu einer erkennbaren Herabregulation und
Kontinuitatsunterbrechung der verbreiterten Farbung fur Claudin 4. Lateral der
infiltrierenden Zellen blieb die Farbung fur Claudin 4 durchgehend und verbreitert
(Abb. 14).

Abbildung 14: Immunfluoreszenz -Lokalisation von Claudin 4 und CD43-positiven Zellen in menschlicher Haut bei einer
friihen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 4 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fir Claudin 4 (rot) und CD43 (griin); A und A’ zeigen die Unterbrechung der zum Teil verbreiterten
Expression von Claudin 4 (rot) wahrend der Infiltration von CD43-positiven Zellen (griin); (MaRstab-Balken: 50 pm)

Speziell in der Umgebung von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) konnte eine
Herabregulation und Unterbrechung der Farbung fur Claudin 4 lateral und basal der
einwandernden Zellen beobachtet werden (Abb. 15 A und A’). Basal von Pusteln mit

einem Infiltrat an neutrophilen Granulozyten war Claudin 4 deutlich schwacher

angefarbt und Uberwiegend im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 15 B und B’).
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Abbildung 15: Immunfluoreszenz -Lokalisation von Claudin 4 und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
einer frithen Form der Psoriasis.

A und B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfiarbungen fiir Claudin 4 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ und B’ Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 4 (rot) und CD15 (griin); A und A’ zeigen eine Pustel mit
neutrophilen Granulozyten (griin), basal dieser Entziindungsansammlung zeigt sich eine deutliche Unterbrechung der zum Teil
verbreiterten Expression von Claudin 4 (rot); B und B’ zeigen eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation von Claudin 4 (rot)
in oberen Schichten des Stratum spinosums; (Maf3stab-Balken: 50 um)

Psoriasis pustulosa

Bei der Psoriasis pustulosa zeigte sich eine verbreiterte Lokalisation von Claudin 4 in
den oberen Abschnitten des akanthotischen Stratum spinosum. Die Farbung war in
den meisten Fallen wenig intensiv und kontinuierlich. Des Weiteren konnte
vorwiegend eine intrazelluldare Anfarbung von Claudin 4 in der Spinosuszellschicht
beobachtet werden (Tab. 4; Abb. 16 und 17).
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Claudin 4 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum Stratum
unten oben corneum

gesunde Haut 0 0 0 e 5

PP 1 0 0 " ¥ o - 5

PP 2 0 0 +(+) * + * 0

PP 3 0 0 +(+) * + * 0

PP 4 0 0 + * + * 0

PP 5 0 0 " " " < 5

Tabelle 4 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Claudin 4 in gesunder Haut und in der Psoriasis

pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ, * zytoplasmatische Lokalisation vorhanden]

" »
Stratum
L Obeny
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Abbildung 16: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 4 in menschlicher Haut bei der Psoriasis pustulosa ohne
Entziindungszellinfiltration.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 4 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fir Claudin 4 (rot); A und A’ zeigen eine verbreiterte Expression von Claudin 4 (rot) bis in obere
Schichten des Stratum spinosum, dabei ist Claudin 4 im oberen Bereich vorwiegend zytoplasmatisch und basal zunehmend an
den Zellgrenzen lokalisiert; (MaRstab-Balken: 50 um)

Entlang der Infiltrationsstrecke von CD43-positiven Zellen zeigte sich eine
Intensitatsminderung innerhalb der Farbung fur Claudin 4 (Daten nicht gezeigt).
Besonders basal intracorneal gelegener Pusteln mit neutrophilen Granulozyten

(CD15-positiv) konnte eine deutliche Unterbrechung der Farbung fur Claudin 4
beobachtet werden (Abb. 17).
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Abbildung 17: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 4 und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
der Psoriasis pustulosa.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 4 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Uberlagerung Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 4 (rot) und CD15 (griin); A und A’ zeigen eine deutliche
Unterbrechung der zum Teil verbreiterten Expression von Claudin 4 (rot) basal einer intracorneal gelegenen Pustel mit
neutrophilen Granulozyten (griin); (Maf3stab-Balken: 50 um)

4.2.3. Claudin 7 und CD43 bzw. CD15

In gesunder Haut wird Claudin 7 von allen lebenden Schichten der Epidermis
exprimert, wobei die basalen Abschnitte deutlich weniger intensiv angefarbt sind
(Abb. 18).

Abbildung 18: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 7 in
gesunder menschlicher Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); Claudin 7 wird in allen lebenden Schichten der
Epidermis exprimiert, mit einer deutlich intensiveren Farbung in den oberen
Epidermisschichten; (MaRstab-Balken: 50 pm)

Frithform der Psoriasis

In der Frihform der Psoriasis zeigte sich besonders in den unteren
Epidermisschichten ein Verlust von Claudin 7. Im Stratum spinosum prasentierte sich
das Protein in unterschiedlicher Intensitat. Dabei waren die oberen Schichten der
Spinosuszellschicht deutlich intensiver fur Claudin 7 angefarbt als die unteren
Bereiche, in denen oft keine Farbung fur Claudin 7 zu beobachten war. Die Farbung
im oberen Stratum spinosum war ohne Entzindungszelleinstrom weitgehend
kontinuierlich. Das Stratum granulosum war in den Praparaten verschmalert, in
seiner Kontinuitat unterbrochen und zeigte eine weniger intensive Farbung (Tab. 5;
Abb. 19)
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Claudin 7 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum Stratum
unten oben corneum

gesunde Haut 0 ++(+) +++ +++ 0

FP 1 0 0 +++ +(+) 0

FP 2 0 +(+) ++ + 0

FP 3 0 + ++ + 0

FP 4 0 0 ++ +(+) 0

FP 5 0 + ++ + 0
Tabelle 5 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Claudin 7 in gesunder Haut und in der Frihform der

Phasenkontrastbilds (grau);
Epidermisschicht herabreguliert; (MaRstab-Balken: 50 ym)

Abbildung 19: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 7 bei einer
Friihform der Psoriasis ohne Entziindungszellinfiltration.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und des
Claudin 7 ist besonders in den basalen

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ,]

Die Infiltration von CD43-positiven Zellen fuhrte in dem jeweiligen Epidermisabschnitt

zum sichtbaren Verlust der Immunlokalisation von Claudin 7. Ein geringer Teil der

epithelial einwandernden Entziindungszellen war sowohl fir CD43 und als auch fur
Claudin 7 angefarbt (Abb. 20).
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Abbildung 20: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 7 und CD43-positiven Zellen in menschlicher Haut bei einer
friihen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 7 (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fir Claudin 7 (rot) und CD43 (griin); A und A” zeigen die Herabregulation von Claudin 7 (rot) bei
der epithelialen Infiltration von CD43-positiven Zellen (griin); in A-A’”” markiert der Pfeil eine Zelle, die in A und A’ fir Claudin 7
(rot) und in A” fiir CD43 (griin) positiv ist; A’ zeigt die Kolokalisation beider Antiképer in gelb; (MaRstab-Balken: 50 um)

Bei genauer Untersuchung erschien besonders in der Umgebung von neutrophilen
Granulozyten (CD15 positiv) die Farbung fur Claudin 7 unvollstandig. Basal
epithelialer Pusteln mit neutrophilen Granulozyten blieb die Farbung fir Claudin 7

luckenhaft (Abb. 21). Die fur Claudin 7 positiven Entziundungszellen waren nicht
CD15 positiv.

Abbildung 21: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 7 und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
einer frithen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 7 (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und CD15
(griin); A-A” zeigen den Verlust von Claudin 7 (rot) in weiten Teilen der Epidermis; besonders basal einer kleinen epithelialen
Pustel mit neutrophilen Granulozyten (griin) erschien Claudin 7 (rot) lickenhaft; (MaRstab-Balken: 50um)
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Psoriasis pustulosa

In der Psoriasis pustulosa war in groRen Bereichen der Epidermis eine
Herabregulation der Farbung fur Claudin 7 zu verzeichnen. Die unteren Schichten
der Epidermis waren fir Claudin 7 negativ. Erst in den oberen Bereichen des
Stratum spinosums zeigte sich eine diskrete Anfarbung fur Claudin 7. Diese war in
den einzelnen Zellschichten sehr lickenhaft und wenig intensiv. In den oberen
Epidermisschichten war vorwiegend eine zytoplasmatische Anfarbung von Claudin 7
zu erkennen (Tab. 6; Abb. 22 und 23).

Claudin 7 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum Stratum
unten oben corneum

Gesunde Haut 0 ++(+) +++ +++ 0

PP 1 0 0 ++ * +(+) * 0

PP 2 0 0 ++ * + * 0

PP 3 0 0 ++ * + * 0

PP 4 0 0 +(+) * +(+) * 0

PP 5 0 0 +(+) * + * 0
Tabelle 6 Intensitdt der immunhistochemischen Farbung von Claudin 7 in gesunder Haut und in der Psoriasis

pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ, * zytoplasmatische Lokalisation vorhanden]

Abbildung 22: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Claudin 7 in der
Psoriasis pustulosa ohne Entziindungszellinfiltration.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); Claudin 7 wird nur in oberen Epidermisschichten
exprimiert; (MaRstab-Balken: 50 pm)

Bei der Infiltration von CD43- und CD15-positiven Zellen konnte in deren Umgebung
eine Intensitatsminderung und eine Diskontinuitat in der Farbung fur Claudin 7
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Ein Teil der epithelial einwandernden
Entzindungszellen zeigte eine positive Farbung fir CD43 und Claudin 7 (Abb. 23).

Neutrophile Granulozyten waren nicht fur Claudin 7 positiv.
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Abbildung 23: Kolokalisation von Claudin 7 und CD43 auf der Oberflache von Entziindungszellen in menschlicher Haut
bei Psoriasis pustulosa; Detailbild mit Ansicht zwischen elongierten Reteleisten.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 7 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Claudin 7 (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin) ; A’ Uberlagerungen der
Immunfluoreszenzfarbungen fir Claudin 7 (rot) und CD43 (grin); A-A’’ Pfeile markieren epitethial einwandernde
Entzlindungszellen, die in A und A’ fir Claudin 7 (rot) und in A” fir CD43 (griin) positiv; A’ zeigt die Kolokalisation beider
Antikorper in gelb; (MaRstab-Balken: 50 pm)

4.2.4. JAM-A und CD43 bzw. CD15

In gesunder Haut wird JAM-A von allen lebenden Schichten der Epidermis exprimiert
(Abb. 24).

Abbildung 24: Immunfluoreszenz-Lokalisation von JAM-A in gesunder
menschlicher Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir JAM-A (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); JAM-A wird in allen lebenden Schichten der
Epidermis exprimiert; (MaRstab-Balken: 50 pm)

51



Ergebnisse

Friuhform der Psoriasis

Die immunhistochemische Farbung fur JAM-A war in der Frihform der Psoriasis nur
in den basalen Abschnitten der Epidermis leicht vermindert. Ohne die Infiltration von
Entzindungszellen zeigte sich die Immunlokalisation von JAM-A weitgehend
kontinuierlich. Das Stratum granulosum war in den Praparaten verschmalert und in
seiner Kontinuitat unterbrochen. Es zeigte meist eine weniger intensive Farbung als
der obere Anteil der Spinosuszellschicht (Tab. 7; Abb. 25 und 26).

JAM-A Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum | Stratum corneum
unten oben
gesunde Haut +++ +++ +++ +++ 0
FP 1 ++ ++(+) ++ ++ 0
FP 2 ++ ++ ++ ++ 0
FP 3 ++ +4(+) ++ +(+) 0
FP 4 ++(+) ++(+) ++ ++ 0
FP 5 ++ ++ ++(+) + 0
Tabelle 7 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von JAM-A in gesunder Haut und in der Frihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ,]

Die epiteliale Einwanderung von CDA43-positiven Zellen zeigte keine sichtbare
Herabregulation von JAM-A, da die meisten der epithelialen und dermalen gelegenen

CD43-positiven Zellen zusatzlich fir JAM-A angefarbt waren (Abb. 25).
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Abbildung 25: Kolokalisation von JAM-A und CD43 auf der Oberfliche von Entziindungszellen in menschlicher Haut
bei einer frithen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fir JAM-A (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir JAM-A (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fir JAM-A (rot) und CD43 (griin); A und A’ zeigen die Intensitatsminderung von JAM-A (rot) in
oberen Abschnitten des Stratum spinosums, mittlere und untere Epidermisschichten zeigen dagegen kaum ein Verlust von
JAM-A; Pfeile in A’-A’” markieren einige Entziindungszellen in Epidermis und Dermis, die in A’ fir JAM-A (rot) und in A” CD43
(gruin) positiv sind; A’ zeigt die Kolokalisation beider Antikoper in gelb; (MaRstab-Balken: 50 um)

Basal epithelial oder intracorneal gelegener Pusteln mit neutrophilen Granulozyten
zeigte sich eine Intensitatsminderung in der Farbung fir JAM-A. Zusatzlich waren in
der Dermis einzelne Zellen fur JAM-A, jedoch nicht fur CD15 positiv (Abb. 26).

Abbildung 26: Immunfluoreszenz-Lokalisation von JAM-A und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
einer frithen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fir JAM-A (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir JAM-A (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir JAM-A (rot) und CD15
(griin); A-A” ohne die Infiltration von Entziindungszellen zeigt sich eine nahezu kontinuierlich Anfarbung fir JAM-A (rot) in allen
Epidermisschichten; A” basal einer Pustel mit neutrophilen Granulozyten (griin) zeigt sich jedoch eine leichte Verminderung der
JAM-A Farbung (rot); Pfeile in A’ und A’ zeigen einzelne Zellen in der Dermis, die fir JAM-A (rot), jedoch nicht fir CD15 (griin)
positiv sind; (MaRstab-Balken: 50 ym)
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Psoriasis Postulosa

In der Psoriasis pustulosa war die immunhistochemische Farbung fir JAM-A ohne
die Infiltration von Entzindungszellen weitgehend kontinuierlich und zeigte lediglich
in den basalen Abschnitten eine leichte Intensitatsminderung. Das Stratum
granulosum stellte sich verschmalert und fragmentarische dar und war zum Teil
weniger intensiv fur JAM-A angefarbt als der obere Teil des Stratum spinosums

(Tab. 8; Abb. 27 und 28).

Stratum spinosum | Stratum spinosum
JAM-A Stratum basale Stratum granulosum | Stratum corneum
unten oben
gesunde Haut +++ +++ +++ +++ 0
PP 1 ++ ++ ++(+) ++ 0
PP 2 ++ ++ ++ - 0
PP 3 ++ +4(+) +H(+) - 0
PP 4 ++ ++ ++(+) ++ 0
PP 5 ++ ++(+) ++(+) + 0
Tabelle 8 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von JAM-A in gesunder Haut und in der Psoriasis pustulosa
(PP) in Bereichen ohne Entzlindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+) schwach, +
sehr schwach, 0 negativ]
Bei der Einwanderung von CD43-positiven Zellen konnte keine eindeutige

Herabregulation der JAM-A Farbung beobachtete werden, da ein Teil der epithelial
gelegenen Entzindungszellen sowohl fur CD43 und als auch fur JAM-A positiv war
(Abb. 27).
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Stratum spinosum

——— Stratum basale

Abbildung 27: Kolokalisation von JAM-A und CD43 auf der Oberfliche von Entziindungszellen in menschlicher Haut
bei der Psoriasis pustulosa (Ansicht auf elongierte Reteleisten).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fir JAM-A (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir JAM-A (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fir JAM-A (rot) und CD43 (grin); A, A” und A’’’ zeigen in basalen Epidermisabschnitten eine
gleichmaRige Anfarbung fir JAM-A (rot); Pfeile markieren Zellen, die in A’ fir JAM-A (rot) und in A” fir CD43 (grlin) positiv
sind; A’ zeigt die Kolokalisation beider Antikorper in gelb; (MaRstab-Balken: 50 um)

Bei genauer Bestimmung der Infiltration von neutrophilen Granulozyten (CD15
positiv) zeigte sich eine Intensitatsminderung in der JAM-A-Farbung der Epidermis.

Besonders basal epithelial und corneal gelegener Pusteln mit Neutrophilen kam es
zur Unterbrechung in der JAM-A Farbung (Abb. 28).

Abbildung 28: Immunfluoreszenz-Lokalisation von JAM-A und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei der
Psoriasis pustulosa.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fir JAM-A (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir JAM-A (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir JAM-A (rot) und CD15
(grin); A-A” zeigen eine Auflockerung und Kontinuitdtsunterbrechung der JAM-A Farbung (rot) bei der epithelialen
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten (griin); A” zentral im Bild zeigt sich eine Pustel mit neutrophilen Granulozyten
(griin); (MafRstab-Balken: 50 um)
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4.2.5. Protein ZO-1 und CD43 bzw. CD15

In der gesunden Haut wird das Protein ZO-1 in mehreren suprabasalen
Epidermisschichten gefunden (Abb. 29).

Abbildung 29 : Immunfluoreszenz-Lokalisation von ZO-1 in gesunder
menschlicher Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); das Protein ZO-1 ist im Stratum granulosum und
in den obersten Schichten des Stratum spinosums lokalisiert;
(MafRstab-Balken: 50 um)

Frithform der Psoriasis

In allen untersuchten Praparaten der Frihform der Psoriasis zeigten sich
Z0-1-Epitope in mehreren Schichten des verdickten Stratum spinosums. Dabei nahm
die Farbung in den unteren Anteilen der Spinosuszelleschicht im Vergleich zu hdher
gelegenen Epidermisabschnitten ab. Das Stratum granulosum war in den Praparaten
verschmalert und in seiner Kontinuitat unterbrochen und zeigte eine weniger

intensive Farbung als der obere Anteil der Spinosuszellschicht (Tab. 9; Abb. 30).

Z0-1 Stratum basale Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum granulosum | Stratum corneum
unten oben

gesunde Haut 0 0 +(+) +++ 0
FP 1 0 ++ ++(+) ++ 0
FP 2 0 +(+) ++ ++ 0
FP 3 0 ++ +++ ++ 0
FP 4 0 ++ ++ ++ 0
FP 5 0 0 ++ + 0

Tabelle 9 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Protein ZO-1 in gesunder Haut und in der Frihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]
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Die transepitheliale Migration der CD43-positiven Zellen lieR das verbreiterte
Expressionsmuster des Proteins ZO-1 in der Epidermis lickenhaft und unterbrochen

erscheinen (Abb. 30 A-A”). Speziell bei der Einwanderung von neutrophilen

Granulozyten (CD15 positiv) konnte eine Herabregulation von ZO-1 verzeichnet
werden (Abb. 30 B-B”).

Abbildung 30: Inmunfluoreszenz-Lokalisation von ZO-1 und CD43- bzw. CD15-positiven Zellen in menschlicher Haut
bei einer frithen Form der Psoriasis.

A und B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ und B’ Immunfluoreszenzfarbung fiir ZO-1 (rot); A”” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (rot) und CD43
(griin); B” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (rot) und CD15 (griin); A-A” Unterbrechung des
verbreiterten Expressionsmusters von ZO-1 (rot) in der Umgebung von epithelial einwandernden CD43-positiver Zellen (griin);
B-B” Unterbrechung des verbreiterten Expressionsmusters von ZO-1 (rot) in der Umgebung von epithelial einwandernden
neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) (griin); (Malistab-Balken: 50 um)

Psoriasis pustulosa

In der Psoriasis pustulosa war ebenfalls eine Verbreiterung der Farbung des Protein
Z0-1 nachzuweisen. In allen Fallen konnte neben der physiologischen Lokalisation
eine zusatzlich Farbung im verbreiterten Stratum spinosum detektiert werden. Dabei
war die Intensitdt der Farbung im Stratum granulosum und in den oberen
Epidermisabschnitten deutlich starker, als in den unteren Anteilen der
Spinosuszellschichten (Tab. 10; Abb. 31).
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Stratum spinosum

Stratum spinosum

Z0-1 Stratum basale unten oben Stratum granulosum | Stratum corneum
gesunde Haut 0 0 +(+) +++ 0
FP 1 0 +(+) ++ + 0
FP 2 0 +(+) ++ + 0
FP 3 0 ++ ++(+) + 0
FP 4 0 + +++ ++ 0
FP 5 0 +(+) ++ + 0
Tabelle 10 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Protein ZO-1 in gesunder Haut und in der Psoriasis

pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entzlindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

Bei der transepithelialen Migration von CD43-positiven Zellen zeigte sich ein Verlust

der Farbung fir ZO-1. Das verbreiterte Expressionsmuster des Protein ZO-1 wirkte
z.T. luckenhaft und durch den Einstrom der Zellen unterbrochen (Abb. 31 A-A”).

Speziell in der Umgebung einwandernder neutrophiler Granulozyten (CD15 positiv)

war eine Herabregulation innerhalb des verbreiterten Expressionsmusters von ZO-1

zu beobachten. Besonders basal und lateral grolier epithelialer und cornealer

Pusteln mit einem massiven Infiltrat an Neutrophilen kam es zur Unterbrechung
innerhalb der Farbung fur ZO-1 (Abb. 31 B-B”).
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Abbildung 31: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Protein ZO-1 und CD43- bzw. CD15-positiven Zellen in menschlicher
Haut bei der Psoriasis pustulosa.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fir ZO-1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir ZO-1 (rot); A”” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (rot) und CD43 (griin);
A-A” im Bereich von ausgezognene Retleisten fihrt die epitheliale Infiltration von CD43-positiven Zellen (griin) zu einer leichten
Herabregulation der verbreiterten Farbung fiir das Protein ZO-1 (rot); a’ und a” zeigen VergrofRerungen aus A’ und A”;
(MaRstab-Balken: 50 um).

B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fir ZO-1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
B’ Immunfluoreszenzfarbung fiir ZO-1 (rot); B” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (rot) und CD15 (griin),
B’- B” zeigen eine Ausschnitt aus einer epithelialen Pustel mit neutrophilen Granulozyten (griin), hierbei fiihrt die Infiltration von
CD15-positiven Zellen (neutrophilen Granulozyten) (griin) zu einer Herabregulation der verbreiterten Farbung fir das Protein
Z0O-1 (rot); (MaRstab-Balken: 50 pm)
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4.3. Immunlokalisation von Proteinen der Adhdrensverbindungen bei der
Psoriasis

Zur Uberprifung, ob die beobachteten Herabregulation bzw. Veréanderungen der

TJ-assoziierten Proteine eine TJ-spezifische Erscheinung ist oder ob dies auch bei

anderen Zell-Zell-Verbindungsproteinen gefunden wird, haben wir exemplarisch die

AJ-Proteine E-Cadherin und B-Catenin bezuglich ihrer Verteilung in der psoriatischen

Haut (Frihform und Psoriasis pustulosa) und in Gegenwart von Entzindungszellen

untersucht.

4.3.1. E-Cadherin und CD43 bzw. CD15

E-Cadherin wird in allen lebenden Schichten der Epidermis exprimiert (Abb. 32).

Abbildung 32: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin in
gesunder Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir E-Cadherin (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); E-Cadherin wird in allen lebenden Schichten der
Epidermis exprimiert (MaR3stab-Balken: 50 um)

Frithform der Psoriasis

In der Frihform der Psoriasis zeigte das Expressionsmuster von E-Cadherin kaum
eine Veranderungen im Vergleich zur physiologischen Lokalisation des Proteins in
der Haut. Ohne die Infiltration von Entzindungszellen war das Protein in weiten

Bereichen der Epidermis mittel bis stark exprimiert (Tab. 11; Abb. 33).
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E-Cadherin Stratum Stratum spinosum Stratum spinosum Stratum Stratum
basale unten oben granulosum corneum

gesunde Haut +++ +++ +++ +++ 0

FP 1 ++ ++(+) ++(+) ++(+) 0

FP 2 ++ +++ +++ ++ 0

FP 3 ++ +++ +++ ++(+) 0

FP 4 ++ +++ +++ ++ 0

FP 5 ++ ++(+) ++(+) + 0

Tabelle 11 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von E-Cadherin in gesunder Haut und in der Frihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

Abbildung 33: Inmunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin in der

Friihform der Psoriasis ohne Entziindungszellinfiltration.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir E-Cadherin (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); E-Cadherin ist im Stratum basale und im Stratum
granulosum leicht herabreguliert; (MaRstab-Balken: 50 um)

In der Umgebung von epithelial gelegenen CD43-positiven Zellen zeigte sich eine

Herabregulation und Verminderung der Expression von E-Cadherin. Besonders in

basalen Epidermisabschnitten konnte teilweise eine vollstandige Unterbrechung der

E-Cadherin-Farbung in der Umgebung von CD43-positiven Zellen erkannt werden

(Abb. 34). Allerdings ist die Aussagekraft dieser Farbungen eingeschrankt, da jeweils

einzeln in Folgeschnitten immunhistochemisch angefarbt werden musste, da die

Primarantikdrper aus der gleichen Tierspezies stammten.
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Abbildung 34: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin und CD43-positiven Zellen in menschlichen Haut bei
einer frithen Form der Psoriasis (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir E-Cadherin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir E-Cadherin (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD43 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD43 (grin); A und A’ zeigen eine Herabregulation von
E-Cadherin (rot) im Stratum basale und in den unteren Spinosuszellschichten; B und B’ zeigen die entsprechend epithelial
infiltrierenden CD43-positiven Zellen (griin) im Epidermisbereich mit einer deutlichen Herabregulation von E-Cadherin (rot);
(MaRstab-Balken: 50 ym)

In der Umgebung von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) konnte eine
aufgelockerte und weniger intensive Farbung fur E-Cadherin beobachtet werden.
Besonders basal kleiner epithelialer Pusteln mit Neutrophilen war die Farbung fur das
Protein luckenhaft und unterbrochen (Abb. 35).
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Abbildung 35: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut
bei einer friihen Form der Psoriasis (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir E-Cadherin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir E-Cadherin (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD15 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD15 (griin), A und A’ zeigen eine weitgehend kontinuierliche
Farbung fur E-Cadherin (rot) in der Epidermis; in einigen oberen Epidermisbereichen erscheint E-Cadherin (rot) jedoch weniger
intensiv und z.T. unterbrochen; B und B’ zeigen zwei kleine epitheliale Pusteln mit neutrophilen Granulozyten (CD15) (griin), die
in dem Bereich mit einer weniger intensiven bzw. unterbrochenen Farbung fir E-Cadherin liegen; (MaRstab-Balken: 50 pm)
Psoriasis pustulosa

Das Expressionsmuster von E-Cadherin zeigte in der Psoriasis pustulosa ohne die
Infiltration von Entzindungszellen eine weitgehend konstante und einheitliche
Farbung. In vielen Epidermisabschnitten der untersuchten Praparate wurde das

Protein mittel bis stark exprimiert (Tab. 12; Abb. 36 und 37).

In der Umgebung von epithelial gelegenen CD43-positiven Zellen zeigte sich eine
Intensitatsminderung der E-Cadherin Farbung im Vergleich zu Epidermisschichten
ohne CD43-positive Zellen. In einigen Epidermisabschnitten konnte ein vollstandiger
Verlust der E-Cadherin Farbung beobachtete werden (Abb. 36).
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E-Cadherin Stratum Stratum spinosum Stratum spinosum Stratum Stratum
basale unten oben granulosum corneum

gesunde Haut +++ +++ +++ +++ 0

PP 1 ++(+) ++(+) ++(+) ++ 0

PP 2 ++(+) ++ ++ ++ 0

PP3 ++ ++ +(+) =+ 0

PP 4 +(+) ++ ++ +(+) 0

PP 5 ++ ++ ++ + 0

Tabelle 12 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von E-Cadherin in gesunder Haut und in der Psoriasis

pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

Abbildung 36: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin und CD43-positiven Zellen in der menschlichen Haut bei
der Psoriasis pustulosa (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir E-Cadherin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir E-Cadherin (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD43 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD43 (griin); A und A’ zeigen eine weitgehend kontinuierliche
Farbung fir E-Cadherin (rot) in der Epidermis mit einem umschriebenen Verlust der Farbung in der Praparatmitte (Stratum
spinosum); B und B’ zeigen eine Ansammlung von CD43-positiven Entziindungszellen (griin), die in dem Epidermisabschnitt
mit einer unterbrochenen E-Cadherin lokalisiert sind; (MaRstab-Balken: 50 um)

In der Umgebung von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) zeigte sich
besonders basal und lateral epithelialer Pusteln ein unterbrochenes und weniger

intensives Expressionsmuster flr E-Cadherin (Abb. 37).
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Abbildung 37: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin und neutrophilen Granulozyten in der menschlichen
Haut bei der Psoriasis pustulosa (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir E-Cadherin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir E-Cadherin (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD15 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD15 (grin)

A und A’ zeigen die Farbung fiir E-Cadherin (rot), die vorwiegend im basalen und lateralen Bereich einer epithelialen Pustel
unterbrochen erscheint; B und B’ zeigen eine Ansammlung von neutrophilen Granulozyten (griin), die in dem Bereich mit einer
lickenhaften E-Cadherin-Farbung lokalisiert sind; (MaRstab-Balken: 50 pm)

4.3.2. B-Catenin und CD43 bzw. CD15

In der gesunden Haut wird B-Catenin von allen lebenden Schichten der Epidermis
exprimriert (Abb. 38).

Abbildung 38: Immunfluoreszenz-Lokalisation von f-Catenin in
gesunder menschlicher Haut.

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir B-Catenin (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B-Catenin wird in allen lebenden Schichten der
Epidermis exprimiert (MaR3stab-Balken: 50 um)
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Friihform der Psoriasis

Die immunhistochemische Farbung fir p-Catenin war ohne die Infiltration von

Entzindungszellen weitgehend kontinuierlich und gleichmafig. Im Stratum basale

zeigte sich die Farbung im Vergleich zu den Ubrigen Abschnitten der Epidermis

weniger intensiv. Das Stratum granulosum war in den Praparaten verschmalert und

in seiner Kontinuitat unterbrochen. Es zeigte oft eine weniger intensive Farbung als

der obere Anteil der Spinosuszellschicht (Tab. 13; Abb. 39 und 40).

B-Catenin Stratum Stratum spinosum Stratum spinosum Stratum Stratum
basale unten oben granulosum corneum

gesunde Haut +++ +++ +++ +++ 0

FP 1 ++ ++(+) +++ +++ 0

FP 2 ++ ++(+) +++ ++ 0

FP 3 ++(+) +++ +++ ++(+) 0

FP 4 ++(+) +++ +++ ++(+) 0

FP 5 ++ ++(+) +++ + 0
Tabelle 13 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von B-Catenin in gesunder Haut und in der Friihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)

schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

Die transepitheliale Migration von CD43-positiven Zellen zeigte keine eindeutige

Herabregulation der Farbung fur p-Catenin, da ein Grofdteil der epithelialen und

dermalen Zellen fir CD43 und fir B-Catenin positiv war. Im oberen Abschnitt der

Epidermis zeigten die CD43-positiven Zellen jedoch keine Anfarbung fur p-Catenin

auf ihrer Zelloberflache. In der Umgebung dieser Zellen prasentierte sich das

Expressionsmuster von 3-Catenin lickenhaft und unterbrochen (Abb. 39).
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Abbildung 39: Immunfluoreszenz-Lokalisation von B-Catenin und CD43-positiven Zellen in menschlicher Haut bei einer
friihen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir R-Catenin (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fiir B-Catenin (rot) und CD43 (griin); A und A’ zeigen trotz der Entziindungszellinfiltration eine
nahezu kontinuierliche Farbung von B-Catenin (rot) mit einer leichten Gefuigelockerung im basalen Abschnitt der Epidermis und
im oberen Stratum spinosum; weiterhin zeigen sich R-Catenin-positive Zellen (rot) in der Dermis und Epidermis; A’ zeigt eine
Anzahl an CD43-positiven Zellen (griin) in verschiedenen Abschnitten der Dermis und Epidermis (Pfeile markieren beispeilhaft
zwei Zellen); A’ zeigt eine Kolokalisation von beiden Antikérpern (B3-Catenin (rot) und CD43 (griin)) in gelb; Bildausschnitt
a” und a’”’ zeigen im oberen Bereich des Stratum spinosum CD43-positiven Zellen (griin) ohne Kolokalisation mit 3-Catenin
(rot); die B-Catenin-Farbung ist in diesem Bereich deutlich unterbrochen; (MaRstab-Balken: 50 pm)

Bei genauer Bestimmung von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) zeigte sich
besonders basal kleiner epithelialer Pusteln eine Auflockerung der B-Catenin-
Farbung. Die Immunlokalisation erschien durch den Einstrom der Entzindungszellen
unterbrochen und lickenhaft (Abb. 40).
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Abbildung 40: Inmunfluoreszenz-Lokalisation von 3-Catenin und neutrophilen Granulozyten in menschlicher Haut bei
einer frithen Form der Psoriasis.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir R-Catenin (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und
CD15 (griin); A-A” Auflockerung und Unterbrechung der B-Catenin-Farbung (rot) basal einer kleinen epithelialen Pustel mit
neutrophilen Granulozyten (griin) bzw. in der Umgebung infiltrierender neutrophiler Granulozyten; (MaRstab-Balken: 50 uym)

Psoriasis pustulosa
Auch bei der Psoriasis pustulosa war die Farbung fur B-Catenin ohne den
epithelialen Einstrom von Entzindungszellen kontinuierlich und gleichmaRig in der

Epidermis vertreten. Dennoch war die Immunlokalisation fir das Protein weniger

intensiv im Vergleich zur gesunden Haut (Tab. 14; Abb. 41 und 42).

B-Catenin Stratum Stratum spinosum | Stratum spinosum Stratum Stratum
basale unten oben granulosum corneum

gesunde Haut +++ +++ +++ +4++ 0

PP 1 ++ ++ ++ ++ 0

PP 2 ++ ++ ++ - 0

PP 3 +4(+) +4(+) ++ - 0

PP 4 ++ ++ ++ ++ 0

PP 5 ++ ++(+) ++(+) + 0

Tabelle 14 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von B-Catenin in gesunder Haut und in der Psoriasis

pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entzlindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)

schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

Die Einwanderung von CD43-positiven Zellen liel3 keine eindeutige Herabregulation
der B-Catenin-Farbung erkennen, da der grofte Teil der Entzindungszellen sowohl
CD43 als auch B-Catenin auf ihrer Oberflache exprimierten. Dennoch erschien die
B-Catenin

Entzindungszellinfiltrat aufgelockert und weniger intensiv (Abb. 41).

Farbung fur besonders basal von Pusteln mit einem
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Abbildung 41: Immunfluoreszenz-Lokalisation von B-Catenin und CD43-positiven Zellen in menschlicher Haut bei
Psoriasis pustulosa.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir B-Catenin (rot); A” Immunfluoreszenzfarbung fiir CD43 (griin); A’ Uberlagerung der
Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und CD43 (griin); A und A’ zeigen trotz Entziindungszellinfiltration eine fast
kontinuierliche Farbung von der 3-Catenin (rot) mit einer leichten Gefligelockerung im oberen Anteil des Stratum spinosums;
A” zeigt eine Anzahl an CD43-positiven Zellen (griin) in der Epidermis; die Pfeile markieren beispielhaft Zellen, die in A’ fir
B-Catenin (rot) und in A” fur CD43 (grin) positiv sind; A’ zeigt Kolokalisation beider Antikorper in gelb;
(Mafstab-Balken: 50 pm)

Bei genauer Untersuchung der Entzindungszellen zeigte sich ein Verlust von
B-Catenin bei der Infiltration von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv). Das

Expressionsmuster des Proteins erschien aufgelockert und unterbrochen (Abb. 42).

Die CD15 positiven Zellen waren nicht fur 3-Catenin positiv.

Abbildung 42: Imnmunfluoreszenz-Lokalisation von B-Catenin und neutrophilen Granulozyten in der menschlichen Haut
bei der Psoriasis pustulosa.

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir R-Catenin (rot); A” Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und
CD15 (griin); A und A” zeigen eine leichte Auflockerung und Unterbrechung der B-Catenin Farbung (rot) in der Umgebung
einwandernder neutrophiler Granulozyten (griin); (MaRstab-Balken: 50 pm)
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4.4. Immunlokalisation des desmosomalen Proteins Desmoglein 1 bei der
Psoriasis

Desmoglein 1 wird in der gesunden Haut in allen Schichten der Epidermis mit einer

Betonung auf die oberen Schichten exprimiert (Abb. 43).

Abbildung 43: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Demoglein 1 in
gesunder Haut

Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbung fiir Desmoglein 1 (rot) und des
Phasenkontrastbilds (grau); Desmoglein 1 wird von allen Schichten der
Epidermis exprimiert; (MaRstab-Balken: 50 pm)

Friihform der Psoriasis

Das Expressionmuster fur Desmoglein 1 zeigte in der Frihform der Psoriasis kaum

eine Veranderung gegenuber der physiologischen Lokalisation. In den untersuchten

Praparaten war Desmoglein 1 ohne die Infiltration von Entzindungszellen in allen
Epidermisschichten von sehr stark bis stark vertreten (Tab. 15; Abb. 44 und 45).

Desmoglein 1 Stratum Stratum spinosum Stratum spinosum Stratum Stratum
basale unten oben granulosum corneum

gesunde Haut ++ +++ +++ +++ +++

FP 1 ++(+) +4(+) ++(+) ++(+) ++(+)

FP 2 +++ +++ +++ +++ +++

FP 3 ++(+) ++(+) +++ +++ +++

FP 4 ++(+) +4(+) ++(+) ++(+) ++(+)

FP 5 ++(+) ++(+) +++ +++ +++

Tabelle 15 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Desmoglein 1 in gesunder Haut und in der Frihform der

Psoriasis (FP) in Bereichen ohne Entziindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)
schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

In der Umgebung von epithelial gelegenen CD43-positiven Zellen zeigte sich eine

Intensitatsminderung der

Farbung fir Desmoglein 1 im Vergleich zu

Epidermisschichten ohne CD43-positive Zellen (Abb. 44). Auch hier ist allerdings die

Aussagekraft der Farbungen eingeschrankt, da die einzelnen Antikorper (CD43 bzw.

70



Ergebnisse

CD15 und Desmoglein 1) aufgrund der gleichen Spezies in Folgeschnitten

immunhistochemisch angefarbt werden mussten (siehe E-Cadherin).

Abbildung 44: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Desmoglein 1 und CD43-positiven Zellen bei einer frithen Form der
Psoriasis (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Desmoglein 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Desmoglein 1 (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD43 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD43 (griin); A und A’ zeigen einen Verlust der Farbung fir
Desmogelin 1 im Stratum basale; B und B’ zeigen die Infiltration von CD43-positiven Zellen (griin) die in einem Bereich mit
einer luckenhaften Farbung fir Desmogelin 1 lokalisiert sind; (MaRstab-Balken: 50 uym)

In der Umgebung epithelial einwandernder neutrophiler Granulozyten (CD15 positiv)
konnte eine Unterbrechung der Farbung fur Desmoglein 1 beobachtet werden. Basal
kleiner epithelialer Pusteln mit neutrophilen Granulozyten erschien die Farbung fur

Desmoglein 1 aufgelockert und weniger homogen (Abb. 45).
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Abbildung 45: Inmunfluoreszenz-Lokalisation von Desmoglein 1 und neutrophilen Granulozyten bei einer friihen Form
der Psoriasis (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir R-Catenin (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir R-Catenin (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD43 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD43 (griin); A und A’ zeigen eine nahezu kontinuierliche Farbung
fur Desmoglein 1 (rot); lediglich im oberen Stratum spinosum und im Stratum granulosum zeigte sich eine leichte Auflockerung;
B und B’ zeigen eine Ansammlung von neutrophilen Granulozyten (griin) (Pustel), die in dem Bereich mit einer llickenhaften
Farbung fir Desmoglein 1 lokalisiert sind; (MaRstab-Balken: 50 pm)

Psoriasis pustulosa

Die immunhistochemische Farbung fir Desmoglein 1 zeigte in der Psoriasis
pustulosa ohne die Infiltration von Entzindungszellen ebenfalls eine Homogenitat
und Kontinuitat in der gesamten Epidermis. Dennoch war das Protein im Vergleich
zur gesunden Haut weniger intensiv angefarbt (Tab. 16; Abb. 46 und 47).

Die Infiltration von CD43-positiven Zellen fihrte in den jeweiligen
Epidermisabschnitten zu einer Intensitatsminderung und teilweise zum vollstandigen
Verlust in der Farbung fur Desmoglein 1. Besonders basal epithelialer Pusteln
erschien das Expressionsmuster fur Desmoglein 1 aufgelockert und unterbrochen

(Abb. 46).
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Desmoglein 1 Stratum Stratum spinosum Stratum spinosum Stratum Stratum
basale unten oben granulosum corneum
gesunde Haut ++ +++ +++ +++ +++
PP 1 ++ ++ ++ ++ 0
PP 2 ++ ++ ++ - 0
PP 3 +(+) +(+) ++ - 0
PP 4 ++ +(+) ++ ++ 0
PP 5 +(+) ++ ++ - 0

Tabelle 16 Intensitat der immunhistochemischen Farbung von Desmoglein 1 in gesunder Haut und in der Psoriasis
pustulosa (PP) in Bereichen ohne Entzlindungszellinfiltration; [+++ sehr stark, ++(+) stark, ++ mittel, +(+)

schwach, + sehr schwach, 0 negativ]

Abbildung 46: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Desmoglein 1 und CD43-positiven Zellen in der menschlichen Haut
bei der Psoriasis pustulosa (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Desmoglein 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Desmogelin 1 (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD43 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD43 (griin); A und A’ zeigen eine Farbung fir Desmoglein 1 (rot),
die basal einer Pustel mit Entziindungszellen lickenhaft erscheint; B und B’ zeigen die entsprechenden CD43-positiven Zellen
(griin), die vorwiegend in dem Bereich mit einer liickenhaften Farbung fir Desmogelin 1 lokalisiert sind; (MaRstab-Balken: 50 ym)

Bei der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten (CD15 positiv) zeigte sich eine
Auflockerung und Kontinuitatsunterbrechung der Farbung fur Desmoglein 1 in der
entsprechenden Epidermisschicht (Abb. 47).
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Abbildung 47: Immunfluoreszenz-Lokalisation von Desmoglein 1 und neutrophilen Granulozyten in der menschlichen
Haut bei der Psoriasis pustulosa (Einzelfarbung im Folgeschnitt).

A Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir Desmoglein 1 (rot) und des Phasenkontrastbilds (grau);
A’ Immunfluoreszenzfarbung fiir Desmoglein 1 (rot); B Uberlagerung der Immunfluoreszenzfarbungen fiir CD15 (griin) und des
Phasenkontrastbilds (grau); B’ Immunfluoreszenzfarbung fir CD15 (griin); A und A’ zeigen die Farbung fir Desmoglein 1 (rot),
die basal einer Pustel und bei der epithelialen Infiltration von Neutrophilen aufgelockert und unterbrochen erscheint; B und B’
zeigen CD15-positiven Zellen (grin), die vorwiegend in einem Bereich mit einer lliickenhaften Farbung fir Desmoglein 1
lokalisiert sind; (MaRstab-Balken: 50 pm)
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5. Diskussion

TJs sind Zell-Zell-Verbindungen, die eine wichtige Rolle in der Ausbildung einer
semipermeablen Barriere zwischen Geweben spielen, indem sie die parazellulare
Diffusion von Metaboliten, lonen oder toxischen Stoffen zwischen benachbarten
Zellen kontrollieren (,Barriere-Funktion“) (DRAGSTEN et al., 1981; VAN MEER und
SIMONS, 1986). Zusatzlich begrenzen sie die ungehinderte Diffusion von
Membranproteinen und Lipiden zwischen apikaler und basolateraler Zellmembran.
Sie tragen damit zur Bildung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat bei
(,Zaun-Funktion®) (TSUKITA et al., 1999a). Weiterhin sind Einflusse von TJ-Proteinen
auf die Differenzierung und Proliferation von Zellen bekannt (MATTER et al., 2005).
Die Barriereeigenschaften der TJs variieren stark zwischen den einzelnen Zelltypen
und hangen von den physiologischen Anforderungen der Zellen ab. Fur die Plaque-
Typ-Psoriasis konnte in vorausgegangenen Studien eine veranderte Expression und
Lokalisation verschiedener TJ-Proteine nachgewiesen werden. Dabei wurde fur
einige TJ-Proteine eine verbreiterte Expression, fur andere jedoch eine
Herabregualtion dokumentiert (PUMMI et al., 2001; YOSHIDA et al., 2001; BRANDNER
et al., 2006; PELTONEN et al., 2007; WATSON et al., 2007). In der vorliegenden
Doktorarbeit wurde die Veranderung der Expression bzw. Lokalisation fur weitere
TJ-Proteine untersucht und es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die
Veranderungen der TJ-Proteine in der psoriatischen Epidermis bereits zu einem

frihen Zeitpunkt der Erkrankung auftreten.

5.1. Lokalisationsanderung der TJ-Proteine in der Haut im frithen und im
fortgeschrittenen Stadium der Psoriasis
Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz konnte in dieser Arbeit an den
untersuchten Praparaten der frihen Form der Psoriasis und besonders in denen der
Psoriasis pustulosa eine deutliche Herabregulation von Claudin 1 und Claudin 7 in
basalen sowie in den obersten Epidermisabschnitten beobachtet werden. Weiterhin
kam es teilweise zu einer Verlagerung der Proteine von den Zell-Zell-Grenzen ins
Zytoplasma. Diese Proteine sind in gesunder Haut in allen Schichten der Epidermis
lokalisiert. Meine Ergebnisse sind mit Studien vereinbar, die wahrend der Anfertigung
meiner Doktorarbeit publiziert wurden. In diesen wurde mittels Western-Blot-Analyse,
quantitativer PCR und Immunfluoreszenz-Untersuchungen eine signifikante
Reduktion von Claudin 1 in aktiven Psoriasis-Plaques nachgewiesen (WATSON et al.,
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2007; KIRSCHNER et al., 2009). Hier konnte gezeigt werden, dass die
Herabregulation der Claudine bereits in einer frthen Phase der
Krankheitsentwicklung auftritt. Je ausgepragter jedoch die typisch histologischen
Merkmale sind (z. B. Hyperkreatose, Akanthose), desto deutlicher scheinen

insbesondere Claudin 1 und Claudin 7 in der Epidermis herabreguliert zu sein.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Anderungen im
Claudin-Muster die Zellpermeabilitat und die Barriereeigenschaften der Haut von
Mausen beeinflussen (FURUSE et al., 2002; TURKSEN und TROY, 2002; TROY et al.,
2005). Die Uberexpression von Claudin 6 (TURKSEN und TROY, 2002) oder das
Fehlen von Claudin 1 in der Epidermis (FURUSE et al., 2002) bzw. im Stratum
granulosum (TUNGALL et al., 2005) fuhren zu einer Storung der TJ-Barriere im
Stratum granulosum und zu einer gestorten epidermalen Barriere. Dieses spiegelt
sich in einem erhohten transepidermalen Wasserverlust (TEWL) wider. Bei der
Hautentwicklung von Mausen wahrend der Embryonalzeit fehlt hingegen Claudin 1 in
den unteren Epidermisschichten bis zu dem Zeitpunkt, an dem sich das Stratum
corneum als funktionstiichtige Komponente der Hautbarriere ausgebildet hat (TROY
et al., 2007). Untersuchungen von ARABZADEH und Mitarbeiter zeigten in Mausen,
dass Claudin-Veranderungen parallel zu Veranderungen der epidermalen
Zellmorphologie und Differenzierung beobachtet werden. Sie untersuchten die
Claudin-Expression in der Mausepidermis nach TPA- (12-O-tetradecanoyl-phorbol-
13-acetate) induzierter Verletzung wahrend der vorubergehenden
Hyperproliferationphase und nach der Wiederherstellung der Epidermis (ARABZADEH
et al., 2007). In der mit TPA behandelten Mauseepidermis zeigte sich bis zu 72 h
nach Applikation eine zunehmende zytoplasmatische Lokalisation von Claudin 1
besonders in den unteren Abschnitten der Epidermis. Sogar eine nukleare Farbung
fur Claudin 1 war vorubergehend zu erkennen. Eine Ruckverlagerung von Claudin 1
an die Zell-Zell-Grenzen stellte sich nach 96 h ein. Die Hypothese, dass
undifferenzierte Zellen mit wenig stark ausgepragter Barrierefunktion eine deutlichen
intrazellularen Claudin-Pool aufweisen (DAUGHERTY et al., 2004), wird durch die
Ergebnisse von ARABZADEH und Mitarbeiter unterstitzt. Die von mir beobachteten
Veranderungen von Claudin 1 und Claudin 7 in den obersten epidermalen Schichten
konnten bedeuten, dass sich dort keine TJ-Strukturen und funktionellen TJs mehr
befinden. Da aber andere untersuchte TJ-Proteine, die normalerweise nur im Stratum

granulosum vorhanden sind, in der psoriatischen Haut in tieferen Schichten
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beobachtet werden, kdnnte sich eine funktionelle TJ-Barriere in tiefere Schichten, in
der noch eine Kolokalisation aller TJ-Proteine vorhanden ist, verlagert haben (siehe
dazu spater). Die Herabregulation der Claudine in den untersten Schichten der
Epidermis kdnnte analog zur Herabregulation wahrend der TPA-Behandlung und der
Abwesenheit von Claudin 1 wahrend der Embryonalentwicklung stattfinden und auf
eine Wechselwirkung zwischen der Expression von Claudin 1 und auf eine
veranderte Proliferation und Differenzierung der Zellen in der Epidermis hinweisen.
Auch ein Einfluss von Entzindungszellen, deren Anwesenheit man z.B. auch
wahrend der TPA-Behandlung beobachten kann, kann nicht ausgeschlossen werden
(siehe Kapitel 5.2).

Im Gegensatz zur Herabregulation von Claudin 1 und Claudin 7 in den obersten und
untersten Epidermisschichten konnte eine verbreiterte Expression von ZO-1 und
Claudin 4 beobachtet werden. Dabei zeigte sich in der psoriatischen Frihform, aber
besonders in der Psoriasis pustulosa ein verbreitertes Expressionsmuster des
Proteins ZO-1 bis in die tiefer gelegenen Spinosuszellschichten. Die Expression von
Claudin 4 wies bei allen Psoriasisformen eine weniger starke Ausdehnung im
akanthotischen Stratum spinosum auf. Dies bestatigten Ergebnisse, die fur die
Plaque-Typ-Psoriasis beschrieben wurden (PUMMI et al.,, 2001; YOSHIDA et al.,
2001; BRANDNER et al., 2006; PELTONEN et al., 2007). DarlGberhinaus wurde auch
eine verbreiterte Expression von Occludin in den verschiedenen Psoriasisformen
nachgewiesen (PUMMI et al., 2001; YOSHIDA et al., 2001; KIRSCHNER et al., 2009).
Die verbreiterte Expression der TJ-Proteine flihrt zu einer veranderten bzw.
verlagerten (da in den obersten Epidermisschichten Claudin 1 und Claudin 7
herabreguliert werden) Kolokalisation mit Claudin 1 und Claudin 7. Ein
kontinuierliches und funktionsfahiges TJ-System mit typischen TJ-Strukturen
(,kissing points®) ist in der gesunden humanen und murinen Epidermis ausschlieflich
im Stratum granulosum beobachtet worden. Es ist die Schicht der Epidermis, in der
man eine Kolokalisation aller TJ-Proteine nachweisen konnte (MORITA et al., 1998;
PUMMI et al., 2001; BRANDNER et al., 2002; FURUSE et al., 2002; TUNGGAL et al.,
2005). Deshalb kdnnte angenommen werden, dass eine verbreiterte Kolokalisation
der TJ-Proteine bzw. eine Verlagerung der Kolokalisation in tiefere Schichten der
Epidermis auch zu einem verbreiterten oder verlagerten Vorkommen von typischen
TJs in der Epidermis fuhrt. Darliberhinaus ware es aber auch mdglich, dass diese

TJ-Proteine zusatzlich andere TJ-assoziierte Strukturen, wie beispielsweise

7



Diskussion

lamellated junctions oder stud-junctions (LANGBEIN et al., 2002a; SCHLUETER et al.,
2007) bilden. Welche Strukturen tatsachlich gebildet werden, und inwieweit sie

funktionelle TJs bilden, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.

Eine verbreiterte bzw. verstarkte Expression von normalerweise begrenzt
vorkommenden TJ-Proteinen wird auch bei anderen Erkrankungen, die mit
Veranderungen des Stratum corneums einhergehen, z.B. Ichthyosis vulgaris (PUMMI
et al, 2001), bei Abwesenheit der Hornschicht, z.B. in der regenerierenden
Epidermis von Wunden (BRANDNER et al., 2002) oder beim Angriff der Haut durch
Bakterien (OHNEMUS et al., 2007) beobachtet. Mehrschichtige Epithelien in feuchter
Umgebung (z.B. Zunge oder Gingiva), die zum Teil ebenfalls Uber keine
ausreichende Barriere durch ein verhorntes Epithel verfigen, zeigen eine
physiologisch breite Lokalisation der TJ-Proteine Occludin und ZO-1. Das
verbreiterte Vorkommen verschiedener TJ-Proteine, sei es unter pathologischen oder
physiologischen Bedingungen, kdnnte eine Mdoglichkeit sein, das Stratum corneum
als teilweise fehlenden Bestandteil der Hautbarriere zu kompensieren
(,Rettungssystem®). Da das verbreiterte Vorhandensein unterschiedlicher
TJ-Proteine bereits zu einem frihen Zeitpunkt der Psoriasis auftritt, konnte dies ein
Kompensationsversuch sein, die gestorte (Stratum-corneum)-Barriereeigenschaft der
Epidermis in dieser Erkrankungsphase auszugleichen. Interessanterweise konnte bei
heilenden Psoriasis-Plaques, die eine wiederhergestellte Hautbarriere zeigen, eine
Ruckverlagerung der Proteine ZO-1 und Occludin beobachtet werden. lhre
Expression beschrankte sich dann wieder ausschliellich auf die Zell-Zell-Grenzen
des Stratum granulosums (PELTONEN et al., 2007). Die veranderte Lokalisation der
TJ-Proteine kdnnte aber auch barriere-unabhangige Folgen haben. Von dem Protein
Z0-1 ist bekannt, dass es Einfluss auf die Bildung von Gap Junctions und
Adharenzverbindungen hat. Weiterhin ist es an der Zelldifferenzierung und
Zellproliferation beteiligt (SCHNEEBERGER und Lynch, 2004; MATTER et al., 2005;
AlJAZ et al., 2006). Auch fur Occludin wurden TJ-unabhangige Funktionen diskutiert
(SAITOU et al., 2000). Somit konnte die in der Psoriasis beobachtete Veranderung in
der Differenzierung und Proliferation der Haut von diesen Molekilen beeinflusst
werden. Dies wird auch durch die Tatsache unterstutzt, dass diese Veranderungen
der TJ-Proteine bereits in der Fruhform der Psoriasis gesehen werden kann.
Daruberhinaus konnte die Arbeitsgruppe um BRANDNER zeigen, dass die kutane ex-

vivo Injektion von IL-113 und TNF-a, Zytokine, die in psoriatischer Haut in erhéhten
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Mengen vorliegen, bereits sehr schnell zu einer verbreiterten Expression von
Occludin und ZO-1 fihren, wahrend zu diesen Zeitpunkten keine Veranderung der
Proliferation oder Differenzierung zu beobachten war (KIRSCHNER et al., 2009). Dies
konnte darauf hindeuten, dass die Veranderung der TJ-Proteine den Veranderungen

der Proliferation und Differenzierung vorausgeht.

5.2. EinfluB von Entziindungszellen und Zytokinen auf die Lokalisation von TJ-
Proteinen in der psoriatischen Haut

Die Psoriasis ist durch die Infiltration von Entziindungszellen gekennzeichnet.
Interessanterweise konnte in den untersuchten Praparaten beider Psoriasisformen
entlang der Infiltrationsstrecke von CD43-positiven Entzindungszellen eine
Auflockerung und zum Teil eine Unterbrechung der Immunlokalisation fur Claudin 1,
Claudin 4, Claudin 7 und ZO-1 in den jeweiligen Epidermisschichten beobachtet
werden. Auch basal der eingewanderten CD43-positiven Entzindungszellen blieb die
Farbung fur das jeweilige TJ-Protein unvollstandig. Eine Ausnahme bildete JAM-A.
Hier konnte keine Herabregulation bei der Infiltration von Entziindungszellen erkannt
werden (siehe dazu 5.3). Da sowohl in der Frihphase der Psoriasis als auch in der
Psoriasis pustulosa haufig neutrophile Granulozyten in der Epidermis beobachtet
werden, wurde uUberpruft, ob die Herabregulation der TJ-Proteine bei dieser
Zellpopulation anzutreffen ist. Tatsachlich zeigte sich, dass in der Nahe von
neutrophilen Granulozyten (CD15-positive Zellen) die TJ-Proteine herabreguliert
waren. Ahnliches konnte bei chronischen Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn, beobachtet werden. Hierbei zeigte sich eine Herabregulation fur
Claudin 1 in unmittelbarer Nachbarschaft zu den einwandernden Neutrophilen
(KUCHARZIK et al., 2001). Diese Veranderung in der Lokalisation von TJ-Proteinen
scheint eine wichtige Voraussetzung fur die epidermale Migration der Neutrophilen
zu sein. Es ist jedoch unklar, welche Faktoren genau zur Herabregulation der
TJ-Proteine fuhren. Verantwortlich kdnnten von Neutrophilen produzierte Proteasen
oder unterschiedliche Zytokine sein (CASSATELLA, 1995).

Aber auch die generelle Herabregulation von Claudin 1 und Claudin 7 in den
obersten und untersten epidermalen Schichten und die verbreiterte Expression von
Occludin, ZO-1 und Claudin 4 in der psoriatischen Epidermis konnte durch Zytokine
und Proteasen beeinflusst werden. Zytokine sind potente Mediatoren und

Kommunikationsmolekiile bei einer Vielzahl von biologischen Funktionen (z.B.
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Anregung der Zellteilung, Aktivierung des Immunsystems) (KELSO et al., 2000). In
Zylinderepithel- und Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass durch die Zytokine
IL-1, IL-4, IL-10, IL-13, TNF-a und INF-y die TJ-Integritat beeinflullt werden kann
(YOUAKIM und AHDIEH, 1999; OSHIMA et al, 2001). Die Inkubation von
einschichtigen Epithelzellen mit INF-y flhrte zu einer Umverteilung von Occludin,
Claudin 1, Claudin 4 und JAM-A von den Zell-Zell-Grenzen in das Zytoplasma.
Dagegen zeigte das Zytokin kaum einen Einflud auf die Verteilung von ZO-1,
E-Cadherin und B-Catenin (BRUEWER et al., 2003). Die Produktion von INF-y durch
aktivierte  T-Lymphozyten ist ebenfalls ein typisches Merkmal des
Entzindungsprozesses der Psoriasis. Somit koénnte die beobachtete
zytoplasmatische Anfarbung von Claudinen in beiden Psoriasisformen auf die
Einwirkung dieses Zytokins zurlckzufihren sein. Auch in der Lunge konnte ein
Zusammenhang zwischen Entzindungsreaktion und Modifikation an TJ-Proteinen
gezeigt werden. So ist die akute Entzindungsreaktion in der Lunge unter dem
Einflul von TNF-a mit Veranderungen in der Expression und Lokalisation von
wichtigen TJ-Proteinen (Protein ZO-1, Claudin 2, Claudin 4, Claudin 5)
vergesellschaftet (MAZZON et al., 2007).

In den letzten Jahren wurde verstarkt die Rolle der Zytokine bei der Pathogenese der
Psoriasis hervorgehoben. Sie sind eng mit den klinischen und morphologischen
Veranderungen in der Psoriasis verbunden (z.B. eine (gesteigerte
Keratinozytenproliferation durch IL-3, IL-6 und INF-y, Ansammlung neutrophiler
Granulozyten in der Epidermis durch IL-8). Dabei ist nicht nur ein einzelnes Zytokin,
sondern ein Netzwerk dieser Stoffe mit ihren unterschiedlichen Funktionen und
Interaktionen an der Entzindungsreaktion der Haut beteiligt. Zytokine werden von
verschiedenen Zellen produziert. Dabei spielen die T-Lymphozyten eine wichtige
Rolle. Psoriatische T-Zellen sind durch die Produktion von IFN-y und TNF-a dem
T-Helfer-Zell-Typ TH1 zugeordnet, der eine effektive antibakterielle Immunabwehr
und eine Autoimmunreaktion vermittelt (PRINZ, 2004). Zusatzlich sind Interleukine
(IL-1, 1L-2, IL-6, IL-8) am Krankheitsbild der Psoriasis beteiligt. Gleichzeitig besteht
wahrscheinlich ein Mangel an IL-10, ein TH2-Zytokin, das bei therapeutischer Gabe
die TH1-Zytokine antagonisieren kann und zur Besserung der Psoriasislasionen fuhrt
(ASADULLAH et al., 1998). Einige Untersuchungen heben hervor, dass diese gestorte
Balance zwischen TH1- und TH2-Zytokinen zur Entwicklung der Psoriasis beitragt

(Ungleichgewicht zwischen entziindungsfordernden und entziindungshemmenden

80



Diskussion

Mechanismen) (JACOB et al., 2003). Wie grol3 jedoch der Einfluss der einzelnen
Zytokine auf die verschiedenen Zell-Zell-Verbindungsproteine bei der Psoriasis ist

muss in zukunftigen Experimenten noch geklart werden.

Die Produktion von IL-1B kdnnte eine Ursache fur das veranderte Verteilungsmuster
von TJ-Proteinen in den untersuchten Psoriasispraparaten sein. Dieses Zytokin wird
in gesteigertem Male in Psoriasislasionen im Vergleich zu nicht involvierter Haut
gefunden (YOSHINAGA et al., 1995). Es wird vor allem von Keratinozyten und
Makrophagen produziert (COOPER et al., 1990; WATSON et al., 2007). Durch IL-1a
und IL-1B werden eine Reihe verschiedener pathologischer Veranderungen
hervorgerufen. Das Zytokin hat Einflul3 auf die dermale Angiogenese, Expression von
Adhasionsmolekulen (LAWLEY et al., 1991), Aktivierung von T-Lymphozyten,
Induktion der Entzindungszellkaskade und Synthese anderer Zytokine (TNF-a,
INF-y, IL-2, IL-6 oder IL-8) sowie die Keratinozytendifferenzierung (HAMMERBERG et
al., 1998). WATSON und ihre Arbeitsgruppe konnten bei der Injektion von sehr hohen
Dosen IL-1B in klinisch normale Haut von Psoriasispatienten und in gesunder Haut
einen Verlust der physiologischen Immunlokalisation von Claudin 1 und eine
zunehmende Verlagerung des Proteins in das Zytoplasma beobachten (WATSON et
al., 2007). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Injektion von IL-1 in
Konzentrationen, die in psoriatischer Haut vorhanden sein konnten, zu einer
Herabregulation von Claudin 1 in den obersten epidermalen Schichten und einer
verbreiterten Lokalisation von Occludin und ZO-1, vergleichbar zur Frihform der
Psoriasis, fuhrt. Auch TNF-a zeigt ahnliche Effekte (KIRSCHNER et al., 2009).
Zellkulturexperimente zeigten, dass diese Zytokine zu einer Veranderung der
Expression und Lokalisation von TJ-Proteinen und zu einer Modulation der
TJ-Funktion in kultivierten primaren humanen Keratinozyten fuhren (KIRSCHNER et
al., 2009).

In den untersuchten Praparaten war ein geringer Teil der epidermalen
CD43-positiven Entziandungszellen zusatzlich fur Claudin 1 und fur Claudin 7 positiv.
Die Expression von Claudin 1 bzw. Claudin 7 auf der Oberflache der CD43-positven
Zellen konnte eine Mdoglichkeit der sanften transepidermalen Migration sein, um
minimale Effekte an den Zell-Zell-Verbindungen (z.B. TJs) und deren Funktion zu
bewirken. In Studien konnte ahnliches bei der Diapedese von aktivierten
T-Lymphozyten beobachtet werden, die auf ihrer Oberflache Occludin prasentierten

und nur minimale Effekte an TJs und deren Funktion hervorriefen (ALEXANDER et al.,
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1998). Es ist anzunehmen, dass die in der Doppelfarbung von Claudin 1 bzw.
Claudin 7 und CD43 detektierten Zellen einem spezifischen Zelltyp angehéren und
nur in einem bestimmten Stadium der Erkrankung auftreten. Dies konnte
maglicherweise erklaren, warum nur ein kleiner Teil des meist grof3flachigen Infiltrats
die Eigenschaft besitzt, TJ-Proteine auf ihrer Oberflache zu prasentieren. Um welche
Zellen es sich handelt und ob diese Zellen bevorzugt in die Epidermis einwandern ist
noch unklar. Weiterhin ist unklar, warum keine der neutrophilen Entzindungszellen in
den untersuchten Praparaten eine ahnliche Eigenschaft aufweist. Dabei infiltriert
gerade dieser Entziindungszelltyp besonders bei der Psoriasis pustulosa in grof3en
Mengen in die Epidermis und hat einen nicht unerheblichen Anteil an den

beobachteten Veranderungen der Gewebsmorphologie.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die immunhistochemische Farbung flr
JAM-A in beiden Psoriasisformen nur eine geringe Herabregulation, die sich
vorwiegend auf die basalen Abschnitte der Epidermis beschrankte, erfahrt.
Ansonsten stellte sich in der gesamten Epidermis eine recht gleichmalige Farbung
dar, die im Vergleich zur gesunden Haut weniger intensiv wirkte und nur durch den
Einstrom von neutrophilen Granulozyten in seiner Kontinuitdt eine leichte
Unterbrechung zeigte. Bei der Infiltration der meisten CD43-positiven Zellen konnte
keine eindeutige Unterbrechung der JAM-A Immunlokalisation beobachtete werden,
da ein groller Teil dieser Entzindungszellen zusatzlich auf ihrer Zelloberflache
JAM-A exprimierten. Dies konnte dafur sprechen, dass JAM-A als Vermittler der
Transmigration wichtig ist und fur diesen Vorgang nicht herunterreguliert werden
muss. Dies wurde bereits fiur die Leukozytenwanderung durch Endothelzellen
beschrieben. Die Leukozytenwanderung aus den Blutgefallen in entzindliches
Gewebe ist ein hochkomplexer Vorgang, an dem eine Reihe von Zellsignalprozessen
und Adhasionsmolekilen beteiligt sind. Unter anderem wird die transendotheliale
Migration durch verschiedene Komponenten von AJds und TJs unterstutzt. Involviert
sind dabei auch die Mitglieder der JAM-Familie, die durch ihre exponierte Lage an
den Zell-Zell-Verbindungen eine ausgezeichnete Mdoglichkeit fir die Passage von
Leukozyten Uber die endotheliale Barriere bieten. JAM-A ist auf Endothel- und
Epithelzellen in unterschiedlichen Geweben lokalisiert (BAZZONI et al., 2003;
MULLER et al, 2003). Zusatzlich ist das Protein auf der Oberflache von
zirkulierenden Zellen, wie Monozyten, Lymphozyten, Neutrophilen und
antigenprasentierenden Zellen zu finden (WILLIAMS et al., 1999; LIU et al., 2000). In
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Studien konnte gezeigt werden, dass einzelne Mitglieder der JAM-Familie an der
Rekrutierung von Leukozyten beteiligt sind, indem die Proteine innerhalb der Zelle
eine Umverteilung durchlaufen und unter entzindlichen und ischamischen
Umstanden hochreguliert werden (WEBER et al., 2007). Stimulationsversuche mit
einer Kombination aus TNF-a und INF-y fuhrten zu einer Verlagerung von JAM-A an
die apikale Oberflache von Endothelzellen (OZAKI et al., 1999), so dass unter
entzundlichen Bedingungen JAM-A die Adhasion von Leukozyten unterstutzen kann.
OSTERMANN und Mitarbeiter konnten zeigen, dass LFA-1 auf der
Leukozytenoberflache an JAM-A von Endothelzellen binden kann. Die JAM-A-LFA-1
Interaktion unterstiutzt sowohl die Adhasion von T-Zellen an das Endothel als auch
die Bindung von Neutrophilen zur transendothelialen Migration (OSTERMANN et al.,
2002). JAM-A ist jedoch nicht in der Lage TJs aufzubauen (ITHO et al., 2001).
Dennoch unterstutzt es in polarisierten Epithelien und Endothelien die regelrechte
Organisation der einzelnen TJ-Komponenten (THOMAS et al., 2004). Die homophilen
Interaktionen zwischen den Mitgliedern der JAM-Familie beeinflussen die
Permeabilitdt von Endothelzellen und Epithelzellenschichten und spielen daher eine
wichtige Rolle bei der Entzindungsreaktion (MARTIN-PADURA et al., 1998; NAIK et
al., 2003).

5.3. Immunlokalisation der Adharenzverbindungs- und desmosomalen
Proteine in der Psoriasis

Urspringlich wurde von den Molekilen der Cadherin-Superfamilie angenommen,
dass sie ausschlieBlich eine Rolle bei der Zelladhasion spielen. Inzwischen ist aber
bekannt, dass diese Moleklle bei zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt sind
(z.B. Zellwachstum oder Zellmigration). Die AJs der Epidermis werden hauptsachlich
durch die klassischen Cadherine (E-Cadherin und P-Cadherin) gebildet, die Uber
ihren extrazelluldren Abschnitt Ca?*-abhéngige, homophile Zell-Zell-Verbindungen
zwischen benachbarten Zellen ausbilden (TAKEICHI, 1991; PEREZ-MORENO et al.,
2003). Der zytoplasmatische Teil der klassischen Cadherine kann an R-Catenin
binden und so Uber dessen Bindungspartner a—Catenin eine stabile Verknupfung mit
dem Aktinzytoskelett ermoglichen (GOTTARDI et al., 2002). Desmosomale Cadherine
(Desmogleine, Desmocolline) fuhren zu einer Verknupfung der Intermediarfilamente

mit Desmosomen. Klassische und desmosomale Cadherine beeinflussen damit die
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Festigkeit und die Morphologie von Zellen innerhalb eines Gewebes (TAKEICHI,
1991).

Die Modulation und Verminderung von E-Cadherin im Gewebe kann mit einer
Gefugelockerung (Spongiose) in Verbindung gebracht werden, die es z.B. den
Entzindungszellen ermdglicht leichter in das Gewebe einzuwandern und bis in die
oberste Hautschicht vorzudringen. Verschiedene in vivo Untersuchen bestatigen,
dass eine veranderte Immunlokalisation fur E-Cadherin in entzindlichen
Epithelbereichen zu verzeichnen ist. So konnten HANBY und Mitarbeiter eine
verminderte Expression von E-Cadherin zwischen Kolonepithelzellen bei Peptischen
Ulzera und Morbus Crohn beobachten (HANBY et al., 1996). Neben der
membrangebunden Form von E-Cadherin gibt es zusatzlich eine |6sliche Form. In
Studien konnte gezeigt werden, dass diese Form im Serum von Psoriasispatienten
erhoht ist und mit dem Schweregrad der Erkrankung (PASI-Score) korreliert
(MATSUYOSHI et al., 1995). Dies konnte ein Zeichen flir eine gesteigerte Proteolyse
von E-Cadherin an der Zelloberflache sein und damit eine reduzierte Menge an

funktionsfahigem E-Cadherin an der Keratinozytenoberflache.

Im Vergleich zur gesunden Haut, bei der E-Cadherin von allen lebenden
Epidermisschichten exprimiert wird (SHIMOYAMA et al., 1989), zeigte sich bei der
Untersuchung beider Psoriasisformen in dieser Arbeit eine Herabregulation von
E-Cadherin, die besonders in der Basalzellschicht und im oberen Stratum
granulosum zu beobachten war. In mittleren Abschnitten der Epidermis prasentierte
sich eine zum Teil schwachere Immunlokalisation von E-Cadherin an den Zell-Zell-
Grenzen. Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen von CHUNG und
Mitarbeitern Uberein (CHUNG et al., 2005). Im Gegensatz dazu steht die Studie von
ZHOU und Mitarbeitern, die in der immunhistochemischen Farbung von
Psoriasispraparaten fur E-Cadherin keinen signifikanten Unterschied zwischen
gesunder und pathologisch veranderter Haut feststellen konnten. Hier zeigte sich
eine intensive Farbung fur E-Cadherin an den Zell-Zell-Grenzen der gesamten
lebenden Epidermis (ZHOU et al., 2003). Das desmosomale Protein Desmoglein 1
zeigt eine weitgehend homogene Farbung an den Zell-Zell-Grenzen. Diese war im

Vergleich zur gesunden Haut intensitatsschwacher.

Bei der epithelialen Infiltration von neutrophilen Granulozyten und T-Lymphozyten

zeigte sich in der Umgebung bei beiden Psoriasisformen eine Intensitatsminderung
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und zum Teil ein Verlust der E-Cadherin-Farbung. Im Vergleich zu Abschnitten ohne
Entzindungszellinfiltration wirkte die Farbung diskontinuierlich und unterbrochen.
Dasselbe gilt, wenn auch weniger ausgepragt, fur Desmoglein 1. Jedoch muf} bei der
Auswertung bertcksichtigt werden, dass E-Cadherin ebenso wie Desmoglein 1 und
die entsprechende Entziindungszellspezies in Folgeschnitten angefarbt wurden und
so die exakte Kolokalisation nicht bestimmbar war. Zusammenfassend beobachtet
man somit auch fur Adharenzverbindungs- und desmosomale Proteine eine
Veranderung der Expression/Lokalisation in psoriatischer Haut. Die Veranderungen
sind also nicht auf TJ-Proteine beschrankt. Allerdings sind sie in der Regel weniger

stark ausgepragt als bei den TJ-Proteinen.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung von TJs von der
kontinuierlichen Expression von E-Cadherin abhangig ist (GUMBINER et al., 1988). In
einfachen Epithelzellen konnte eine enge Wechselwirkung zwischen AJ- und
TJ-assozierten Proteinen gezeigt werden. So wurde in MDCK-Zellen beobachtet,
dass dem Aufbau der TJs eine vorlaufige Bildung von Zell-Zell-Verbindungen
vorausgeht, die AJ- und TJ-Komponenten enthalten (MATTER und BALDA, 2003). Die
parazellulare Barriere von TJs wird durch die Integritat von AJs beeinflusst. Eine
Zerstorung der AJs fuhrt zu einer Steigerung der TJ-Permeabilitat. Auch
Untersuchungen an epidermalen E-Cadherin Knock-out Mausen demonstrieren, dass
dieses Protein zur Bildung von TJs beitragt. Die Mause sind durch einen gesteigerten
TEWL und einen fruhzeitigen Tod (7-12 h nach der Geburt) gekennzeichnet. Eine
detaillierte Untersuchung der Mause zeigte, dass die Ursache in einem Verlust von
Claudin 1 im Stratum granulosum und einer Fehllokalisation verschiedener weiterer
TJ-Komponenten in der Epidermis liegt (TUNGGAL et al., 2005). Vermutlich
beeinflult E-Cadherin die Regulation der TJs Uber den Par3/aPKC/Par6- Komplex
(YOUNG et al., 2003; TUNGGAL et al., 2005). Es stellt sich deshalb die Frage, ob
auch in der Psoriasis eine Veranderung von E-Cadherin den Veranderungen der
TJ-Proteine vorausgeht. Da in dieser Arbeit die beobachteten Veranderungen sowohl
von E-Cadherin als auch von TJ-Proteinen bereits in der Frihform der Psoriasis zu
sehen waren, kann daraus nicht geschlossen werden, dass die Veranderung von
E-Cadherin der Veranderung von TJ-Proteinen vorausgeht. Die Tatsache, dass die
Alterationen der TJ-Proteine meist starker ausgepragt sind als die von E-Cadherin
macht dies eher unwahrscheinlich. Dies muss aber in zukunftigen Experimenten

noch geklart werden.
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Tight Junctions (TJs) sind Zell-Zell-Verbindungen, die am apikalen Teil der lateralen
Zellmembran lokalisiert sind und benachbarte Zellen miteinander verbinden. Sie
setzten sich aus verschiedenen Transmembran— und Plaqueproteinen zusammen.
TJs bilden eine semipermeable Barriere aus, die den Fluss von Losungen, lonen
oder potentiell toxischen Stoffen durch den parazellularen Raum kontrollieren. Die
gesunde Epidermis ist durch ein definiertes und differenzierungsabhangiges Muster
von Tight Junction-Proteinen charakterisiert. In der humanen Epidermis sind TJs

jedoch ausschlieflich auf das Stratum granulosum beschrankt.

Die Psoriasis ist eine chronisch-entziindliche Hauterkrankung, die durch eine
Hyperplasie sowie Parakeratose der Epidermis, einer ausgepragte Infiltration von
Entzindungszellen und eine gestorte Barrierefunktion gekennzeichnet ist. Fur die
Plaque-Typ-Psoriasis konnten mittels der Immunhistochemie Veranderungen in der

Lokalisation verschiedener TJ-Proteine in der Epidermis dargestellt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es mit Hilfe der Immunhistochemie weitere
Transmembran- und Plaque-Proteine der TJs sowie ausgewahlte Proteine der
Adharenzverbindungen und Desmosomen in der Psoriasishaut in der frihen und in
der fortgeschrittenen Phase der Krankheit zu charakterisieren. Dabei konnte erstmals
gezeigt werden, dass die Lokalisationsveranderung der TJ-Proteine bereits zu einem
frihen Zeitpunkt der Erkrankung auftritt. In der Fruhform der Psoriasis waren die
Proteine ZO-1 und Claudin 4 im Vergleich zur gesunden Haut in mehreren oberen
Zellschichten der Epidermis lokalisiert. Im Gegensatz dazu waren Claudin 1 und
Claudin 7 in den oberen und unteren Schichten der Epidermis herunterreguliert. In
der fortgeschrittenen Phase der Erkrankung (beispielhaft hier: Psoriasis pustulosa)
konnte ein ahnliches Expressionsmuster fur ZO-1 und Claudin 4 dargestellt werden.
Die Proteine Claudin 1 und Claudin 7 zeigten in der Psoriasis pustulosa eine
zusatzliche Herabregulation bis in mittlere Epidermisschichten. Je ausgepragter also
die typisch histologischen Merkmale (z. B. Akanthose) waren, desto deutlicher war
der Verlust von Claudin 1 und Claudin 7 erkennbar. Bei der Expression von JAM-A
konnte kaum eine Veranderung im Vergleich zur gesunden Haut erkannte werden.

Auch innerhalb der Dbeiden Psoriasistypen zeigte sich ein  ahnliches
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Expressionsmuster. Bei den Proteinen der Adharenzverbindungen (B-Catenin und
E-Cadherin) sowie bei dem desmosomalen Proteine (Demogelin 1) zeigte sich
ebenfalls nur eine leichte Veranderung der Expression/Lokalisation in beiden
Psoriasisformen im Vergleich zur gesunden Epidermis. Dabei wies E-Cadherin in
beiden Psoriasisformen lediglich eine leichte Herabregulation in den basalen
Epidermisschichten auf. Fur Desmoglein 1 konnte ebenfalls keine eindeutige
Herabregulation beobachtet werden. Das Expressionsmuster stellte sich in beiden
Psoriasisformen im Vergleich zur gesunden Epidermis lediglich intensitatsschwacher

dar.

Weiterhin wurden der Einflu® von Entzindungszellen auf das Verteilungsmuster der
einzelnen TJ-, AJ und desmosomalen Proteine untersucht. Hierbei wurden die
verschiedenen Zell-Zell-Verbindungs-Proteine mit CD43 bzw. CD15 in
Doppellokalisation oder in Folgeschnitten immunhistochemisch angefarbt. Dabei liel3
sich eine Herabregulation fir alle TJ-, AJ und desmosomalen Proteine mit
Ausnahme von JAM-A bei der epidermalen Infiltration von neutrophilen Granulozyten

darstellen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Veranderungen
in der Lokalisation der verschiedenen TJ-Proteine bereits zu einem frUhen Zeitpunkt
in der Psoriasisentwicklung auftreten. Sie sind somit nicht die Konsequenz
ausgedehnter histologischer Veranderungen, wie sie in der Epidermis der Plaque-
Psoriasis vorgefunden werden. Entziindungszellen haben eine Einflull auf die
Lokalisation von Zell-Zell-Verbindungsproteinen. Weiterhin sind die Veranderungen
nicht nur auf TJ-Proteine beschrankt, sondern betreffen, wenn auch in einer deutlich

geringeren Auspragung, die Proteine der AJs und Desmosomen.
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