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1 Einleitung - Grundlagen und Stand der Forschung 

1.1 Psoriasis 

1.1.1 Definition und Klinik 

Die Psoriasis ist eine gutartige, chronisch schubweise verlaufende inflammatorische 

Dermatose (Kempf et al., 2011), die sich in scharf begrenzten erythemato-squamösen 

Plaques äußert. Es werden verschiedene Psoriasis-Formen unterschieden. Die häufigste 

Form ist die Psoriasis vulgaris, die sich weiterhin in Typ I mit früher Manifestation 

(Altersgipfel der Erstmanifestation liegt bei Frauen bei 16 und bei Männern bei 21 

Jahren), hoher familiärer Belastung und hoher Kopplung mit bestimmten HLA-Typen, 

vor allem HLA-Cw6 (Henseler and Christophers, 1985) und in Typ II mit später 

Manifestation (>50 Jahre) und ohne familiäre Häufung unterteilt. Mit einer Häufigkeit 

von 20% folgt die Psoriasis arthropathica, die vor allem durch ihren Gelenkbefall 

imponiert, und mit bis zu 2,5% die pustelbildende Psoriasis pustulosa (Moll, 2010). 

1.1.2 Epidemiologie und Genetik 

Weltweit sind 1,5-3% der Bevölkerung von Psoriasis betroffen, in Deutschland liegt die 

Prävalenz bei 2,0%, dies entspricht in absoluten Zahlen bundesweit etwa 2 Millionen 

betroffenen Menschen (Schafer et al., 2011, Augustin et al., 2011). Die Prävalenz in 

Europa schwankt nur gering zwischen den verschiedenen Ländern (Christophers, 2001). 

In den USA liegt die Prävalenz bei 4,6% (Mitchell, 1967), aber nur 0,7% unter den 

Afroamerikanern. Erwartungsgemäß findet sich eine niedrigere Prävalenz in Afrika 

(0,7%), Indien (0,7%) und auch China (0,4%) (Christophers, 2001). Im Gegensatz zu 

anderen Autoimmunerkrankungen sind Frauen nicht häufiger von Psoriasis betroffen als 

Männer, allerdings erkranken Frauen häufiger in jüngerem Alter (Henseler and 

Christophers, 1985). 

Bei der Psoriasis spielt die genetische Disposition eine große Rolle (Sabat et al., 2007). 

Zu dieser Sichtwiese führten drei verschiedene Beobachtungen. Zum einen steigt die 

Wahrscheinlichkeit an Psoriasis zu erkranken, wenn Verwandte ersten Grades ebenfalls 

erkrankt sind (Schon and Boehncke, 2005, Watson et al., 1972), des Weiteren ist die 

Psoriasis mit verschiedenen HLA-Typen assoziiert wie HLA-Cw6, HLA-B13, HLA-

B17, HLA-Bw57 und HLA-DR4 (Schon and Boehncke, 2005, Christophers, 2001) und 

drittens sind verschiedene spezifische prädisponierende Gene bekannt (z.B. PSORS 1-
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10). Des Weiteren finden sich auch Verbindungen zu Genregionen, die in 

inflammatorische Signaltransduktionswege involviert sind (Nograles et al., 2010), 

beispielsweise der IL-23-Signalweg und der NFκB-Signalweg (Nair et al., 2008, Nair et 

al., 2009, Cargill et al., 2007). Weitere Verbindungen finden sich zu Genen der 

epidermalen Abwehr, die bei Psoriasis-Patienten überexprimiert sind (de Cid et al., 

2009). Allerdings erkranken beispielsweise nur 10% der heterozygoten und 20-30% der 

homozygoten HLA-Cw6-Träger an Psoriasis (Gudjonsson et al., 2003), was zur 

Annahme zwingt, dass die genetische Disposition multifaktoriell ist. 

1.1.3 Histologie 

Die Psoriasis ist eine immunologisch induzierte, überschießende Reaktion in der Haut 

(Sabat et al., 2007). Die Frühform der Psoriasis ist gekennzeichnet durch die Dilatation 

von Blutgefäßen und die Migration von mononukleären Zellen und Granulozyten zuerst 

in die Dermis und danach in die Epidermis (Kirschner et al., 2009). Des Weiteren 

zeigen sich weitere Merkmale der Psoriasis wie eine leichte regelmäßige Akanthose, 

einige elongierte Reteleisten und eine suprapillär verschmälerte Epidermis. Das Stratum 

granulosum ist verschmälert oder fehlt komplett (Pötzl, 2010). 

Das typische histologische Erscheinungsbild der Spätform der Psoriasis (Plaque-Typ) 

ist eine gleichförmige Akanthose mit stark elongierten Reteleisten bis ins Stratum 

papillare. Da die mit bis zu 10facher Geschwindigkeit proliferierenden Keratinozyten 

nicht ausreifen, kommt es zur Hyperparakeratose im Stratum corneum (Weinstein et al., 

1985). Des Weiteren zeigt sich ein fokaler Verlust des Stratum granulosums (Kempf et 

al., 2011). Die Epidermis über den verlängerten Papillarkörpern besteht nur aus wenigen 

abgeflachten Keratinozytenschichten. In diesen Papillarkörpern finden sich ektatische, 

geschlängelte Kapillaren, die im klinischen Erscheinungsbild die Erytheme verursachen 

(Nograles et al., 2010). Um die dilatierten Blutgefäße findet sich das mononukleäre 

Infiltrat. Typisch sind die Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten als 

Munro`sche Mikroabszesse im Bereich hyperparakeratotischer Verhornung und als 

unilokuläre spongiforme Kogoj-Pusteln im Stratum spinosum (Kempf et al., 2011). 
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1.2 Bedeutung der T-Lymphozyten in der Pathogenese der Psoriasis 

T-Lymphozyten gehören zu den Leukozyten, die im Knochenmark gebildet und 

anschließend in den lymphatischen Organen geprägt werden. Die Gruppe der T-Zellen 

lässt sich unterteilen in zytotoxische T-Zellen, T-Helfer-, T-Regulator-und T-

Gedächtniszellen. 

Im Drei-Phasen-Modell nach Sabat et al. (Sabat et al., 2007) tragen zu verschiedenen 

Zeitpunkten verschiedene Zelltypen zum Erscheinungsbild der Psoriasis bei. Nach 

diesem Modell wird die Entstehung der Psoriasis in drei Phasen eingeteilt: die 

Sensibilisierungsphase, der eine „stille Phase“ folgt, und die sich daran anschließende 

Effektorphase, in der sich die Erkrankung klinisch manifestiert. In der 

Sensibilisierungsphase, der ersten der drei Phasen, entwickeln sich aus naiven T-Zellen 

spezifische Effektor-Th1- und Th17-Zellen, die dann in den späteren Phasen in die Haut 

migrieren und durch Aktivierung weiterer Immunzellen das klinische Hautbild 

hervorrufen (Sabat et al., 2007). Diese erste Phase der T-Zell-Differenzierung findet in 

sekundären lymphatischen Organen wie den Lymphknoten oder Tonsillen statt. Der 

initiale Schritt wird durch das Erkennen und die Aufnahme von Antigenen durch unreife 

dendritische Zellen eingeleitet. Diese Zellen migrieren nun in die T-Zell-Regionen der 

sekundären lymphatischen Organe, wo sie die Antigene über MHC-Klasse-II-

Rezeptoren auf ihrer Oberfläche präsentieren. Diese MHC-II-Peptidkomplexe können 

von CD4-positiven T-Zellen mit Hilfe des T-Zell-Rezeptors erkannt werden. 

Dendritische Zellen haben aber auch noch die Fähigkeit diese Antigene über MHC-I-

Rezeptoren zu präsentieren, was zur zusätzlichen Aktivierung der CD8-positiven T-

Zellen führt. 

Welche Faktoren letztendlich zur massiven Proliferation der Keratinozyten und damit 

zum klinischen Erscheinungsbild der Psoriasis führen, ist nicht vollständig geklärt. 

Zumindest teilweise jedoch scheinen die T-Zellen dafür verantwortlich zu sein. So 

konnte gezeigt werden, dass sowohl aktivierte wie nicht-aktivierte T-Zellen Faktoren 

produzieren, die zu vermehrter Keratinozytenproliferation führen (Hancock et al., 

1988). Auch können CD4
+
-Zellen, die aus psoriatischen Plaques isoliert wurden, über 

lösliche Faktoren die Proliferation von Keratinozyten fördern, auch bei normalerweise 

ruhenden Basalzellen (Bata-Csorgo et al., 1995). Neben den T-Zellen tragen weitere 

Immunzellen wie neutrophile Granulozyten (Rogalski et al., 2002), Makrophagen 
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(Stratis et al., 2006, Wang et al., 2006) und auch Fibroblasten zur überschießenden 

Zellproliferation der Keratinozyten bei. Jedoch induzieren auch die Keratinozyten 

selbst, beispielsweise über die Produktion von TGF-, ihre eigene Proliferation (Valyi-

Nagy et al., 1992, Coffey et al., 1987, Schultz et al., 1987). 

1.2.1 Zytotoxische T-Zellen 

Die zytotoxischen T-Zellen, die das Oberflächenprotein CD8 tragen, haben die Aufgabe 

viral infizierte Zellen und Tumorzellen zu zerstören. Diese Zellen werden aktiviert 

durch die Bindung von Antigen, welches auf MHC-Klasse I-Molekülen durch 

Antigenpräsentierende Zellen, vor allem dendritische Zellen, präsentiert wird. 

Aktivierte CD8
+
-Zellen erkennen dann ihre Ziel-Zellen ebenfalls über den MHC-I-

Antigen-Komplex. CD8
+
-Zellen können durch von regulatorischen T-Zellen sezernierte 

Moleküle wie IL-10 und Adenosin inaktiviert werden. 

Sowohl in psoriatischen Plaques als auch im peripheren Blut der Psoriasis-Patienten 

findet sich ein signifikanter Zuwachs an CD8
+
-Zellen (Prpic-Massari and Kastelan, 

2009). Diese könnten stimuliert werden durch die zahlreich vorkommenden 

CD4
+
-Zellen, die Th1-Zytokine wie IFN-γ und TNF-α sezernieren (Schlaak et al., 1994, 

Vollmer et al., 2001). Die stark vermehrt vorkommenden CD8
+
-Zellen erscheinen 

bereits sehr früh am Rand psoriatischer Läsionen (Vissers et al., 2004), scheinen aber 

auch während der chronischen Phase relevant zu sein. Sie werden bei Psoriatikern vor 

allem in der Epidermis, weniger in der Dermis gefunden (Valdimarsson et al., 1995). 

1.2.2 T-Helferzellen 

Die T-Helferzellen, welche das Oberflächenprotein CD4 tragen, unterstützen andere 

Zellen in immunologischen Prozessen wie zum Beispiel bei der Reifung der B-Zellen 

zur Plasmazelle oder Memory-B-Zelle oder bei der Aktivierung von Makrophagen. 

Nach der Aktivierung der CD4
+
-Zellen durch Antigene, die auf MHC-Klasse-II-

Molekülen von Antigenpräsentierenden Zellen präsentiert werden, teilen sie sich schnell 

und produzieren Zytokine, die die aktive Immunantwort regulieren. CD4
+
-Zellen 

können in verschiedene Untergruppen wie Th1, Th2 oder Th17 unterteilt werden. In der 

Entstehung der Psoriasis wird den CD4
+
-Zellen eine besondere Bedeutung zugemessen, 

da der Ausbruch psoriatischer Läsionen mit der Aktivierung und dem Einstrom CD4
+
-

T-Zellen in die Epidermis verbunden ist (Baker et al., 1984, Onuma, 1994). 
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Die sowohl in psoriatischen Plaques als auch im Blut von Psoriasis-Patienten 

gefundenen CD4-positiven T-Zellen gehören überwiegend zu den Th1-Zellen mit dem 

entsprechenden Zytokin-Expressionsmuster: INF-, IL-2 und TNF- (Schlaak et al., 

1994, Austin et al., 1999). 

Von großer Bedeutung für die Entstehung der Psoriasis ist die Ausdifferenzierung der 

CD4-positiven T-Zelle zur Th17-Zelle. Bei Vorhandensein von IL-6 und TGF- wird 

der Rezeptor für IL-23 hochreguliert, wodurch die Th0-Zelle zur Th17-Zelle 

ausdifferenziert. Die Bedeutung dieses Differenzierungsweges wird durch die 

Erkenntnis unterstrichen, dass Polymorphismen in einzelnen Nukleotiden des IL-23-

Rezeptors mit Psoriasis assoziiert sind (Cargill et al., 2007). Die Th17-Zelle wiederum 

produziert IL-6, IL-17 und IL-22. Unter den T-Zell-Zytokinen zeigen in psoriatischen 

Läsionen IL-17 und IL-22 die höchste Expression (Kunz et al., 2006, Wolk et al., 2004). 

IL-22 konnte im Blut von Psoriasis-Patienten nachgewiesen und dessen Konzentration 

mit der Schwere der Erkrankung korreliert werden (Wolk et al., 2006). Als Hauptquelle 

dieser hohen IL-22-Sekretion werden die Th17- und Th1-Zellen verantwortlich gemacht 

(Wolk et al., 2002, Chung et al., 2006, Liang et al., 2006). Ebenso wurden in 

psoriatischen Läsionen erhöhte Mengen an IL-17 gefunden (Chan et al., 2006) und zwar 

in derselben Größenordnung wie IL-22 (Kunz et al., 2006, Sabat et al., 2007). 

Das von den Th17-Zellen ebenfalls sezernierte IL-6 (Grossman et al., 1989) fördert, 

ebenso wie IL-8 (Tuschil et al., 1992), die Proliferation der Keratinozyten (Ghoreschi et 

al., 2007). 

1.2.3 Regulatorische T-Zellen 

Die regulatorischen T-Zellen (Tregs) können in zwei Klassen unterteilt werden, nämlich 

den natürlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen (naturals Tregs, nTregs) und den 

induzierbaren regulatorischen T-Zellen (iTregs). Vor allem nTregs, aber auch eine 

Subpopulation der iTregs, exprimieren den Transkriptionsfaktor FoxP3. Sie können 

durch den Nachweis von Kombinationen von Molekülen (z.B. nTregs durch 

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
) identifiziert werden. Die Hauptaufgaben regulatorischer T-Zellen 

bestehen in der Herunterregulation der T-Zell-vermittelten Immunantwort und in der 

Unterdrückung autoreaktiver T-Zellen. Die regulatorischen T-Zellen sind verantwortlich 

für die Limitierung der Immunantwort beispielsweise durch die Produktion von 

immunsupprimierenden Zytokinen wie IL-10 und TGF-β. Obwohl FoxP3
+
-Zellen in 
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psoriatischer Haut reichlich vorkommen (Fujimura et al., 2008) – in gesunder Haut sind 

sie selten – ist ihr Anteil gemessen an allen T-Zellen in psoriatischer Haut niedriger als 

in gesunder Haut. Allerdings ist dies nur im Stadium des Voranschreitens der Krankheit 

der Fall, im stabilen Zustand oder in der Phase des Rückgangs der Läsionen ist das 

Verhältnis zwischen Tregs zu allen T-Zellen dem gesunder Haut gleich (Chen et al., 

2008). Dies könnte ein Hinwies darauf sein, dass der reduzierte Anteil FoxP3
+
-Zellen 

der Antrieb für das Voranschreiten der Erkankung sein könnte. Dies wird unterstützt 

durch die Erkenntnis, dass Patienten mit Psoriasis, die mit TNF-Biologicals behandelt 

werden, eine Heraufregulation von CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
-Tregs als Frühmarker des 

Ansprechens auf die Therapie aufweisen (Quaglino et al., 2009). Das Missverhältnis 

zwischen Tregs und T-Zellen insgesamt wird noch dadurch unterstützt, dass die 

funktionelle Kapazität der Treg-Zellen im Hinblick auf ihre Fähigkeit, andere T-Zellen 

zu supprimieren, in der Psoriasis beeinträchtigt ist (Sugiyama et al., 2005). Ursache 

dieser Beeinträchtigung könnte die Kombination an hohen Leveln von IL-6 in 

psoriatischer Haut und der erhöhten Expression von IL-6-Rezeptoren auf der Oberfläche 

von in Haut lokalisierten FoxP3
+
-Zellen sein (Goodman et al., 2009). Die Bindung von 

IL-6 an seinen Rezeptor auf der Oberfläche der FoxP3
+
-Zellen könnte wichtige 

Zellfunktionen blockieren. Dieser Effekt wird dadurch verstärkt, dass IL-6 den 

Widerstand der Effektor-T-Zellen gegenüber der Suppression durch Tregs erhöht (Pasare 

and Medzhitov, 2003). Bovenschen und Mitarbeiter fanden heraus, dass psoriatische 

FoxP3
+
-Zellen bei Hinzugabe psoriasistypischer Zytokine zu IL-17-produzierenden 

Zellen differenzieren. Diese IL-17 produzierenden Zellen halten die chronische 

autoimmune Entzündung aufrecht. Normalerweise halten Tregs eine strenge Balance 

zwischen den Transkriptionsfaktoren FoxP3 und RORγt aufrecht. Im psoriatischen 

Milieu, also im Beisein der Zytokine IL-2, IL-15, IL-1β und IL-23, kommt es aber zu 

einer erhöhten Expression von RORγt in den Tregs, was zu einem Abfall von FoxP3 und 

einem Anstieg von IL-17-produzierenden T-Zellen führt. Als hauptverantwortlich für 

die Umwandlung zu IL-17-produzierenden T-Zellen wird das Zytokin IL-23 gesehen. 

Es existieren aber auch Zellen, die eine Koexpression aus FoxP3 und RORγt zeigen, 

was zur Annahme berechtigt, dass eine Rückumwandlung der IL-17-produzierenden 

Zellen zu reinen FoxP3
+
-Zellen möglich ist. Weiterhin konnten Bovenschen und 

Mitarbeiter zeigen, dass unter Zugabe des Histon/Protein Deacetylase Inhibitors 
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Trichostatin-A die Umwandlung der FoxP3
+
-Tregs in FoxP3-RORγt-positive IL-17-

produzierende-Tregs blockiert werden kann (Bovenschen et al., 2011). 

1.2.4 Besonderheiten in Lokalisation und Verteilung von Immunzellen in 

psoriatischer Haut 

Psoriatische Läsionen zeigen eine höhere Gesamtzellzahl an Immunzellen im Vergleich 

zu gesunder Haut (Lowes et al., 2005, Bjerke et al., 1978). Auch Haut von Psoriasis-

Patienten, die klinisch keine Läsionen zeigt, weist eine höhere Anzahl von T-Zellen auf 

als gesunde Haut (Lowes et al., 2005). 

In psoriatischen Plaques finden sich CD4-positive Zellen vor allem in der Dermis und 

CD8-positive Zellen vor allem in der Epidermis (Bos et al., 1987, Bovenschen et al., 

2005). Dies könnte durch die Expression unterschiedlicher Chemokinrezeptoren und 

unterschiedlicher Integrine bedingt sein. 

1.3 Tight Junctions – Funktion und Aufbau 

Tight Junctions sind Zell-Zell-Verbindungen, die zur Barrierefunktion von 

Zellschichten beitragen, indem sie den parazellulären Fluss von Molekülen und Ionen, 

und somit den Flüssigkeitsverlust (Simpson et al., 2011, Niessen, 2007), kontrollieren 

(Anderson, 2001, Anderson and Van Itallie, 1995). Die als Transepithelialer elektrischer 

Widerstand (TER) gemessene Dichtigkeit der Tight Junction-Stränge für Ionen, aber 

auch die Permeabilität für größere und kleinere Moleküle, variiert gewebsspezifisch und 

ist abhängig vom Typ und Expressionslevel der TJ-Protein-Familie der Claudine und 

der qualitativen Zusammensetzung der Tight Junctions (Schneeberger and Lynch, 1992, 

Inai et al., 1999, Colegio et al., 2003, Stevenson and Keon, 1998). Zusätzlich zur 

wichtigen Barrierefunktion konnten in Zylinderepithelien weitere Funktionen von TJs 

beschrieben werden. So trennen sie die Zellmembran in einen apikalen und einen 

basolateralen Bereich (Hurd et al., 2003, Lemmers et al., 2004, Qin et al., 2005), 

wodurch sie die Bildung und Aufrechterhaltung der Zellpolarität bewirken 

(Schneeberger and Lynch, 2004, Aijaz et al., 2006, Shin et al., 2006). TJ-assoziierte 

Proteine sind aber auch an der Regulation der epithelialen Zellproliferation und 

Differenzierung und am Vesikeltransport beteiligt (Matter et al., 2005). 

In Keratinozyten bzw. in der Haut konnten bisher eine Barrierefunktion von TJs (Furuse 

et al., 2002, Kirschner et al., 2010, Helfrich et al., 2007, Kirschner et al., 2013) und ein 

Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation (Kirschner et al., 2012, Kirschner and 
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Brandner, 2012, Rachow et al., 2013) gezeigt werden. Auch wurde ein Einfluss auf die 

Polarität postuliert (Niessen et al., 2012). 

In der Gefrierbruchelektronenmikroskopie erscheinen die Tight Junctions als 

kontinuierliches Netzwerk intramembranal gelegener Partikel, die die Zelle umgürten 

(Staehelin, 1973, Staehelin, 1974). In Aufnahmen mit dem Transmissions-

elektronenmikroskop stellen sich Tight Junctions als enge Kontakte der 

Plasmamembranen zweier benachbarter Zellen ohne Interzellularraum als sogenannte 

Kissing Points oder Sites of Fusion dar (Tsukita et al., 2001, Sawada et al., 2003). In der 

Epidermis finden sich diese im Stratum granulosum (Furuse et al., 2002, Brandner et al., 

2002). 

Funktionelle Tight Junctions (s. Abbildung 1) werden gebildet von 

Transmembranproteinen wie den TJ-associated MARVEL proteins (TAMPs), zu denen 

auch Occludin zählt, den Claudinen und den Junctional Adhesion Molecules (JAMs), 

die eingerüstet werden von Plaque-Proteinen wie ZO1 bis 3, Symplekin, MUPP1 und 

Cingulin, welche eine Verbindung zwischen Transmembranproteinen und Zytoskelett 

herstellen. In menschlicher Haut findet man eine Co-Lokalisation aller TJ-Proteine im 

Stratum granulosum, wo auch die typischen TJ-Strukturen gefunden wurden. Darüber 

hinaus finden sich aber verschiedene TJ-Proteine auch noch in anderen Schichten 

(Niessen, 2007, Brandner et al., 2006, Brandner, 2009, Schneeberger and Lynch, 2004). 

 

Abbildung 1. Schematische Darstellung der strukturellen Transmembrananteile der Tight Junctions (Niessen, 

2007) 
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Im Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten TJ-Proteine genauer 

beschrieben: 

1.3.1 Das Plaque-Protein ZO1 

Das Plaque-Protein ZO1 (Anderson and Van Itallie, 1995) spielt eine Schlüsselrolle in 

der Struktur und Funktion von Tight Junctions (Stevenson et al., 1986). Es gehört zur 

Familie der Membran-assoziierten Guanylat-Kinasen (MAGUK) (Itoh et al., 1993) und 

zeichnet sich durch bestimmte homologe Proteinbindungsdomänen aus, über die es 

Komponenten von Tight Junctions organisiert (Tsukita et al., 1999, Tsukita and Furuse, 

1999) und sie mit dem kortikalen Zytoskelett verbindet (Fanning et al., 1998). In 

Zylinderepithelien ist ZO1 ausschließlich in den Tight Junctions zu finden. Dies kann 

durch die hohe Affinität des aminoterminalen Endes zu Occludin erklärt werden (Furuse 

et al., 1994, Fanning et al., 1998). In Geweben ohne Tight Junctions ist ZO1 mit 

Cadherin in Adhärenzverbindungen co-lokalisisert (Itoh et al., 1997, Imamura et al., 

1999). ZO1 spielt neben der TJ-Barrierefunktion auch eine Rolle bei Zellproliferation 

und –differenzierung (Aijaz et al., 2006, Schneeberger and Lynch, 2004, Matter et al., 

2005). Eine Rolle von ZO1 bei der Barrierefunktion konnte auch in kultivierten 

Keratinozyten gezeigt werden (Kirschner et al., 2013). 

In gesunder Haut wird ZO1 im Stratum granulosum und auch im oberen Stratum 

spinosum gefunden. In psoriatischer Haut ist ZO1 sowohl im Frühstadium als auch im 

psoriatischen Plaque heraufreguliert. Es wird verbreitert exprimiert, d. h. auch in 

unteren Schichten des Stratum spinosum, und dabei nicht nur an den für Tight Junctions 

typischen Stellen, sondern auch in der basalen und apikalen Plasmamembran und im 

Zytoplasma gefunden (Kirschner et al., 2009). 

1.3.2  Occludin 

Occludin war das erste integrale Membranprotein, welches in Zusammenhang mit Tight 

Junctions gebracht werden konnte (Furuse et al., 1993, Ando-Akatsuka et al., 1996, 

Matter and Balda, 1999). Gemeinsam mit den Claudinen bildet es den Strang der Tight 

Junctions (Fujimoto, 1995). Occludin besteht aus vier Transmembrandomänen, zwei 

extrazellulären Schleifen, einer intrazellulären Schleife und zwei Zytoplasmatischen 

Ketten (Furuse et al., 1993). Während die extrazellulären Schleifen die Zell-Zell-

Verbindung aufrecht erhalten, ist die C-terminale zytoplasmatische Domäne direkt mit 

den Tight Junction-Proteinen ZO1 (Furuse et al., 1994), ZO2 (Itoh et al., 1999) und 
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ZO3 (Haskins et al., 1998) verbunden. Auf diese Weise wird Occludin über ZO1 mit 

dem Zytoskelett verbunden (Fanning et al., 1998). Darüber hinaus kann Occludin auch 

direkt mit F-Aktin interagieren (Wittchen et al., 1999). Occludin findet sich nicht nur in 

Tight Junctions, sondern auch an der basolateralen Membran und in zytoplasmatischen 

Vesikeln. Dabei zeigt sich, dass nur das in Tight Junctions lokalisierte Occludin 

phosphoryliert ist, was auf eine Regulierung der Lokalisation durch Phosphorylierung 

schließen lässt (Sakakibara et al., 1997, Sakaguchi et al., 2002). 

Eine Überexpression von Occludin führt zur Erhöhung des Transepithelialen 

Widerstandes (TER) (McCarthy et al., 1996), wohingegen das Fehlen von Occludin 

keine Auswirkung auf die Ausbildung der TJ-Stränge hat (Hirase et al., 1997, Moroi et 

al., 1998, Saitou et al., 1998), was darauf schließen lässt, dass ein anderes Protein in der 

Lage ist, Occludin in dieser Funktion zu ersetzen. Jedoch bleibt das Fehlen von 

Occludin in anderen Bereichen nicht folgenlos: Occludin-defiziente Mäuse zeigen eine 

postnatale Wachstumsretardierung und verschiedene Gewebeveränderungen wie 

beispielsweise Kalzifizierungen im Gehirn und Veränderungen im Magenepithel und an 

den Speicheldrüsen (Saitou et al., 2000). Über seine regulatorische Funktion im Rahmen 

der Tight Junction hinaus ist Occludin an Signltranduktionsvorgängen, Zellwachstum 

und –differenzierung beteiligt (Schulzke et al., 2005, Paris et al., 2008). In kultivierten 

Keratinozyten konnte für Occludin eine Rolle bei der Barrierefunktion, der Zell-Zell-

Adhäsion, der Differenzierung und der Apoptose gezeigt werden (Kirschner et al., 2013, 

Rachow et al., 2013).  

In gesunder Haut ist Occludin auf das Stratum granulosum beschränkt. In psoriatischer 

Haut ist die Expression von Occludin sowohl im Frühstadium als auch in psoriatischen 

Plaques verbreitert, d. h. es wird auch im oberen Stratum spinosum gefunden. Ebenso 

wie ZO1 ist Occludin nicht nur in der lateralen, sondern auch in der basalen und 

apikalen Plasmamembran und im Zytoplasma zu finden (Kirschner et al., 2009). 

1.3.3  Claudin-1 

Claudin-1 ist Mitglied der Claudin-Familie, einer Proteinfamilie mit bisher 24 

identifizierten Mitgliedern. Die Claudine gehören ebenfalls zu den integralen 

Membranproteinen und bilden gemeinsam mit Occludin den Strang der Tight Junctions 

(Furuse et al., 1998a). In dem Strang sind Claudine hauptverantwortlich für die 

Strangformation (Furuse et al., 1998b) und ausschlaggebend für die Dichtigkeit der 
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Tight Junctions in verschiedenen Epithelien (Furuse and Tsukita, 2006, Anderson et al., 

2004). So beeinflussen Veränderungen der Claudin-Expression direkt die parazelluläre 

größen- und ionenselektive Barriere (Van Itallie et al., 2001, Nitta et al., 2003). Beim 

Menschen konnte gezeigt werden, dass eine Nullmutation von Claudin-1 der mit 

Ichthyosis assoziierten neonatalen sklerosierenden Cholangitis zugrunde liegt (Hadj-

Rabia et al., 2004). In der Maus führt der Verlust von Claudin-1 zu einer starken 

Beeinträchtigung der Hautbarriere, was zum Tod am ersten postnatalen Tag führt. 

Neben einem Verlust der Barrierefunktion von TJs durch Cldn-1 knock-out bzw. knock-

down (Furuse et al., 2002, Kirschner et al., 2013) kommt es auch zu einer Veränderung 

des Stratum corneums (Kirschner et al., 2013, Sugawara et al., 2013). 

Claudin-1 wird in gesunder Haut in allen lebenden Schichten gefunden. 

Elektronenmikroskopisch konnten vereinzelte Moleküle auch im Stratum corneum 

nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu ZO1 und Occludin wird Claudin-1 bei Psoriasis 

herabreguliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Herabregulation schon im frühen 

Stadium der Psoriasis vorhanden ist, allerdings weniger stark ausgeprägt als in den 

Plaques (Kirschner et al., 2009). 

1.3.4 Coxsackie- and Adenovirus-Receptor (CAR) 

Neben den oben aufgeführten Proteinen gehören auch Proteine der Immunglobulin-

Superfamily zu den Tight Junction-assoziierten Membranproteinen. Diese IgSF-

Proteine unterteilen sich in drei Gruppen: JAM, CTX – hierzu gehört auch der 

Coxsackie-and-Adenovirus-Receptor – und Nectine (Shaw and Huang, 2010). Die 

Hauptaufgabe dieser IgSF-Proteine besteht darin, die Öffnung der epithelialen Barriere 

und hierdurch den Durchtritt von Immunzellen hin zum Entzündungsherd zu 

ermöglichen (Chavakis et al., 2003). 

Seinen Namen verdankt CAR der Tatsache, dass er von Adenoviren der Serogruppe 2 

und 5 und Coxsackievieren der Gruppe B benutzt wird, um die Gastzelle zu infizieren 

(Bergelson et al., 1997, Bewley et al., 1999). Bei CAR handelt es sich um ein 

Transmembranprotein, das zwei extrazelluläre immunglobulinähnliche Domänen 

enthält (Tomko et al., 1997). Es existieren zwei unterschiedliche Splicevarianten, CAR-

1 und CAR-2, die sich lediglich in ihrem C-terminalen Ende unterscheiden (Chen et al., 

2003). 
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In nicht-polarisierten Zellen vermittelt CAR die Aggregation gleicher Zellen und 

rekrutiert das Tight Junction Protein ZO1 zum Ort des Zell-Zell-Kontaktes (Cohen et 

al., 2001). In polarisierten Zellen wie in Epithelien ist CAR jedoch gemeinsam mit den 

Tight Junction-Bestandteilen ZO1 und Occludin (Raschperger et al., 2006) lokalisiert 

und ist dabei an der Bildung funktioneller Tight Junctions beteiligt. Die Expression von 

CAR führt hier zu einer verminderten Passage von Makromolekülen und Ionen, eine 

Überexpression erhöht den transepithelialen elektrischen Widerstand (TER) (Cohen et 

al., 2001). Lösliches CAR und Anti-CAR-Antikörper hingegen verhindern die Bildung 

funktioneller Tight Junctions. CAR ist also ein Teil der Tight Junctions und trägt in 

dieser Funktion zur funktionellen Barriere hinsichtlich der parazellulären Bewegung 

löslicher Stoffe bei (Cohen et al., 2001). Darüber hinaus ist es wichtig für die Migration 

von Immunzellen durch Tight Junctions von Epithelien durch die Interaktion mit JAML 

(Zen et al., 2005, Shaw and Huang, 2010). 

1.3.5 Junctional Adhesion Molecule-like (JAML) 

Die Familie der Junctional Adhesion Molecules sind Membranproteine, die zur 

Immunglobulin-Superfamilie gehören (siehe Kapitel 1.3.4). 

JAML besteht aus zwei extrazellulären immunglobulinähnlichen Domänen, einem 

transmembranen Segment und einem zytoplasmatischen Schwanz (Moog-Lutz et al., 

2003). JAML findet sich nur in Leukozyten. Moog-Lutz et al. fanden JAML-mRNA in 

Untergruppen hämatopoetischer Stammzellen und in sehr hoher Expression in 

Granulozyten. Luissint et al. wiesen die Expression von JAML auf Neutrophilen, 

Monozyten und T-Gedächtniszellen nach (Luissint et al., 2008). 

Eine bedeutende Rolle spielt JAML in Interaktion mit dem Coxsackie-and-Adenovirus-

Receptor. Die CAR-JAML-Bindung ermöglicht die Migration von Leukozyten und die 

Aktivierung von -Zellen (Zen et al., 2005, Luissint et al., 2008, Guo et al., 2009, 

Witherden et al., 2010).  

JAML findet sich auf der Oberfläche von T-Lymphozyten im Komplex mit VLA-4-

Integrin. Hier liegt JAML eingebunden in diesen Komplex in seiner monomeren, nicht 

funktionsfähigen Form vor. Bei diesen VLA-4-exprimierenden Zellen führt die 

Aktivierung des VLA-4-Integrins zur Dissoziation des JAML-VLA-4-Komplexes und 

zur Akkumulation von funktionsfähigen JAML-Dimeren. Dieser Zusammenhang lässt 
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vermuten, dass das Integrin VLA-4 die Funktion von JAML kontrolliert, indem es die 

Dimerisierung von JAML kontrolliert (Luissint et al., 2008). Diese cis-Dimerisierung 

von JAML ist notwendig zur Bindung mit CAR. Die Bindung erfolgt letztlich mittels 

der distal gelegenen Immunglobulinschleife von CAR und der proximal gelegenen Ig-

Schleife von JAML (Zen et al., 2005).  

Wird JAML dagegen von Neutrophilen exprimiert, so bindet es unabhängig von der 

Aktivierung des Integrins sofort an den Coxsackie-and-Adenovirus-Receptor CAR 

(Luissint et al., 2008). Zen et. al. entwickelten ein Modell, in dem die transepitheliale 

Migration von Neutrophilen in mehreren Schritten abläuft: Im ersten Schritt wird die 

Adhäsion an die basale Membran durch die Bindung des Integrins CD11b/CD18 an 

noch unbekannte fukosylierte Glycoproteine ermöglicht (Zen et al., 2002). Den Weg der 

Neutrophilen zwischen den epithelialen Zellen hindurch ermöglicht die CD11b/CD18-

vermittelte Bindung an JAM-C, welches in Desmosomen zu finden ist und so die 

Migration durch Desmosomen erlaubt (Chavakis et al., 2004, Zen et al., 2004, Santoso 

et al., 2002). Danach folgt die JAML-Bindung an CAR (siehe Abbildung 2). Dieser 

Schritt ermöglicht die Migration durch Tight Junctions (Zen et al., 2005). 

 

Abbildung 2. Modell der durch JAML-CAR regulierten transepithelialen Migration von PMN im intestinalen 

Zylinderepithel (Zen et al., 2005) 

 

Neben diesen Zellen exprimieren auch -T-Zellen, eine Untergruppe der T-Zellen, 

JAML. Allerdings nur die epidermalen  und intestinalen -T-Zellen, nicht jedoch die 

aus der Milz stammenden (Witherden et al., 2010). In der Haut von Mäusen finden sich 

Dendritic epidermal T-cells (DETCs), die in Studien analog zu den humanen  -T-
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Zellen in der Epidermis gehandhabt werden (Nestle et al., 2009, Toulon et al., 2009). 

Die Expression von JAML auf naiven γδ-T-Zellen ist nur gering, wird aber bei 

Aktivierung der Zelle verstärkt induziert (Witherden et al., 2010). Sind die -T-Zellen 

einmal aktiviert, so fördern sie die Entzündungsreaktion und stimulieren die Reparatur 

der Hautbarriere, indem sie die Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren 

induzieren (Verdino et al., 2010). 

Naive T-Zellen können nicht allein über den T-Zell-Rezeptor aktiviert werden. Zur 

Aktivierung von naiven T-Zellen ist ein zweites costimulatorisches Signal notwendig. 

Es konnte gezeigt werden, dass bei den DETCs die Bindung von JAML an CAR als 

costimulatorisches Signal den Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweg auslöst (s. 

Abbildung 3), der die Sekretion und Synthese von IL-2, TNF-, dem Keratinozyten-

Wachstumsfaktor KGF-1 und INF fördert, außerdem trägt er zur Zellproliferation und 

zur Wundheilung bei (Verdino and Wilson, 2011). 
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.  

Abbildung 3. Die CAR-JAML-Bindung als costimulatorisches Signal (Shaw and Huang, 2010) 

 

Die klinische Relevanz der CAR-JAML-Interaktion wird beispielsweise durch einen 

Versuch deutlich, bei dem die Blockierung der JAML-Bindung zu verzögerter 

Wundheilung bei Mäusen führt (Witherden et al., 2010). 

1.3.6 Veränderungen der Tight Junction-Proteine durch Zellen des 

Immunsystems und durch Zytokine 

Wie oben beschrieben bewegen sich Zellen des Immunsystems durch den parazellulären 

Raum und migrieren so durch Epithelien. Um den Zusammenbruch der epithelialen 

Barriere zu vermeiden, müssen sich hierzu die Tight Junctions koordiniert öffnen und 

schließen. Hierbei spielen verschiedene Tight Junction-Proteine, aber vor allem 
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Occludin und die Familie der JAMs eine Rolle. So führt eine Mutation der N-terminalen 

zytoplasmatischen Domäne bei Occludin zu einer Heraufregulation der Migration von 

Neutrophilen durch Epithelzellen (Huber et al., 2000). Kurcharzik et al. fanden sowohl 

in der Mukosa des Kolonepithels von Patienten mit Colitis Ulcerosa als auch bei 

Morbus Crohn-Patienten eine globale Herabregulation von Occludin und eine 

vorübergehende Herabregulation von ZO1, Claudin-1 und JAM in unmittelbarer 

Umgebung der Neutrophilen während ihrer Migration durch das Epithel (Kucharzik et 

al., 2001).  

In der Haut von Psoriasis-Patientin konnte beobachtet werden, dass die in Keratinozyten 

exprimierten TJ-Proteine Claudin-1, ZO1 und Occludin in der Nähe von Granulozyten 

herabreguliert sind (Kirschner et al., 2009), wohingegen keine Veränderung in der Nähe 

von Makrophagen beobachtet wurde. Über T-Lymphozyten ist bislang nichts bekannt, 

jedoch konnte gezeigt werden, dass in der Nähe CD43-positiver Zellen, die sowohl 

Neutrophile, T- und B-Lymphozyten als auch Monozyten umfassen, TJ-Proteine 

herabreguliert werden (Pötzl, 2010). 

Auch dendritische Zellen können Tight Junctions öffnen. Im Gastrointestinaltrakt 

gelangen auf diese Weise Zellfortsätze ins Darmlumen, um direkt Bakterien zu 

sammeln. Um die Unversehrtheit der epithelialen Barriere zu bewahren, exprimieren die 

dendritischen Zellen die TJ-Proteine Occludin, Claudin-1 und ZO1 (Rescigno et al., 

2001). 

In der Haut konnte gezeigt werden, dass die residenten epidermalen dendritischen 

Zellen, d. h. die Langerhanszellen, die TJ-Proteine Claudin-1, ZO1 und JAM-A 

exprimieren (Zimmerli et al., 2008, Kirschner et al., 2009, Kubo et al., 2009). Die 

Aktivierung von Langerhanszellen führt dazu, dass ihre dendritischen Fortsätze sich 

durch die TJ-Barriere im Stratum granulosum hindurch verlängern. Dabei bilden 

Langerhanszellen neue Tight Junctions zwischen sich und den benachbarten 

Keratinozyten. Dies erlaubt der Epidermis das Erkennen von Antigenen und ermöglicht 

die Aufrechterhaltung der Hautbarriere (Simpson et al., 2011, Kubo et al., 2009, 

Zimmerli et al., 2008). 

Neben den Immunzellen beeinflussen auch Zytokine, die u. a. von Immunzellen 

gebildet werden, die Lokalisation und Funktion der Tight Junctions. So konnte gezeigt 



Einleitung 

 
17 

werden, dass das von Keratinozyten und Makrophagen produzierte Zytokin IL-1β, 

welches bei Psoriasis in hohen Konzentrationen zu finden ist (Cooper et al., 1990), zu 

einer verbreiterten Expression von Occludin und ZO1 führt (Kirschner et al., 2009). 

Darüber hinaus führt es zu einer biphasischen Veränderung des TERs, d. h. in der 

frühen Phase der TJ-Bildung wird der TER erhöht, in der späten erniedrigt (Kirschner et 

al., 2009). 

Auch der Tumornekrosefaktor-α, der ebenfalls in erhöhten Konzentrationen in 

psoriatischer Haut vorhanden ist (Schottelius et al., 2004, Ettehadi et al., 1994) und 

überwiegend von Makrophagen, aber auch von Lymphozyten, gebildet wird, kann den 

TER in Keratinozyten biphasisch beeinflussen (Kirschner et al., 2009). 

Interessanterweise konnte in endothelialen Zellen gezeigt werden, dass TNF-α, ebenso 

auch INF-γ, zu einer Herabregulation des Coxsackie-and-Adenovirus-Receptors führt 

(Vincent et al., 2004). 

Ebenso konnte für das von Th17-Zellen gebildete IL-17 gezeigt werden, dass es zu einer 

Herabregulation der TJ-Proteine ZO1, ZO2 und Claudin-7 auf mRNA-Ebene in 

kultivierten Keratinozyten führt (Gutowska-Owsiak et al., 2012).  
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2 Arbeitshypothese und Fragestellung 

Bei der Psoriasis konnte im Vergleich mit gesunder Haut eine veränderte Expression 

von am Aufbau der Tight Junctions beteiligten Proteinen nachgewiesen werden (Pummi 

et al., 2001, Yoshida et al., 2001, Brandner et al., 2006, Peltonen et al., 2007, Watson et 

al., 2007, Kirschner et al., 2009). So kann eine verbreiterte Expression der Tight 

Junction-Proteine Occludin und ZO1 und eine Herabregulation von Claudin-1 

beobachtet werden (Kirschner et al., 2009).  

In einer früheren Arbeit wurde die veränderte Expression der Tight Junction-Proteine 

sowohl für die Früh- als auch für die Spätform der Psoriasis beschrieben (Kirschner et 

al., 2009, Pötzl, 2010), allerdings wurde die Ausprägung der Veränderungen noch nicht 

systematisch zwischen Früh- und Spätform verglichen. Daraus ergibt sich die erste in 

dieser Arbeit bearbeitete Fragestellung. 

Darüber hinaus konnte in den vorangehenden Arbeiten gezeigt werden, dass 

Immunzellen Tight Junction-Proteine beeinflussen, so konnte beispielsweise eine 

Herabregulation von Claudin-1 in unmittelbarer Nachbarschaft zu einwandernden 

Neutrophilen beobachtet werden (Pötzl, 2010, Kirschner et al., 2009). Bisher wurde 

aber noch nicht untersucht, welche Interaktionen zwischen T-Lymphozyten, die 

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Psoriasis spielen (siehe Kapitel 1.2), und TJ-

Proteinen auftreten. Aus diesem Grund soll nun die Korrelation von CD4-, FoxP3- und 

CD8- positiven T-Lymphozyten mit den Tight Junction-Proteinen ZO1, Occludin und 

Claudin-1 untersucht werden. 

Zur weiteren Charakterisierung von Tight Junctions und Tight Junction-Molekülen in 

der Psoriasis sollte des Weiteren das Spektrum der TJ-Proteine erweitert werden. Die 

Wahl fiel dabei auf den Coxsackie-and-Adenovirus-Receptor, da dieses Molekül zum 

einen eine wichtige Rolle bei der Migration von Immunzellen durch Epithelien spielt 

und zum anderen eine wichtige Rolle in der Epidermis postuliert wurde (siehe Kapitel 

1.3.4). Die Lokalisation des Coxsackie-and-Adenovirus-Receptors in gesunder und in 

psoriatischer Haut und die Veränderung seiner Lokalisation in der Umgebung JAML-

exprimierender Zellen ist ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Untersuchungsgut 

Die in dieser Arbeit verwendeten Hautbiopsien waren im Rahmen von 

Gewebeentnahmen zur histopathologischen Diagnosesicherung in der Klinik und 

Poliklinik für Dermatologie und Venerologie des Universitätsklinikums-Hamburg-

Eppendorf angefallen. Die in Form von Paraffinblöcken archivierten Hautbiopsien 

entstammen den Jahren 2004 bis 2006. Zu dieser Arbeit wurden Biopsien von 28 

Psoriasis-Patienten im Alter von 17 bis 83 Jahren verwendet, wovon 18 weiblich und 10 

männlich waren. Diese Biopsien wurden anhand der in Kapitel 1.1.3 aufgeführten 

histopathologischen Kriterien in Frühformen und Spätformen unterteilt. Zu den 

Frühformen zählten 13 Biopsien von 6 männlichen und 7 weiblichen Patienten im Alter 

von 20 bis 83 Jahren. Zu den Spätformen zählten 15 Biopsien von 5 männlichen 

Patienten und 10 weiblichen Patienten im Alter von 17 bis 76 Jahren.  

Dass nicht Material von jedem hier aufgeführten Patienten in jeder Versuchsanordnung 

berücksichtigt werden konnte, liegt daran, dass teilweise pro Paraffinblock nur wenig 

Material zur Verfügung stand, sodass sich nicht genügend geeignete Paraffinschnitte für 

jeden Versuch gewinnen ließen bzw. die Fixierung einzelner Schnitte auf dem 

Objektträger nicht gelang, was eine Auswertung bei gefaltetem Schnitt unmöglich 

machte. Für die Färbung mit den CAR- und JAML-Antikörpern wurden zusätzlich 10 

paraffinierte Biopsien von gesunder Haut aus den Jahren 2003 bis 2006 eingesetzt. Das 

Alter der Spender bei Probenentnahme reichte von 19 bis 89 Jahren. Die 

Unterscheidung in belichtete oder unbelichtete Haut wurde durch die Lokalisation der 

Biopsie getroffen. Die Verwendung der Proben wurde von der Ethikkommission der 

Ärztekammer Hamburg genehmigt (PV2366, WF 08/08, 050900). Die Biopsien wurden 

erst nach Beendigung der Diagnosestellung verwendet. 
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3.1.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Deckgläser 24*60mm, Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen 

Eppendorfgefäße SAFETY CAP, Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Feinwaage Sartorius BP 210 D, Sartorius AG, Göttingen 

Feuchtkammer KreaTech Diagnostics, Amsterdam/ Niederlande 

Fluoreszenzmikroskop Axiophot II Zeiss, Göttingen; Kamera: CCD-Kamera C4742-95 

Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching, Software: 

Openlab 2.0.9. Improvision, Coventry/ UK 

konische 

Zentrifugenröhrchen 

BD Falcon™ conical tubes, Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lakes/ USA 

Kühlplatte medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf 

Magnetrührer Heidolph MR 3001, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach 

Markierungsstift Liquid Blocker Super PAP PEN, Daido Sangyo Co. Ltd.,  

Tokyo/ Japan 

Mikrowelle Bosch, Stuttgart 

Objektträger Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, 72 SuperFrost/Plus 

Objektträger Assistent® 

Paraffin-Streckbad GFL® Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel, Nr. 1052  

pH-Meter 766 Calimatic, Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. KG, 

Berlin 

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg 

Rotationsmikrotom Leica, Benzheim, RM 2165 

Tischzentrifuge Biofuge 13 H, Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Vortexer Bender und Hobein AG, Zürich/ Schweiz 

Waage Sartorius BL 3100, Sartorius AG, Göttingen 

Wärmeplatte MTG Medical Technology Vertriebs GmbH, Bruckberg, HT 50 

Wärmeschrank Memmert GmbH und Co. KG, Schwabach 
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3.1.3 Chemikalien 

CaCl2•H2O Calciumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt 

C6H8O7•H2O Zitronensäure-Monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt 

C6H5Na3O7•2H2O Trinatriumcitrat-Dihydrat, SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim 

Dako Antibody 

Diluent with 

Background Reducing 

Components 

Code S3022, DakoCytomation, Glostrup/ Dänemark 

DakoCytomation-

Proteinblock 

(serum free), DakoCytomation, Glostrup/ Dänemark 

DakoReal™ Antibody 

Diluent 

Code S2022, DakoCytomation, Glostrup/ Dänemark 

DAPI 4´,6-Diamidin-2-phenylindol, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

EDTA Titriplex III; Ethylendiamintetraacetat 

Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol absolut Walter CMP GmbH&Co. KG, Kiel 

Fluoromount-G™ Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham/ USA 

KCl Kaliumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat, Merck KGaA, Darmstadt 

Magermilchpulver Saliter, Obergünzburg 

Na2HPO4∙2H2O Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, Merck KGaA, Darmstadt 

NaCl Natriumchlorid, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

NDS Normal Donkey Serum, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., 

West Grove/ USA 

NGS Nomal Goat Serum, Dianova GmbH, Hamburg 

Salzsäure 25% Merck KGaA, Darmstadt 

Tri-Natriumcitrat Merck KGaA, Darmstadt 

Triton X-100 SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Trizma® base SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Trypsin powder substance activity 1360 USP U/mg, Biochrom AG, Berlin 

Tween 20 Polyoxiethylensorbitanmonolaurat, SIGMA®-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Xylol Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
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3.1.4 Puffer und Lösungen 

„Blocklösung“ : 

1. zum Blocken unspezifischer Bindungen:  

970 µl Magermilch 2% bzw. 5% 

20 µl NGS (normal goat serum) bzw. 20 µl NDS (normal donkey serum) 

2. zur Erniedrigung der Oberflächenspannung und Erhöhung der Zugänglickeit 

spezifischer Bindungen: 

Zugabe von 10 µl Triton 10% 

 

Citrat-Puffer: 

Stammlösung A: 10,50 g C6H8O7•H2O,  

gelöst in 500 ml Aqua dest. 

Stammlösung B: 14,70 g C6H5Na3O7•2H2O 

   gelöst in 500 ml Aqua dest. 

Gebrauchslösung: 13,50 ml Stammlösung A 

   61,50 ml Stammlösung B 

auf 750 ml mit Aqua dest. auffüllen, pH 6,0 mit 1 M HCl oder 

1 M NaOH einstellen 

 

DAPI-Färbebad: 

DAPI-Stammlösung: DAPI-Pulver in Aqua dest. gelöst, 

Endkonzentration: 5 mg/ml 

Gebrauchslösung (1:5000): 40 µl DAPI-Stammlösung in 200 ml PBS gelöst 

 

Magermilch 2% bzw. 5% 

0,20 g für 2% bzw. 0,50 g für 5% Magermilch in 10 ml PBS lösen 
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PBS (phosphate buffered saline) 10x 

Stammlösung: 160,00 g NaCl 

4,00 g KCl 

23,20 g Na2HPO4∙2H2O 

2,00 g KH2PO4 

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

Gebrauchslösung: 1:10 

 

TBST (tris buffered saline) 10x 

Stammlösung: 121,10 g Tris-HCL 

175,32 g NaCl 

wurden zu 1500 ml Aqua dest. hinzugefügt, dann Zugabe von 

10,00 ml Tween 20 

113,30 ml HCl 25%. 

Die Lösung wurde auf pH 7,4 eingestellt mit 1 M und 10 M HCl bzw. 1 M NaOH und 

auf 2000 ml mit Aqua dest. aufgefüllt. 

Gebrauchslösung: 1:10 

 

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

Stammlösung:  5,00 g Trizma® base 

10,00 g EDTA 

 6,40 g Tri-Natriumcitrat 

wurden zu 950 ml Aqua dest. zugegeben, auf pH 7,8 eingestellt mit 1 M und 10 M HCl 

bzw. 1 M NaOH und auf 1000 ml mit Aqua dest. Aufgefüllt. 

Gebrauchslösung: 1:20 

 

Tris-HCl (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol-hydrochloride): 

60,57 g Trizma®base 

500 ml Aqua dest. 

pH 7,4 mit 1 M HCl oder 1 M NaOH einstellen 

ad 1000 ml Aqua dest. 
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Triton: 

Stammlösung (1%): 1,00 g Triton 

in 99 ml PBS gelöst 

Gebrauchslösung (0,1%): 1:10 

 

Trypsin: 

Stammlösung: 1 ml Tris-HCl 0,5mol 

9 ml Aqua dest. 

0,010 g Trypsin 

0,011 g CaCl2xH20 

Gebrauchslösung (0,001%): 1 ml Tris-HCl 

9 ml Aqua dest. 

Daraus 100 µl verwerfen und durch 100 µl 

Stammlösung ersetzen 
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3.1.5 Antikörper für die Immunfluoreszenzfärbungen 

3.1.5.1 Primärantikörper 

CD4 Endverdünnung: 1:100 monoklonal, anti-rabbit IgG, Catalog No: 104R, 

Cell Marque, Rocklin/ USA 

CD8 (C-term) Endverdünnung: 1:500 polyclonal, anti-rabbit IgG, Clone: EP1150Y; 

Epitomics Inc., Burlingame/ USA 

Cldn-1 ms Endverdünnung: 1:100 polyclonal, anti-mouse IgG1, Clone: 2H10D10, 

Zymed Laboratories Inc., San Francisco/ USA 

Cldn-1 rb Endverdünnung: 1:300 polyclonal, anti-rabbit Ig, Catalog No: 71-7800, 

Invitrogen Corporation, Camarillo/ USA 

FoxP3 Endverdünnung: 1:50 polyclonal, anti-mouse IgG, Clone: 236A/E7, 

Acris Antibodies, Hiddenhausen 

IL-17 Endverdünnung: siehe 

Kapitel 4.2 

anti-goat IgG, Catalog No: AF2275, 

R&D Systems Inc., Abingdon/ UK 

IL-22 Endverdünnung: siehe 

Kapitel 4.2 

anti-goat IgG, Catalog No: AF782, 

R&D Systems Inc., Abingdon/ UK 

Occludin-

goat 

Endverdünnung: 1:60 polyclonal, anti-goat, No: sc-8145,  

Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Santa Cruz/ USA 

Occludin-ms Endverdünnung: 1:12 anti-mouse IgG1-κ, Clone: OC-3F10, 

Zymed Laboratories Inc., San Francisco/ USA 

Occludin-rb Endverdünnung: 1:120 anti-rabbit, Catalog No: 71-1500, 

Zymed Laboratories Inc., San Francisco/ USA 

ZO1 ms Endverdünnung: 1:50 polyclonal, anti-mouse IgG1, Clone: ZO1-1A12, 

Zymed Laboratories Inc., San Francisco/ USA 

ZO1 rb Endverdünnung: 1:75 polyclonal, anti-rabbit Ig, Catalog No: 61-7300, 

Zymed Laboratories Inc., San Francisco/ USA 

JAML Endverdünnung: 1:30 polyclonal, anti-goat IgG, Catalog No: AF 3449, 

R&D Systems Inc., Abingdon/ UK 

CAR Endverdünnung: 1:75 polyclonal, anti-rabbit, Catalog No: AF3106, 

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis/ USA 
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3.1.5.2 Immunglobuline für die Negativkontrollen 

Goat IgG Endverdünnung: entspricht 

der Konzentration des 

Primärantikörpers 

Normal Goat IgG, Catalog No: AB-108-C, 

R&D Systems Inc., Abingdon/ UK 

Mouse IgG1 Endverdünnung: entspricht 

der Konzentration des 

Primärantikörpers 

Negative Control Mouse IgG1, Code No: 

X0931, DakoCytomation, Glostrup/ Dänemark 

Rabbit IgG Endverdünnung: entspricht 

der Konzentration des 

Primärantikörpers 

Rabbit Control, Code No: X0903, 

DakoCytomation, Glostrup/ Dänemark 

3.1.5.3 Sekundärantikörper 

AlexaFluor®488 

anti-goat 

Endverdünnung: siehe 

Kapitel 4.2 

donkey anti-goat IgG, Catalog No: A11055, 

Molecular Probes Inc., Eugene/ USA 

AlexaFluor®488 

anti-ms 

Endverdünnung: 1:600 goat anti-mouse IgG, Catalog No: A11029, 

Molecular Probes Inc., Eugene/ USA 

AlexaFluor®488 

anti-rb 

Endverdünnung: 1:600 goat anti-rabbit IgG, Catalog No: A11034, 

Molecular Probes Inc., Eugene/ USA 

AlexaFluor®594 

anti-ms 

Endverdünnung: 1:1250 F(ab‘)2 fragment of goat anti-mouse IgG,  

Catalog No: A11020, Molecular Probes Inc., 

Eugene/ USA 

AlexaFluor®594 

anti-rb 

Endverdünnung: 1:1250 F(ab‘)2 fragment of goat anti-rabbit IgG,  

Catalog No: A11072, Molecular Probes Inc., 

Eugene/ USA 

Cy™3 anti-goat 

594 

Endverdünnung: 

für JAML: 1:500 

für IL-17/ IL-22: siehe 

Kapitel 4.2 

donkey anti-goat IgG, Code No: 705-165-147, 

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., 

West Grove/ USA 

DyLight™594    

anti-ms 

Endverdünnung: 1:200 donkey-anti-ms IgG, Code No: 200-512-037, 

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., 

West Grove/ USA 

DyLight™488  

anti-rb 

Endverdünnung: 1:200 donkey-anti-rabbit IgG, Code No: 711-485-

152, Jackson ImmunoResearch Laboratories 

Inc., West Grove/ USA 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Immunhistochemische Färbungen 

Immunhistochemische Färbeprotokolle setzen sich im Wesentlichen aus den drei 

Teilprozessen Gewebevorbehandlung, Inkubation der Antikörper und der Visualisierung 

der vorgenannten Schritte zusammen. Standardmäßig wurden für die durchgeführten 

Färbungen zwei Gewebeschnitte pro Präparat in zwei unabhängigen Färbevorgängen 

gefärbt, die nicht Folgeschnitte waren. War die Färbung in Einzelfällen nicht gelungen, 

so wurde das entsprechende Präparat noch bis zu drei weitere Male gefärbt. Um die bei 

manchen Präparaten nur gering vorhandenen Gewebeschnitte nicht unnötig zu 

verbrauchen wurde in Einzelfällen bei sehr gut auswertbarer Färbung nur ein 

Gewebeschnitt pro Präparat gefärbt. 

3.2.1.1 Vorbereiten der Gewebeschnitte 

Aus den Paraffinblöcken wurden am Mikrotom 5 µm dicke Schnitte angefertigt. Um 

eine bessere Schneidbarkeit des Paraffins zu erreichen, wurden die Blöcke vor ihrer 

Bearbeitung auf eine auf -9° C gekühlte Platte gelegt. Die Paraffinschnitte wurden nach 

dem Schneiden am Mikrotom zum Glätten zuerst in raumtemperaturwarmem 

Leitungswasser aufgefangen und direkt anschließend in 42° C warmes vollentsalztes 

Wasser im Paraffin-Streckbad gestreckt. Nachdem die Schnitte auf einen Objektträger 

aufgezogen worden waren, wurden sie auf einer Wärmeplatte bei 44° C so lange 

getrocknet, bis mit bloßem Auge kein Wasser mehr zu sehen war und anschließend über 

Nacht im Wärmeschrank bei 52° C weiter getrocknet. Die Gewebeschnitte wurden bei 

Raumtemperatur gelagert. 

Zur Entparaffinierung verblieben die Schnitte zweimal für je 20 Minuten in Xylol. 

Anschließend wurde das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert und 

zwar zuerst unter Schwenken in Ethanol absolut, danach 5 Minuten in einer weiteren 

Küvette in Ethanol absolut. Im Anschluss wurde das Gewebe zuerst in 96%, 

anschließend in 80% und schließlich in 70% Ethanol geschwenkt, um danach für fünf 

Minuten in Aqua dest. zu verbleiben. Dies wurde bei Raumtemperatur durchgeführt. 

Zum hitzeinduzierten Epitop-Retrieval wurden die Präparate für zwei Mal 10 Minuten 

in TEC-Puffer bei 600 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Danach wurden die Schnitte in 

lauwarmem TEC-Puffer 20 Minuten auf Raumtemperatur abgekühlt, was zur 

Renaturierung des Gewebes führt. Die hitzeinduzierte Antigendemaskierung ist 
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notwendig, um Antigene darzustellen, die durch Proteinquervernetzung maskiert (Noll 

and Schaub-Kuhnen, 2000) und somit für die immunhistologische Untersuchung 

unzugänglich sind. Diese durch die Formalinfixierung verursachten 

Proteinmodifikationen können durch Erhitzen der Gewebeschnitte wieder remodifiziert 

werden (Lang, 2006), sodass die Anzahl immunreaktiver Epitope erhöht wird. Vor dem 

proteolytisch induzierten Epitop-Retrieval, welches ebenfalls der Demaskierung der 

Antigene und der Steigerung der Permeabilität des Gewebes dient (Lang, 2006), wurden 

die Schnitte zwei Mal drei Minuten in TBST-Puffer gewaschen und anschließend mit 

dem proteolytischen Enzym Trypsin behandelt. Dazu wurde das Gewebe in 0,001% 

Trypsin bei 37° C in der Feuchtkammer für 15 Minuten inkubiert und anschließend 

zuerst in Aqua dest. und dann zwei Mal drei Minuten mit TBST-Puffer gespült. 

Nach Abklopfen der Pufferlösung vom Objektträger wurden die Gewebeschnitte mit 

einem Markierungsstift umrandet, um eine geringe Fläche zur gezielten Auftragung der 

nachfolgenden Reagenzien zu erhalten. Anschließend wurden die Präparate vor der 

Inkubation mit dem Antikörper mit einer Blocklösung versetzt, um unspezifische 

Reaktionen des Primärantikörpers im Gewebe zu verhindern. Zum Blocken wurde der 

Proteinblock DakoCytomation (serum free) der Firma Dako, Glostrup/ Dänemark 

verwendet, der Casein, ein hydrophiles Protein, enthält, das die Anzahl unspezifischer 

Bindungen des Primärantikörpers und sekundärer Reagenzien senkt, bzw. zum 

Etablierungsversuch der IL-17- und IL-22-Antikörper die unter Kapitel 3.1.4 

angegebene „Blocklösung“. In einer Feuchtkammer wurde dieser für die Dauer von 30 

Minuten auf dem Gewebe belassen. 

3.2.1.2 Immunhistochemische Doppelfärbung 

Bei der nachfolgend angewandten immunhistochemischen Doppelfärbung erfolgt die 

Detektion zweier unterschiedlicher Epitope auf demselben Präparat. Für diese Technik  

sind zwei Primärantikörper unterschiedlicher Tierspezies nötig. Zur vorliegenden Arbeit 

wurden die Tight Junction-Proteine ZO1, Cldn-1, Occludin und CAR mit verschiedenen 

immunzellen-markierenden Proteinen entsprechend folgender Kombinationen 

verknüpft. 
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Tight Junction-Protein Immunzellen-markierendes Protein 

ZO1 CD4 

FoxP3 

CD8 

Claudin-1 CD4 

FoxP3 

Occludin CD4 

FoxP3 

CAR JAML 

 

Die Färbung erfolgte mit einem Gemisch aus den Primär- bzw. den 

Sekundärantikörpern, die entsprechend u. a. Tabelle in PBS bzw. in DakoReal™ 

Antibody Diluent S2022 oder Dako Antibody Diluent S3022 gelöst wurden. Die 

Kombination der entsprechenden Antikörper in ihrer jeweils geeigneten Verdünnung 

kann ebenfalls dieser Tabelle entnommen werden. Die Inkubation der Gewebe mit dem 

entsprechenden Primärantikörpergemisch erfolgte bei 4°C über Nacht in der 

Feuchtkammer. Zudem wurde bei jeder Färbung eine Negativkontrolle zur Überprüfung 

der Spezifität der Antikörper mitgeführt. Diese Negativkontrolle wurde anstelle des 

Primärantikörpers mit dem spezifischen Immunglobulin derselben Spezies in gleicher 

Konzentration wie der Primärantikörper inkubiert und danach wie die übrigen Präparate 

des Färbevorgangs weiterbehandelt. Am nächsten Tag wurden die Präparate drei Mal 

drei Minuten in TBST gewaschen. Nach Abklopfen des TBST-Puffers von den 

Objektträgern wurde das entsprechende Sekundärantikörpergemisch aufgetragen und 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer auf den Gewebeschnitten 

belassen. Nach anschließendem Spülen der Schnitte für 5 Minuten in PBS erfolgte die 

Kerngegenfärbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Diamino-Phenylindol, 

Verdünnung 1:5000 in PBS) für die Dauer von einer Minute. DAPI lagert sich 

insbesondere an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA an und eignet sich 

dadurch zur Markierung von DNA und somit zur Darstellung von Zellkernen (Tanious 

et al., 1992, Wilson et al., 1990). Danach wurden die Schnitte drei Mal fünfzehn 

Minuten in PBS gewaschen, durch seitliches Abklopfen getrocknet und abschließend 

mit Fluoromount G
TM

 eingedeckelt und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die 

Lagerung erfolgte bei 4° C. 



Material und Methoden 

 
30 

Übersicht der Kombinationen der in dieser Arbeit verwendeten Primär- und 

Sekundärantikörpergemische und ihre jeweilige Endkonzentration: 

Primär-AK 1 Primär-AK 2 Sekundär-AK 1 Sekundär-AK 2 

Cldn-1 ms, 1:100, 

gelöst in 

DakoReal™ AD 

S2022 

CD4, 1:100, 

gelöst in 

DakoReal™ AD 

AlexaFluor®594 

anti-ms, 1:1250, 

gelöst in Dako AD 

S3022 

AlexaFluor®488 

anti-rb, 1:600, gelöst 

in Dako AD S3022 

Cldn-1 rb, 1:300, 

gelöst in PBS 

FoxP3, 1:50, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®594 

anti-rb, 1:1250, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®488 

anti-ms, 1:600, 

gelöst in PBS 

Occl goat, 1:60, 

gelöst in PBS 

FoxP3, 1:50, 

gelöst in PBS 

Cy™3 anti-goat 594 

1:300, gelöst in PBS 

DyLight™488 anti-

rb, 1:400, gelöst in 

PBS 

Occl ms, 1:12, 

gelöst in PBS 

CD4, 1:100, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®488 

anti-ms, 1:600, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®594 

anti-rb, 1:1250, 

gelöst in PBS 

Occl rb, 1:120, 

gelöst in PBS 

FoxP3, 1:50, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®594 

anti-rb, 1:1250, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®488 

anti-ms, 1:600, 

gelöst in PBS 

ZO1 ms, 1:50, 

gelöst in PBS 

CD4, 1:100, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®594 

anti-ms, 1:1250, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®488 

anti-rb, 1:600, gelöst 

in PBS 

ZO1 ms, 1:50, 

gelöst in PBS 

CD8, 1:500, 

gelöst in PBS 

DyLight anti-mouse 

594, 1:200, gelöst in 

PBS 

DyLight anti-rabbit 

488, 1:200, gelöst in 

PBS 

ZO1 rb, 1:150, 

gelöst in PBS 

FoxP3, 1:50, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®594 

anti-rb, 1:1250, 

gelöst in PBS 

AlexaFluor®488 

anti-ms, 1:600, 

gelöst in PBS 

 



Material und Methoden 

 
31 

3.2.1.3 Immunhistochemische Einzelfärbung auf Folgeschnitten 

Zur Färbung auf Folgeschnitten wurden Folgeschnitte von je 5 µm Dicke verwendet. 

Die Einzelfärbung auf Folgeschnitten wurde angewandt, da bei der Doppelfärbung mit 

CAR- und JAML-Antikörper die JAML-Färbung nicht zu sehen war. Der Ablauf der 

Färbung unterscheidet sich nicht von der Doppelfärbung, lediglich wird pro 

Gewebeschnitt nur ein Antikörper verwendet. 

Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Primär- und Sekundärantikörper und ihre 

jeweilige Endkonzentration auf Folgeschnitten: 

Antikörper des ersten Gewebeschnittes: Antikörper des Folgeschnittes: 

Primär-AK Sekundär-AK Primär-AK Sekundär-AK 

CAR rb, 1:75, 

gelöst in PBS 

DyLight™488 anti-

rb, 1:200, gelöst in 

PBS 

JAML goat, 1:30, 

gelöst in 

DakoReal™ AD 

S2022 

Cy™3 anti-goat 

594 1:500, gelöst 

in Dako AD S3022 

 

3.2.2 Visualisierung 

Die Visualisierung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiophot II der Firma 

Zeiss. Die Bilder wurden mit der CCD-Kamera der Firma Hamamatsu aufgenommen 

und mit Hilfe der Software Openlab 2.0.9. Improvision bearbeitet. 

3.2.3 Bildbearbeitung 

Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Adobe® Photoshop CS4. 

3.2.4 Statistik 

Die statistische Auswertung erfolgte mit einem ungepaarten Zweistichproben-t-test 

(student´s t-test). Statistische Signifikanz wurde als p<0,05 definiert. Die Berechnung 

wurde mit einem Programm der Firma GraphPad, Inc. durchgeführt (GraphPad 

Software, 2005). 

3.2.5 Bestimmung der Eindringtiefe von Immunzellen 

Bei den mikroskopierten Hautschichten wurde sowohl die Dermis als auch die 

Epidermis erfasst. Die Einteilung der Epidermis erfolgte in 4 Schichten. Das Stratum 

basale bildet dabei die einreihige zur Dermis gelegene Zellschicht. Das Eindringen einer 

Zelle galt hierbei als positiv, sobald die Immunzelle sich zu ihrem überwiegenden 
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Anteil zwischen diese Basalzellen geschoben hatte. Ebenfalls morphologisch eindeutig 

abzugrenzen war das Stratum corneum. Die dazwischen gelegenen Hautschichten, das 

Stratum spinosum und das Stratum granulosum wurden morphologisch durch die Form 

der Zellen unterschieden. Das Stratum spinosum zeigt voluminösere Keratinozyten 

während im Stratum granulosum die Keratinozyten abgeflacht sind. Darüber hinaus 

enthalten sie Granula. Die weitere Unterteilung des Stratum spinosums in oberes und 

unteres Stratum spinosum erfolgte in der Mitte der Hautschicht. Unter der Eindringtiefe 

wird im Folgenden die am weitesten nach außen gelegene Hautschicht verstanden, in 

der gefärbte Zellen zu finden sind. Die Eindringtiefe der Zellen in die einzelnen 

Hautschichten war immer dann erreicht, wenn die Zelle zu ihrem überwiegenden Anteil, 

also zu mehr als der Hälfte, in die höhergelegene Schicht eingedrungen war. Hierbei 

genügte das Vorfinden schon einer Zelle in der entsprechenden Epidermisschicht. 

3.2.6 Auszählung der CD4- und FoxP3-positiven Zellen 

Die Auszählung CD4-positiver und FoxP3-positiver Zellen diente der Ermittlung eines 

Zusammenhanges zwischen der Menge der Zellen und dem Expressionsmuster der 

Tight Junction-Proteine. Dazu wurden zum einen die in der Epidermis vorkommenden 

FoxP3-positiven und die in der Epidermis vorkommenden CD4-positiven Zellen in drei 

jeweils beliebigen Feldern von einer Größe von jeweils ca 0,18 mm
2
 in einem 

Paraffinschnitt von 5 µm Dicke ausgezählt. Die Anzahl der pro Feld gefundenen Zellen 

wurde addiert. 

Darüber hinaus wurde der Quotient der Gesamtzahl von FoxP3- und CD4-positiven 

Zellen eines Schnittes einer Biopsie gebildet. Dabei handelte es sich allerdings weder 

um denselben Schnitt noch um Folgeschnitte. 

3.2.7 Menge der JAML-positiven Zellen 

Die Menge der JAML-positiven Zellen pro Bildausschnitt wurde mit „sehr viele“ oder 

„vereinzelt“ angegeben. Dabei bedeutet „sehr viele“, dass über 50 JAML-positive 

Zellen in einem Übersichtsbild von 0,18 mm
2
 gefunden wurden, „vereinzelt“, dass 

weniger als 10 JAML-positive Zellen gefunden wurden. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Interaktion von ZO1 mit CD4-, FoxP3- und CD8-positiven Zellen 

Für die ZO1-Färbung konnten 12 Früh- und 11 Spätformen ausgewertet werden. Von 

diesen zeigten 6 (26,0%) Gewebeproben eine verglichen mit normaler Haut nur 

geringfügig verbreiterte Expression von ZO1 (davon 3 Früh- und 3 Spätformen), die das 

obere Stratum spinosum umfasst, und 17 Gewebeproben (74,0%) eine stark verbreiterte 

ZO1-Expression bis ins untere Stratum spinosum oder bis ins Stratum basale (davon 9 

Früh- und 8 Spätformen). Dies entspricht bei gering verbreiterter Expression 25% der 

Frühformen und 27,3% der Spätformen sowie bei stark verbreiterter Expression 75% 

der Frühformen und 72,7% der Spätformen. Wird für die gering verbreiterte Expression 

der Zahlenwert 1, für die stark verbreiterte Expression der Zahlenwert 2 gesetzt, so 

unterscheiden sich Früh- und Spätformen in der Ausprägung der Expression von ZO1 

nicht (p=0,9068). 

 

Abbildung 4. Zusammenhang zwischen Expression von ZO1 und Stadium der Erkrankung 

ZO1 gering verbreitert: Stratum granulosum und oberes Stratum spinosum, ZO1 stark verbreitert: Stratum 

granulosum und gesamtes Stratum spinosum, teilweise sogar Stratum basale 

 

4.1.1 Interaktion von ZO1 mit CD4-positiven Zellen 

Die Doppelfärbung mit dem ZO1-Antikörper und anti-CD4 erfolgte mit 12 Früh- und 

11 Spätformen der Psoriasis vulgaris. 

Eine detailliertere Analyse zeigt, dass es eine positive Korrelation zwischen dem ZO1-

Expressionsmuster (geringfügig verbreitert versus stark verbreitert) und der 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

gering verbreitert stark verbreitert 

A
n

za
h

l d
e

r 
P

ro
b

e
n

 in
 P

ro
ze

n
t 

Expression von ZO1 

Frühform 

Spätform 



Ergebnisse 

 
34 

Eindringtiefe der CD4-positiven Zellen in die Haut gibt (p=0,0007). Zur Auswertung 

wurden alle 23 Gewebeproben herangezogen. Interessanterweise finden sich bei 

normalem oder geringfügig verbreitertem ZO1-Expressionsmuster keine CD4-positiven 

Zellen in den äußeren Schichten der Epidermis (Stratum spinosum, Stratum granulosum 

und Stratum corneum). In diesen Proben zeigen sich CD4-positive Zellen lediglich in 

der Dermis und bei weiteren 3 (50%) in Dermis und Stratum basale. Dagegen sind in 

allen 17 (100%) Geweben mit starker ZO1-Hochregulation CD4-positive Zellen in der 

Epidermis zu finden. Dabei finden sich CD4-positive Zellen in Dermis und Stratum 

basale bei 6 (35,3%) dieser Schnitte, bei weiteren 6 (35,3%) finden sich Zellen in 

Dermis, Stratum basale und Stratum spinosum und bei 5 (29,4%) reichen die Zellen bis 

ins Stratum granulosum (s. Abbildung 5). Folglich zeigt sich, dass, sollten sich Zellen 

im Stratum spinosum und/ oder Stratum granulosum finden, es sich nicht um Gewebe 

mit gering verbreitertem ZO1 handelt. Finden sich Zellen im Stratum basale, kann die 

Probe sowohl ein gering als auch ein stark verbreitertes ZO1-Expressionsmuster 

aufweisen. Ergänzend hierzu kann korreliert werden, dass die Gewebeproben, bei denen 

sich CD4-positive Zellen nur in der Dermis nicht aber in der Epidermis finden, generell 

über ein nur gering verbreitertes Expressionsmuster verfügen. 

 

Abbildung 5. Zusammenhang zwischen Eindringtiefe von CD4-positiven Zellen in die Haut und ZO1-

Expressionsmuster 

1: Infiltration von Zellen nur in der Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum 

granulosum. ZO1 gering verbreitert: Stratum granulosum und oberes Stratum spinosum, ZO1 stark verbreitert: 

Stratum granulosum und gesamtes Stratum spinosum, teilweise sogar Stratum basale 
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Hingegen zeigt sich in Bezug auf die Eindringtiefe kein Unterschied zwischen Früh- 

und Spätform (p=0,7529). Das Fehlen von CD4-positiven Zellen in der Epidermis war 

bei einer (8,3%) Früh- und 2 (18,2%) Spätformen der Fall. Zellen in der Epidermis im 

Stratum basale fanden sich bei 5 (41,6%) Früh- und 3 (27,2%) Spätformen, bis ins 

Stratum spinosum bei 3 (25%) Früh- und 3 (27,2%) Spätformen und bis ins Stratum 

granulosum bei 2 (16,6%) Früh- und 3 (27,2%) Spätformen (s. Abbildung 6). 

 

Abbildung 6. Zusammenhang zwischen Eindringtiefe von CD4-positiven Zellen in die Haut und Stadium der 

Psoriasis 

1: Infiltration von Zellen nur in der Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration bis ins Stratum granulosum 

 

Von den insgesamt 23 untersuchten Gewebeproben kam es zur räumlichen Nähe von 

ZO1 mit CD4-positiven Zellen in sechs Früh- und sechs Spätformen. Dabei wurde in 

direkter Umgebung der CD4-positiven Zellen sowohl eine Unterbrechung des ZO1-

Expressionsmusters als auch keine Unterbrechung beobachtet. Von den 21 

ausgewerteten CD4-positiven Zellen mit Kontakt zu ZO1-positiven Zellen zeigen 14 

(66,6%) eine Unterbrechung von ZO1 und 7 (33,3%) keine Unterbrechung. Dies war 

jedoch unabhängig von der Tatsache, ob es sich um eine Früh- oder Spätform handelte. 

Bei den Frühformen zeigten 5 Zellen (62,5%) in ihrer Umgebung eine Unterbrechung 

von ZO1 und 3 (37,5%) keine Veränderung, bei den Spätformen zeigten 9 (69,2%) eine 

Unterbrechung und 4 (30,8%) keine Veränderung. Auch wenn nicht jede CD4-positive 

Zelle zur Herabregulation von ZO1 führt, so ergibt doch die Infiltration einer größeren 

Menge von CD4-positiven Zellen in die Epidermis das Bild einer Zerstückelung von 
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ZO1. In den CD4-positiven Zellen wurde keine Koexpression mit ZO1 gesehen (s. 

Abbildung 7). 

 

Abbildung 7. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 und CD4 in einer Spätform der Psoriasis 

Aus fototechnischen Gründen musste eine hohe Belichtungszeit gewählt werden. Die gelbliche Färbung ist der 

Überbelichtung geschuldet und weißt nicht auf eine Koexpression hin. 

A: Phasenkontrastbild, a`: vergrößerter Ausschnitt aus A, B: Überlagerung der Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 

(rot) und CD4 (grün), b`: vergrößerter Ausschnitt aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 (rot) c`: vergrößerter 

Ausschnitt aus C, die Pfeilspitze zeigt auf mehrere CD4-positive Zellen, in deren unmittelbarer Umgebung eine 

Unterbrechung des ZO1-Expressionsmusters zu finden ist, der Pfeil zeigt auf eine CD4-positive Zelle, in deren 

Umgebung es nicht zu einer Unterbrechung der ZO1-Expression kommt; Längenmaßstab 50 µm 

 

4.1.2 Interaktion von ZO1 mit FoxP3-positiven Zellen 

Um zu überprüfen, ob sich speziell um den Subtyp der regulatorischen, also FoxP3-

positiven Zellen, eine Herabregulation des Tight Junction-Proteins ZO1 findet, wurde 

die Doppelfärbung des ZO1-Antikörpers mit dem Antikörper gegen FoxP3 

durchgeführt. In diese Doppelfärbung waren 16 Gewebeproben mit einbezogen.  

Es zeigte sich, wie bei den CD4-positiven Zellen, ein statistisch signifikanter 

Zusammenhang zwischen der Eindringtiefe der FoxP3-positiven Zellen in die 

Epidermis und der verbreiterten Expression von ZO1 (p=0,0016), wobei eine stark 

verbreiterte Expression von ZO1 gleichzusetzen ist mit einer tieferen Eindringtiefe in 

höher gelegene epidermale Schichten. So finden sich in den 9 Gewebeproben mit hoher 

Expression niemals FoxP3-positive Zellen nur in Dermis und Stratum basale. 
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Stattdessen zeigte sich, dass bei stark verbreitertem ZO1 die FoxP3-positiven Zellen 

immer bis mindestens ins Stratum spinosum bzw. sogar bis ins Stratum granulosum 

vorgedrungen waren. Das gegenteilige Bild zeigte sich bei Gewebeproben mit 

weitgehend normaler ZO1-Expression. Während hier 3 Proben (42,8%) FoxP3-positive 

Zellen nur in der Dermis und 2 (28,6%) in Dermis und Stratum basale aufwiesen, wurde 

jeweils nur in einer Probe (14,3%) Zellen bis zum Stratum spinosum bzw. Stratum 

granulosum gefunden. Eine Eindringtiefe ins Stratum corneum wird in keiner der 

Proben erreicht. (siehe Abbildung 8) 

 

Abbildung 8. Zusammenhang zwischen ZO1-Expressionsmuster und Eindringtiefe FoxP3-positiver Zellen in 

die Haut 

1: Infiltration von Zellen nur in der Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum 

granulosum. ZO1 gering verbreitert: Stratum granulosum und oberes Stratum spinosum, ZO1 stark verbreitert: 

Stratum granulosum und gesamtes Stratum spinosum, teilweise sogar Stratum basale 

 

Interessanterweise war bei allen 9 Gewebeschnitten mit verbreiterter ZO1-Expression 

auch eine große Menge an FoxP3-positiven Zellen in der Epidermis zu finden, 

wohingegen alle 9 Schnitte mit geringfügig verbreitertem Expressionsmuster eine 

deutlich niedrigere Zellzahl an FoxP3-positiven Zellen in der Epidermis aufwiesen. (s. 

Abbildung 9). Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,0002). 
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Abbildung 9. Zusammenhang zwischen ZO1-Expressionsmuster und Menge an FoxP3-positiven Zellen 

ZO1 gering verbreitert: Stratum granulosum und oberes Stratum spinosum, ZO1 stark verbreitert: Stratum 

granulosum und gesamtes Stratum spinosum, teilweise sogar Stratum basale 

 

Ein Zusammenhang zwischen Eindringtiefe und Stadium der Psoriasis kann zwar 

tendenziell beobachtet werden, erreicht aber keine statistische Signifikanz (p=0,3504). 

So macht es den Anschein, dass bei den Spätformen häufiger Zellen in höheren 

epidermalen Schichten zu finden sind. In den untersuchten Spätformen waren in 5 

(62,5%) der 8 untersuchten Spätformen die FoxP3-positiven Zellen in allen Schichten 

bis ins Stratum granulosum zu finden, während von den 8 untersuchten Frühformen nur 

3 Fälle (37,5%) Zellen bis ins Stratum granulosum aufwiesen (s. Abbildung 10). 

 

Abbildung 10. Zusammenhang zwischen Stadium der Erkrankung und Eindringtiefe FoxP3-positiver Zellen 

in die Haut 

1: Infiltration von FoxP3-positiven Zellen nur in der Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: 

Infiltration in Dermis, Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration bis ins Stratum granulosum 
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Zur direkten räumlichen Nähe von ZO1 und FoxP3 kam es in 28% (2 von 7) der 

Frühformen und in 75% (6 von 8) der Spätformen. Trotz fehlender statistischer 

Signifikanz (p=0,0813) lässt sich erkennen, dass es erheblich häufiger in den 

Spätformen zu einem Kontakt zwischen FoxP3 und ZO1 kommt als in den Frühformen. 

Der direkte Kontakt zwischen ZO1 und FoxP3 zeigte in allen 8 beobachteten Fällen 

eine örtliche, direkt um die Zelle gelegene Herabregulation/ Unterbrechung von ZO1 

(siehe Abbildung 11). 

 

Abbildung 11. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 und FoxP3 in einer Spätform der Psoriasis 

Ü: Übersichtsbild: die Ellipse markiert den Bereich, aus dem Bild A entnommen ist, A: Phasenkontrastbild, a`: 

vergrößerter Ausschnitt aus A, B: Überlagerung der Immunfluoreszenzfärbungen von ZO1 (rot) und FoxP3 (grün), 

b`: vergrößerter Ausschnitt aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 (rot), c`: vergrößerter Ausschnitt aus C mit 

deutlicher Unterbrechung des ZO1-Expressionsmusters, der Pfeil zeigt in A, a`, B und b` auf eine FoxP3-positive 

Zelle, in C und c` ist an dieser Stelle eine deutliche Unterbrechung des ZO1-Expressionsmusters zu erkennen; 

Längenmaßstab: 50 µm 
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Somit gehören die FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen zu den ZO1 

herabregulierenden CD4-Zellen. Um der Frage nachzugehen, ob auch weitere Subtypen 

der CD4-Zellen an der Herabregulation von ZO1 beteiligt sein könnten, wurde der 

Quotient aus der Anzahl der Zellen, die zu einer Herabregulation von ZO1 führen, und 

der Gesamtanzahl der CD4-Zellen, die im Kontakt mit ZO1 näher betrachtet wurden 

(siehe Kapitel 4.1.1) mit dem Quotienten aus der Anzahl der FoxP3-positiven Zellen 

und der Anzahl der CD4-positiven Zellen verglichen. Der Quotient aus der Anzahl 

herabregulierter Zellen und der Anzahl der gesamten CD4-Zellen mit ZO1-Kontakt 

ergibt 0,67 (14 Herabregulationen bei 21 Kontakten zwischen ZO1- und CD4-positiven 

Zellen). Der Mittelwert aus den Quotienten der Anzahl FoxP3-positiver und CD4-

positiver Zellen ergibt 0,33, bei einer Standardabweichung von 0,22 (n=12 Proben). 

Diese Differenz lässt vermuten, dass mehr Zellen ZO1 herabregulieren als wir FoxP3-

Zellen erwarten, was zeigt, dass wahrscheinlich noch weitere CD4-Subtypen an der 

Herabregulation von ZO1 beteiligt sind (s. Abbildung 12). 

 

Abbildung 12. Herabregulierende CD4-positive Zellen versus FoxP3-positive Zellen 

 

Hinsichtlich des Verhältnisses aus der Gesamtheit der in der Epidermis gefundenen 

FoxP3-positiven Zellen und der Gesamtheit aller in der Epidermis gefundenen CD4-

positiven Zellen bezüglich der Unterteilung in Früh- und Spätformen gibt es keinen 

Unterschied. Von den 12 ausgezählten Gewebeproben gehören 7 zu den Spät- und 5 zu 

den Frühformen. Bei den Frühformen lag der Mittelwert der Quotienten aus FoxP3-

positiven und CD4-positiven Zellen bei 0,30 mit einer Standardabweichung von 0,16, 
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bei den Spätformen lag der Mittelwert bei 0,36 und die Standardabweichung bei 0,26. 

Dieser geringe Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,6525). Ebenso zeigt sich 

kein Unterschied im FoxP3-CD4-Quotienten bei unterschiedlicher ZO1-Expression 

(p=0,5583). Bei 5 Gewebeproben mit stark verbreiterter ZO1-Expression lag der 

Mittelwert des Quotienten bei 0,26 (Standardabweichung: 0,33), bei 4 Gewebeproben 

mit gering verbreiterter ZO1-Expression lag der Mittelwert der Quotienten bei 0,37 

(Standardabweichung: 0,17). 

4.1.3 Interaktion von ZO1 mit CD8-positiven Zellen 

In die Doppelfärbung mit ZO1-Antikörper und anti-CD8-Antikörper waren 20 

Gewebeproben mit einbezogen. Davon waren 11 (55%) den Frühformen und 9 (45%) 

den Spätformen zugeteilt worden. Von den 20 ausgewerteten Proben zeigten 13 (65%) 

ein stark verbreitertes Expressionsmuster von ZO1 und 7 (35%) eine nur geringfügig 

verbreiterte ZO1-Expression.  

Hier zeigt sich in Bezug auf die Eindringtiefe der CD8-positiven Zellen kein 

Unterschied zwischen geringer und stark verbreiterter Expression (p=0,2226) bzw. 

zwischen Früh- und Spätform (p=0,6936), wie Abbildung 13 und Abbildung 14 im 

Detail veranschaulichen. 

Im Gegensatz zu den CD4-positiven Zellen findet man sehr viel weniger CD8-positive 

Zellen. In 10% der Früh- bzw. Spätformen konnte im entsprechenden Gewebeabschnitt 

keine CD8-positive Zelle beobachtet werden. Darüber hinaus waren in einem 

geringeren Anteil der Fälle Zellen bis ins Stratum granulosum vorgedrungen. 
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Abbildung 13. Zusammenhang zwischen Eindringtiefe CD8-positiver Zellen in die Haut und der verbreiterten 

Expression von ZO1 

0: innerhalb des vorliegenden Hautausschnittes ist keine CD8-positive Zelle zu finden, 1: Infiltration von Zellen nur 

in der Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, Stratum basale und Stratum 

spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum granulosum. ZO1 gering 

verbreitert: Stratum granulosum und oberes Stratum spinosum, ZO1 stark verbreitert: Stratum granulosum und 

gesamtes Stratum spinosum, teilweise sogar Stratum basale 

 

 

Abbildung 14. Zusammenhang zwischen Eindringtiefe CD8-positiver Zellen in die Haut und dem Stadium der 

Erkrankung 

0: innerhalb des vorliegenden Hautausschnittes ist keine CD8-positive Zelle zu finden, 1: Infiltration von Zellen nur 

in der Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, Stratum basale und Stratum 

spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum granulosum 

 

Zur räumlichen Nähe von CD8-positiven Zellen und ZO1 kam es in 3 Fällen (15%), 

davon in einer Früh- und 2 Spätformen. In allen drei Fällen kam es nicht zu einer 

Veränderung der ZO1-Expression. (siehe Abbildung 15) 
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Abbildung 15. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 und CD8 in einer Spätform der Psoriasis 

A: Phasenkontrastbild, a´: vergrößerter Ausschnitt aus A, B: Überlagerung der Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 

(rot) und CD8 (grün), b´: vergrößerter Ausschnitt aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von ZO1 (rot), c´: 

vergrößerter Ausschnitt aus C, die Pfeile zeigen auf CD8-Zellen, in deren Umgebung keine deutlich veränderte 

Expression von ZO1 gesehen werden kann; Längenmaßstab 50 µm 
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4.2 Nicht gelungene Färbung mit IL-17- und IL-22-Antikörpern 

Neben den regulatorischen T-Zellen, die durch FoxP3 als Marker identifiziert wurden, 

spielen in der Psoriasis weitere Subtypen der CD4-positiven Zellen eine wichtige Rolle. 

Zu diesen gehören die IL-17- und IL-22-positiven Th17-Zellen. 

Leider war es nicht möglich, diese Antikörper im Rahmen dieser Arbeit mit den oben 

aufgeführten immunhistochemischen Methoden auf Paraffin zu etablieren. Der IL-17-

Antikörper färbte unspezifisch das Endothel von Blutgefäßen an, jedoch nicht die 

gesuchten Immunzellen. Beim IL-22-Antikörper konnte keine Fluoreszenz gesehen 

werden. Die folgende Tabelle (Tabelle 1) zeigt, welche Versuche unternommen wurden 

abweichend von dem unter Kapitel 3.2.1.2 aufgeführten Protokoll die Färbung zu 

etablieren. 

Tabelle 1. Übersicht des Etablierungsversuchs von IL-17 und IL-22 
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4.3 Interaktion von Claudin-1 mit CD4- und FoxP3-positiven Zellen 

Während in gesunder Haut Claudin-1 in allen Schichten exprimiert wird, findet sich in 

psoriatischer Haut eine Herabregulation vor allem in den basalen Epidermisschichten. 

Das folgende Diagramm (siehe Abbildung 16) zeigt die Lokalisation von Claudin-1 in 5 

Spät- und 9 Frühformen. 

 

Abbildung 16. Zusammenhang zwischen Expression von Claudin-1 und Stadium der Erkrankung 

geringe Herabregulation: Expression von Claudin-1 im gesamten Stratum spinosum und Stratum granulosum, mäßige 

Herabregulation: Expression von Claudin-1 im oberen Stratum spinosum und Stratum granulosum, starke 

Herabregulation: Expression von Claudin-1 im Stratum granulosum 

 

Dies bedeutet, dass bei den Frühformen Cldn-1 immer im Stratum granulosum, nur 

noch bei zwei Drittel der Proben im oberen Stratum spinosum und nur noch bei einem 

Drittel im unteren Stratum spinosum zu finden war, während im Stratum basale Cldn-1 

in keiner der Frühformen exprimiert wurde. Bei den Spätformen war Cldn-1 immer im 

Stratum granulosum und oberen Stratum spinosum zu sehen, wurde aber nicht mehr im 

unteren Stratum spinosum und im Stratum basale exprimiert. Beziffert man die geringe 

Herabregulation mit dem Zahlenwert 1, die mäßge mit 2 und die starke mit 3, so ergibt 

sich statistisch kein Unterschied zwischen Früh- und Spätform (p=1,0000). 

 

  

0 

20 

40 

60 

80 

100 

geringe 
Herabregulation 

mäßige 
Herabregulation 

starke 
Herabregulation 

A
n

za
h

l d
e

r 
P

ro
b

e
n

 in
 P

ro
ze

n
t 

Expressionsmuster von Cldn-1 

Frühform 

Spätform 



Ergebnisse 

 
46 

4.3.1 Interaktion von Claudin-1 mit CD4-positiven Zellen 

Insgesamt 18 Gewebeproben wurden in die Auswertung der Doppelfärbung mit 

Claudin-1-Antikörpern und CD4-Antikörpern einbezogen. Darunter befinden sich 10 

Frühformen und 8 Spätformen. Von diesen zeigen 12 Proben einen oder mehrere 

Kontakte der CD4-positiven Zellen mit Claudin-1 (davon 7 (70%) von 10 Frühformen 

und 5 (62,5%) von 8 Spätformen). Es finden sich dabei Zellen, die eine Koexpression 

zeigen, die also sowohl CD4-positiv als auch Claudin-1-positiv sind. Bei einigen, 

allerdings nicht allen, rein CD4-positiven Zellen, also jenen, die keine Koexpression mit 

Claudin-1 aufweisen, kann eine lokale, direkt um die Zelle gelegene Herabregulation 

beobachtet werden. (siehe Abbildung 17) 
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Abbildung 17. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 und CD4 in einer Spätform der Psoriasis - 

Bild 1 
A: Phasenkontrastbild, a` und a``: vergrößerte Ausschnitte aus A, B: Überlagerung der Immunfluoreszenzfärbungen 

von Cldn-1 (rot) und CD4 (grün), b`und b``: vergrößerte Ausschnitte aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von CD4 

(grün) zeigt die typische Zellmembranfärbung, c` und c``: vergrößerte Ausschnitte aus C, D: 

Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot), d` und d``: vergrößerte Ausschnitte aus D, der Pfeil zeigt auf eine CD4-
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positive Zelle, die eine Koexpression mit Cldn-1 aufweist, die Pfeilspitze zeigt auf eine CD4-positive Zelle, in deren 

unmittelbarer Umgebung eine Herabregulation von Cldn-1 zu sehen ist; Längenmaßstab 50 µm 

Es ist auffallend, dass hinter manchen mitten im Netz Claudin-1-exprimierender 

Keratinozyten liegender CD-4-positiver Zellen, also auf dem Weg zwischen Dermis und 

der aktuellen Lage der Zelle in der Epidermis eine Herabregulation von Claudin-1 – 

ähnlich einer freigelegten Straße – zu sehen ist, wohingegen vor den Zellen, also in 

Richtung superfizial gelegener epidermaler Schichten, keine veränderte Expression zu 

beobachten ist. Diese „Straße“ ist aber nicht bei allen CD4-positiven Zellen zu sehen. 

(siehe Abbildung 18) 

 

Abbildung 18. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 und CD4 in einer Spätform der Psoriasis - 

Bild 2 

Das Bild entstammt derselben Gewebeprobe wie bei Abbildung 17. A: Phasenkontrastbild, B: 

Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot) und CD4 (grün), die Pfeilspitzen zeigen auf CD4-positive Zellen, die 

weiße Markierung unterhalb dieser Zellen zeigt den Verlauf der Herabregulation von Cldn-1 und somit den 

mutmaßlichen Weg der Zelle durch die Epidermis C: Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot) und CD4 (grün) 

ohne Markierung der Cldn-1-Herabregulation 

 

Im Gegensatz zu den ZO1-Färbungen lässt sich hier kein Zusammenhang zwischen der 

Eindringtiefe der Zellen und der Expression von Claudin-1 herstellen. In den 17 

ausgewerteten Proben, davon 13 mit verminderter und vier mit stark verminderter 

Expression, fanden sich CD4-positive Zellen unabhängig von der Stärke der 

Herabregulation der Claudin-Expression. Im Folgenden ist unter verminderter 

Expression zu verstehen, dass Claudin-1 im Stratum granulosum und Stratum spinosum 

exprimiert wird, unter stark verminderter Expression, dass Claudin-1 nur noch im 

Stratum granulosum exprimiert wird. Der Unterschied in der Verteilung der Zellen über 

die Hautschichten zwischen verminderter und stark verminderter Expression ist nicht 

signifikant (p=0,6274). 
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Abbildung 19. Zusammenhang zwischen Cldn-1-Expressionsmuster und Eindringtiefe CD4-positiver Zellen in 

die Haut 

1: Infiltration von Zellen nur in die Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum 

granulosum, Cldn-1 vermindert: Cldn-1 im Stratum granulosum und Stratum spinosum exprimiert, Cldn-1 stark 

vermindert: Cldn-1 nur noch im Stratum granulosum exprimiert 

 

4.3.2 Interaktion von Claudin-1 mit FoxP3-positiven Zellen 

Interessanterweise sind nicht alle CD4-positiven Zellen auch Claudin-1 positiv bzw. 

zeigen nicht alle CD4-positiven Zellen eine „Straße“ der Claudin-1-Herabregulation. 

Eine wichtige Subpopulation der CD4-positiven Zellen in der Psoriasis sind die 

regulatorischen T-Zellen. Um zu überprüfen, wie sich speziell FoxP3-positive 

regulatorische T-Zellen im Hinblick auf die Claudinexpression und -regulation 

verhalten, wurde eine FoxP3/ Claudin-1-Doppelfärbung durchgeführt. Für die 

Doppelfärbung mit Claudin-1-Antikörper und FoxP3-Antikörper konnten 14 

Gewebeproben ausgewertet werden. Davon waren 9 den Frühformen und 5 den 

Spätformen zuzuordnen. Unter den Frühformen fanden sich bei 6 (66,7%) von 9 Proben 

FoxP3-positive Zellen in räumlicher Nähe mit Claudin-1, bei den Spätformen bei 4 

(80%) von 5 Proben. Hierbei zeigte sich, dass auch eine Subpopulation der FoxP3-

positiven Zellen Claudin-1 exprimieren. Diese Claudin-1-koexprimierenden Zellen 

wurden sowohl in der Epidermis als auch in der Dermis gefunden (siehe Abbildung 20). 

Der überwiegende Anteil der FoxP3-positiven Zellen ist allerdings Claudin-1 negativ. 
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Abbildung 20. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 und FoxP3 in einer Spätform der Psoriasis 

- Bild 1 

A: Phasenkontrastbild, a‘: vergrößerter Ausschnitt aus A, B: Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot) und FoxP3 

(grün), b‘: vergrößerter Ausschnitt aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot), c‘: vergrößerter Ausschnitt 

aus C, der Pfeil zeigt eine Zelle außerhalb der Epidermis, die neben FoxP3 (grün) auch Cldn-1 (rot) exprimiert, die 

Pfeilspitze zeigt eine Zelle innerhalb der Epidermis, die neben FoxP3 (grün) auch Cldn-1 (rot) exprimiert, die 

Halbellipse zeigt eine FoxP3-positive Cldn-1-negative Zelle; Längenmaßstab 50 µm 

 

Es war auffallend, dass hinter allen Claudin-1-negativen FoxP3-positiven Lymphozyten 

auf dem Weg zwischen Dermis und der aktuellen Lage der Zelle in der Epidermis eine 

Herabregulation von Claudin-1 – ähnlich einer freigelegten Straße – zu sehen ist, 

wohingegen vor den Zellen, also in Richtung höhergelegener epidermaler Schichten, 

keine veränderte Expression zu beobachten ist. Während alle FoxP3-positiven Zellen, 

die kein Claudin-1 exprimieren, eine solche proximal der Zelle gelegene 

Herabregulation zeigen, fehlt bei den Claudin-1-positiven FoxP3-positiven Zellen diese 

Herabregulation. Sie sind von allen Seiten vom Claudin-Netz der Keratinozyten 

umgeben (siehe Abbildung 21). 
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Abbildung 21. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 und FoxP3 in einer Spätform der Psoriasis 

- Bild 2 

A: Phasenkontrastbild, a´: vergrößerter Ausschnitt aus A, a´´: vergrößerter Ausschnitt aus A ohne Markierung der 

Cldn-1-Herabregulation, B: Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot) und FoxP3 (grün), b´: vergrößerter 

Ausschnitt aus B, b´´: vergrößerter Ausschnitt aus B ohne Markierung der Cldn-1-Herabregulation, C: 

Immunfluoreszenzfärbung von Cldn-1 (rot), c´: vergrößerter Ausschnitt aus C, c´´: vergrößerter Ausschnitt aus C 

ohne Markierung der Cldn-1-Herabregulation, die Pfeilspitze zeigt auf eine Claudin-1-positive FoxP3-positive Zelle, 

in deren Umgebung das Cldn-1-netzwerk nicht unterbrochen ist, die Halbellipse zeigt auf eine Claudin-1-negative 

FoxP3-positive Zelle mit proximal liegender Cldn-1-Herabregulation, die weiße Markierung unterhalb dieser Zelle 

zeigt den Verlauf der Herabregulation von Cldn-1 und somit den mutmaßlichen Weg der Zelle durch die Epidermis; 

Längenmaßstab 50 µm 

 

Auch hier gibt es, wie auch schon bei den CD4-positiven Zellen, keinen statistisch 

signifikanten Zusammenhang zwischen dem Grad der verminderten Claudin-Expression 

und der Eindringtiefe der FoxP3-positiven Zellen in die Haut (p=0,1683). Zur 

Berechnung wurden 10 Proben mit verminderter und 4 Proben mit stark verminderter 

Expression herangezogen. 
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Abbildung 22. Zusammenhang zwischen Cldn-1-Expressionsmuster und Eindringtiefe FoxP3-positiver Zellen 

in die Haut 

1: Infiltration von Zellen nur in die Epidermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum 

granulosum 

 

Da bislang die CD8-positiven Zellen bei den Färbungen keine Interaktion mit ZO-1 

zeigten, wurde sowohl hier bei Cldn-1, als auch im Folgenden auf die Doppelfärbung 

mit CD8 verzichtet. 
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4.4 Interaktion von Occludin mit CD4- und FoxP3-positiven Zellen 

4.4.1 Expression von Occludin in den Gewebeproben 

Während in gesunder Haut die Lokalisation von Occludin auf das Stratum granulosum 

begrenzt ist, findet sich in psoriatischer Haut eine verbreiterte Expression, die ins 

Stratum spinosum reicht. Die folgende Abbildung (siehe Abbildung 23) veranschaulicht 

die Expression von Occludin in 7 Früh- und 10 Spätformen. Von den 7 Frühformen 

zeigen 3 (42,9%) eine normale Expression von Occludin, also nur im Stratum 

granulosum wie bei gesunder Haut, und 4 (57,1%) eine verbreiterte Expression ins 

Stratum spinosum. Bei den Spätformen zeigen nur noch 2 (20%) eine normale und 8 

(80%) eine verbreiterte Expression. Wird für die normale Lokalisation der Zahlenwert 1 

und für die verbeiterte Lokalisation der Zahlenwert 2 gesetzt, so gibt es im Vergleich 

zwischen Früh- und Spätformen keinen signifikanten Unterschied (p=0,3394). 

 

Abbildung 23. Zusammenhang zwischen Occludin-Expressionsmuster und Stadium der Erkrankung 

Normale Expression: Occludin findet sich nur im Stratum granulosum; verbreiterte Expression: Occludin findet sich 

im Stratum granulosum und Stratum spinosum 

 

4.4.2 Interaktion von Occludin mit CD4-positiven Zellen 

Die Doppelfärbung mit anti-Occludin mouse und CD4-Antikörpern wurde mit 21 

Gewebeproben erfolgreich durchgeführt.  

Dabei kam es zur räumlichen Nähe zwischen CD4-positiven Zellen und Occludin in 

insgesamt 6 Fällen (28,6%), wobei 2 (25%) den insgesamt 8 Frühformen und 4 (30,1%) 

den 13 Spätformen zuzuordnen sind. Eine gemeinsame Koexpression von CD4 und 

Occludin in einer Zelle konnte nicht beobachtet werden. 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

normal verbreitert 

A
n

za
h

l d
e

r 
P

ro
b

e
n

 in
 P

ro
ze

n
t 

Expression von Occludin 

Frühform 

Spätform 



Ergebnisse 

 
54 

Das Expressionsmuster von Occludin zeigt keine Korrelation mit der Menge der CD4-

positiven Zellen (Abbildung 24). So korreliert eine verbreiterte Expression 

beispielsweise über das gesamte Stratum spinosum nicht mit einer erhöhten Zellzahl an 

CD4-positiven Zellen. 

 
Abbildung 24. Zusammenhang zwischen Occludin-Expressionsmuster und Menge an CD4-positiven Zellen 

1: Occludin-Expression reicht bis ins Stratum basale, 2: Occludin wird im gesamten Stratum spinosum und Stratum 

granulosum exprimiert, 3: Occludin wird im oberen Stratum spinosum und Stratum granulosum exprimiert, 4: 

Occludin wird im Stratum granulosum exprimiert, 5: Occludin-Expression reicht bis ins Stratum corneum. Die 

einzelnen Messwerte stehen für verschiedene Psoriasis-Fälle. 

 

Der Vergleich zwischen Eindringtiefe der Immunzellen und Expressionsmuster von 

Occludin gestaltet sich insofern schwierig, als dass in den meisten psoriatischen Plaques 

die Occludin-Expression leicht verbreitert, also im Stratum granulosum und oberen 

Stratum spinosum, zu finden war. Lediglich in drei der 18 ausgewerteten Proben war 

Occludin wie in gesunder Haut, also nur im Stratum granulosum, zu sehen und in vier 

Proben reichte die Expression sogar bis ins untere Stratum spinosum. Die Eindringtiefe 

der Immunzellen zeigte keine statistische Signifikanz im Vergleich zwischen normaler 

und insgesamt verbreiterter Expression (p=0,3872) und auch nicht im Vergleich 

zwischen verbreiterter und stark verbreiterter Expression (p=0,0531) sowie zwischen 

normaler und stark verbreiterter Expression (p=0,5761). 
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Abbildung 25. Zusammenhang zwischen Occludin-Expressionsmuster und Eindringtiefe CD4-positiver Zellen 

in die Haut 

1: Infiltration von Zellen nur in die Epidermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum 

granulosum. Occludin normal exprimiert: Stratum granulosum, Occludin verbreitert: Stratum granulosum und oberes 

Stratum spinosum, Occludin stark verbreitert: Stratum granulosum und gesamtes Stratum spinosum 

 

Auffallend ist, dass die CD4-positiven Zellen immer proximal am Rand der Occludin-

exprimierenden Keratinozyten liegen, niemals aber innerhalb des Occludin-

exprimierenden Keratinozytenverbandes zu finden sind. Um die CD4-positiven Zellen 

jedoch findet sich eine lokale Herabregulation, die wie eine Einkerbung des Occludin-

Netzes aussieht (siehe Abbildung 26). 
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Abbildung 26. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von Occludin und CD4 in einer Spätform der 

Psoriasis 

A: Phasenkontrastbild, a`: vergrößerter Ausschnitt aus A, B: Überlagerung der Immunfluoreszenzfärbungen von 

Occludin (rot) und CD4 (grün), die Pfeilspitzen kennzeichnen CD4-positive Zellen, die auf den superfizial gelegenen 

Occludin-Verband treffen, b`: vergrößerter Ausschnitt aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von Occludin (rot) c`: 

vergrößerter Ausschnitt aus C, der die lokale Herabregulation von Occludin auf Höhe der CD4-positiven Zelle zeigt; 

Längenmaßstab 50 µm 

 

4.4.3 Interaktion von Occludin mit FoxP3-positiven Zellen 

Insgesamt 18 Gewebeproben wurden für die Doppelfärbung mit dem FoxP3-Antikörper 

und anti-Occludin rabbit gefärbt. Dabei handelt es sich um 10 Spät- und 8 Frühformen. 

6 der 18 Proben (33%) zeigten eine nähere Lokalisation zwischen den FoxP3-Zellen 

und Occludin, wobei es sich um 4 Spät- und 2 Frühformen handelt. In allen anderen 

Fällen war der Abstand zwischen den Occludin-gefärbten Keratinozyten und den tiefer 

in der Haut liegenden FoxP3-positiven Zellen so groß, dass von keinem Zusammenhang 

zwischen den Zellen und dem Tight Junction-Protein Occludin ausgegangen werden 

konnte. Um einen höheren Kontrast zwischen Occludin-Färbung und Background zu 

erreichen mit dem Ziel, die Fotografierbarkeit zu erhöhen, und außerdem zum 

Ausschluss unspezifischer Färbungen, wurden diese sechs Proben nochmals mit dem 

anti-FoxP3-Antikörper und diesmal mit einem anti-Occludin goat Antikörper gefärbt. 

Diese Färbungen zeigten eindeutig, dass es nur in einer der gefärbten Proben zu einem 

direkten Kontakt zwischen FoxP3 und Occludin kommt. Dabei ist wie schon bei den 

CD4-positiven Zellen (siehe Kapitel 4.4.2) auffallend, dass niemals eine FoxP3
+
-Zelle 

innerhalb des mit dem Occludin-Antikörper angefärbten Keratinozytenverbandes liegt. 
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Bis auf eine der Spätform zuzuordnende Gewebeprobe, in der eine Zelle oberhalb der 

Occludin-exprimierenden Keratinozyten liegt (Pfeilspitze), lagen in allen anderen 

Gewebeproben alle Zellen unterhalb der Occludin-exprimierenden Keratinozyten. Die 

folgende Aufnahme zeigt die einzige FoxP3-positive Zelle mit direktem Occludin-

Kontakt (Pfeil). Dieser führt nicht zu einer veränderten Expression von Occludin. 

 

Abbildung 27. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von Occludin und FoxP3 in einer Spätform der 

Psoriasis 

A: Phasenkontrastbild, a`: vergrößerter Ausschnitt aus A, B: Überlagerung der Immunfluoreszenzfärbungen von 

Occludin (rot) und FoxP3 (grün), b`: vergrößerter Ausschnitt aus B, C: Immunfluoreszenzfärbung von Occludin (rot) 

c`: vergrößerter Ausschnitt aus C, die Pfeilspitze zeigt auf eine FoxP3-positive Zelle oberhalb der mit dem Occludin-

Antikörper angefärbten Keratinozyten, der Pfeil zeigt auf eine FoxP3-positive Zelle, die mit einem Occludin-

exprimierenden Keratinozyten in Kontakt ist ohne veränderte Occludin-Expression, die Halbellipse zeigt auf eine 

FoxP3-positive Zelle unterhalb der mit dem Occludin-Antikörper angefärbten Keratinozyten; Längenmaßstab 50 µm 
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Auch hier gibt es keinen Zusammenhang zwischen Occludin-Expressionsmuster und 

der Menge der FoxP3-positiven Zellen in der Epidermis (siehe Abbildung 28). 

 
Abbildung 28. Zusammenhang zwischen Occludin-Expressionsmuster und Menge an FoxP3-positiven Zellen 

1: Occludin-Expression reicht bis ins Stratum basale, 2: Occludin wird im gesamten Stratum spinosum und Stratum 

granulosum exprimiert, 3: Occludin wird im oberen Stratum spinosum und Stratum granulosum exprimiert, 4: 

Occludin wird im Stratum granulosum exprimiert, 5: Occludin-Expression reicht bis ins Stratum corneum. Die 

einzelnen Messwerte stehen für verschiedene Psoriasis-Fälle. 

 

Vergleicht man die Eindringtiefe der FoxP3-positiven Zellen mit dem 

Expressionsmuster von Occludin, so zeigt sich wie bereits bei den CD4-positiven Zellen 

kein Zusammenhang. Von den 15 ausgewerteten Proben zeigten erwartungsgemäß die 

meisten ein verbreitertes Expressionsmuster (10 Proben), bei vier Proben war die 

Expression bis ins untere Stratum spinosum verbreitert und nur eine Probe zeigte ein 

normales Expressionsmuster wie es in gesunder Haut zu finden ist. Die Eindringtiefe 

der FoxP3-positiven Zellen beeinflusste dies nicht. So fanden sich beispielsweise in der 

einen Probe mit normaler aber auch in einer Probe mit stark verbreiterter Expression 

FoxP3-positive Zellen nur in der Dermis, auch fanden sich sowohl bei verbreiterter als 

auch bei stark verbreiterter Expression am häufigsten die Zellen bis im Stratum 

spinosum. Folglich gibt es bei der Eindringtiefe der Zellen im Vergleich zwischen 

verbreiterter versus stark verbreiterter Expression keine statistische Korrelation 

(p=0,1425). 
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Abbildung 29. Zusammenhang zwischen Occludin-Expressionsmuster und Eindringtiefe FoxP3-positiver 

Zellen in die Haut 

1: Infiltration von Zellen nur in die Dermis, 2: Infiltration in Dermis und Stratum basale, 3: Infiltration in Dermis, 

Stratum basale und Stratum spinosum, 4: Infiltration in Dermis, Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum 

granulosum. Occludin normal exprimiert: Stratum granulosum, Occludin verbreitert: Stratum granulosum und oberes 

Stratum spinosum, Occludin stark verbreitert: Stratum granulosum und gesamtes Stratum spinosum 
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4.5 Expression von CAR in gesunder und psoriatischer Haut und seine 

Interaktion mit JAML-positiven Zellen 

Um das Spektrum der TJ-assoziierten Proteine in der Epidermis und ihre 

Veränderungen in der Psoriasis zu erweitern, wurde der Coxsackie- and Adenovirus 

Receptor (CAR) untersucht. Das Vorhandensein von CAR in der Haut ist bedeutsam, da 

seine Interaktion mit JAML zur Migration von Neutrophilen und γδ-T-Zellen dient. 

Bisher wurde nur seine Anwesenheit in epidermalen Keratinozyten, nicht aber seine 

Lokalisation gezeigt. In gesunder humaner Haut zeigt sich eine durchgehende 

membranständige Färbung, die sich immer im Stratum basale, in manchen Proben auch 

im Stratum spinosum findet. Beim Vergleich der Lokalisation von CAR zwischen 

belichteter und unbelichteter Haut kann man einen leichten Verlust der CAR-Expression 

in belichteter Haut feststellen. So findet sich in belichteter Haut CAR seltener 

durchgehend im Stratum spinosum und Stratum basale. Dadurch entstehen in belichteter 

Haut häufiger Gewebeabschnitte, die überhaupt keine CAR-Färbung mehr aufweisen, 

beziehungsweise eine Ausdünnung der CAR-Färbung zeigen. Neben der durchgehenden 

membranständigen Färbung zeigen sich vereinzelt Felder mit intrazellulärer CAR-

Lokalisation. Die Lokalisation von CAR zeigt keine Korrelation in Bezug auf die Zahl 

der möglichen Interaktionspartner, der JAML-positiven Zellen. Diese sind in gesunder 

Haut in unterschiedlicher Menge vorhanden, ihre Menge korreliert aber nicht mit der 

Sonnenexposition. 

Das folgende Bild (siehe Abbildung 30) zeigt eine membranständige Färbung, die sich 

in der gesamten Gewebeprobe durchgehend über das gesamte Stratum basale zieht und 

stellenweise auch im Stratum spinosum zu finden ist. 
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Abbildung 30. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von CAR in gesunder Haut 

Bild entstammt Gewebeprobe uH-4: A: Phasenkontrastbild, B: Immunfluoreszenzfärbung von CAR (grün), in 

diesem Gewebeabschnitt finden sich keine JAML-positiven Zellen in der Epidermis; Längenmaßstab 50 µm 

 

Die unten stehenden Tabellen (Tabelle 2 und Tabelle 3) zeigen die Lokalisation von 

CAR in den einzelnen epidermalen Schichten und die Menge an JAML-positiven Zellen 

in den einzelnen Färbungen in gesunder Haut. 

Tabelle 2. Vorkommen von CAR und JAML-positiven Zellen in gesunder unbelichteter Haut 
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Tabelle 3. Vorkommen von CAR und JAML-positiven Zellen in gesunder belichteter Haut 

 uH=unbelichtete Haut, bH=belichtete Haut, + in dieser Epidermisschicht ist CAR durchgehend vorhanden, (+) CAR 

ist nur stellenweise in dieser Epidermisschicht vorhanden, - CAR ist nicht vorhanden, + CAR zeigt überwiegend eine 

membranständige Färbung, + vereinzelt kommen JAML-positive Zellen vor, - es sind keine JAML-positiven Zellen 

in der Epidermis zu finden 

 

In psoriatischer Haut zeigt sich CAR überwiegend ganz anders: die durchgehende 

fluoreszierende Linie der CAR-Färbung ist ständig unterbrochen, was ein zerklüftetes 

oder zerfressenes Erscheinungsbild der Färbung ergibt. Zunehmend färben sich auch 

intrazelluläre Zellanteile bis hin zu einer völlig konturenlosen fleckigen Färbung (siehe 

Abbildung 31). Diese Form der Färbung findet sich vor allem dort, wo viele JAML-

positive Zellen in die Epidermis eingewandert sind. Darüber hinaus ist diese veränderte 

Form der CAR-Färbung in psoriatischer Haut nicht mehr nur auf Stratum basale und 

Stratum spinosum beschränkt, sondern erstreckt sich stellenweise über die gesamte 

Epidermis. 
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Abbildung 31. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von CAR in einem psoriatischen Plaque (Frühform) 

bei Anwesenheit vieler JAML-positiver Zellen 

Bild entstammt Gewebeprobe F-2: A: Phasenkontrastbild von B, B: Immunfluoreszenzfärbung von CAR (grün) 

mit für die Psoriasis typischer fleckiger und konturenloser Färbung, C: Phasenkontrastbild von D, D: 

Immunfluoreszenzfärbung von JAML (rot) mit vielen angefärbten Zellen; die Färbungen entstammen Folgeschnitten; 

Längenmaßstab 50 µm 
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Dieselbe Gewebeprobe weist an einer Stelle mit wenigen JAML-positiven Zellen eine 

etwas konturenklarere, zellmembranbegrenztere Färbung auf (s. Abbildung 32). 

 

Abbildung 32. Beispiel einer Immunfluoreszenzfärbung von CAR in einem psoriatischen Plaque (Frühform) 

bei Abwesenheit JAML-positiver Zellen 

Bild entstammt Gewebeprobe F-2: A: Phasenkontrastbild von B, B: Immunfluoreszenzfärbung von CAR (grün); an 

dieser Stelle sind keine JAML-Zellen vorhanden; die CAR-Färbung zeigt noch andeutungsweise eine 

membranständige Fluoreszenz mit zusätzlich gefärbten zytoplasmatischen Anteilen; Längenmaßstab 50 µm 

 

Diese zerklüftete Färbung von CAR findet sich in allen vier untersuchten Frühformen 

und in drei der vier Spätformen. Weiterhin fällt auf, dass in allen vier psoriatischen 

Frühformen viele JAML-positive Zellen zu finden sind, bei den Spätformen sind jedoch 

nur noch in der Hälfte der Proben viele JAML-positive Zellen vorhanden. 
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Die folgenden Tabellen (Tabelle 4 und Tabelle 5) zeigen die Lokalisation von CAR in 

den einzelnen epidermalen Schichten und die Menge an JAML-positiven Zellen in den 

einzelnen Färbungen in psoriatischer Haut. 

Tabelle 4. Vorkommen von CAR und JAML-positiven Zellen bei Frühformen der Psoriasis 

 

Tabelle 5. Vorkommen von CAR und JAML-positiven Zellen bei Spätformen der Psoriasis 

F=Frühform, S=Spätform, + in dieser Epidermisschicht ist CAR durchgehend vorhanden, (+) CAR ist nur 

stellenweise in dieser Epidermisschicht vorhanden, - CAR ist nicht vorhanden, + CAR zeigt überwiegend eine 

membranständige Färbung, - CAR zeigt überwiegend intrazelluläre Färbung, ++ es sind sehr viele JAML-positive 

Zellen zu sehen, + vereinzelt kommen JAML-positive Zellen vor, - es sind keine JAML-positiven Zellen in der 

Epidermis zu finden 
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5 Diskussion 

5.1 Für die Pathogenese der Psoriasis relevante Tight Junction-Proteine 

Tight Junctions dienen in Epithelien und Endothelien als Barrieren (Dragsten et al., 

1981, van Meer and Simons, 1986). Darüber hinaus sind Tight Junction-Proteine aber 

auch wichtig für Proliferation und Differenzierung (Matter et al., 2005) sowie für 

Adhäsion und Apoptose (Rachow et al., 2013). Da in läsionaler psoriatischer Haut die 

Barrierefunktion aber auch Proliferation und Differenzierung gestört sind, liegt es nahe, 

die Rolle der Tight Junction-Proteine bei dieser Erkrankung zu untersuchen. 

Bereits in früheren Arbeiten wurde für die Tight Junction-Proteine ZO1 und Occludin 

eine verbreiterte Expression beim Spättyp der Psoriasis (Plaques-Typ) beschrieben 

(Pummi et al., 2001, Yoshida et al., 2001, Brandner et al., 2006, Kirschner et al., 2009). 

Kirschner et al. konnten zeigen, dass die veränderten Expressionen dieser Tight 

Junction-Proteine auch schon in der Frühform der Psoriasis vorhanden sind, allerdings 

wurde in diesen Arbeiten nicht systematisch untersucht, ob dies in allen Früh- bzw. 

Spätformen der Fall ist. In der vorliegenden Arbeit konnte ich die bereits beobachtete 

verbreiterte Expression von ZO1 und Occludin bestätigen. Für ZO1 konnte ich darüber 

hinaus zeigen, dass tatsächlich in allen Früh- bzw. Spätformen eine verbreiterte 

Expression von ZO1 zu beobachten ist. Diese Verbreiterung ist unterschiedlich stark 

ausgeprägt, allerdings korreliert dies nicht mit dem Vorhandensein der Früh- oder 

Spätform, sondern mit der Eindringtiefe und der Anzahl CD4-positiver Zellen, vor 

allem regulatorischer T-Zellen. 

Für Occludin konnte ich zeigen, dass in 42,9% der Frühformen (n=3) und 20% der 

Spätformen (n=2) keine Veränderung im Vergleich zu normaler Haut gefunden wird. 

Das zeigt, dass nicht alle psoriatischen Proben Veränderungen von Occludin zeigen, 

und dass diese Veränderungen für ZO1 ausgeprägter sind. Es gibt eine Tendenz der 

häufigeren Verbreiterung der Occludin-Färbung in der Spätform, dies ist aber nicht 

statistisch signifikant. 

Für Claudin-1 wurden in der Literatur unterschiedliche Veränderungen beschrieben, so 

wurden Herabregulationen beschränkt auf die oberen und unteren Schichten gefunden 

(Brandner et al., 2006), starke Herabregulationen in allen Schichten (Watson et al., 
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2007) bis hin zu keinen Veränderungen (Peltonen et al., 2007). Ich konnte in dieser 

Arbeit zeigen, dass eine Herabregulation in den unteren Schichten in allen Früh- und 

Spätformen zu beobachten war. Allerdings fand man in den Frühformen in 33% der 

Fälle (n=3) nur eine Herabregulation im Stratum basale, während in der Spätform in 

allen Fällen (n=5) eine Herabregulation im Stratum basale und im unteren Stratum 

spinosum zu beobachten war. Allerdings ist die Ausprägung der Herabregulation bei 

den Frühformen sehr variabel, so konnte bei einem Drittel der Frühformen (n=3) auch 

eine verstärkte Herabregulation gesehen werden, sodass Claudin-1 nur noch im Stratum 

granulosum exprimiert wurde. Es ist aber nicht auszuschließen, dass sowohl für 

Occludin, als auch für Claudin-1 bei einer weiteren Erhöhung der Fallzahl ein 

signifikanter Unterschied zwischen Früh- und Spätform gesehen werden könnte. 

In ihrer Dissertation konnte Nina Kirschner zeigen, dass in psoriatischen Hautproben 

Tight Junctions intakte Barrieren bilden. Allerdings liegt diese Barriere nicht wie in 

gesunder Haut in der obersten lebenden Schicht, sondern in tieferen Schichten der 

Epidermis, dort, wo man eine Kolokalisation von TJ-Proteinen vorfand (Kirschner, 

2010). Interessant wäre für die Zukunft nun, Proben von Patienten mit unterschiedlicher 

Ausprägung der Veränderung der TJ-Proteine zu untersuchen, und zu sehen, wie sich 

dies auf die Lokalisation der TJ-Barriere auswirkt. 

5.2 Interaktionen zwischen Tight Junction-Proteinen und Immunzellen 

und ihre mögliche Bedeutung 

Ich konnte in dieser Arbeit zeigen, dass die verbreiterte Expression von ZO1 signifikant 

mit der Eindringtiefe von CD4-positiven Zellen im Allgemeinen und FoxP3-positiven 

Zellen im Speziellen korreliert. Darüber hinaus korreliert es auch mit der Anzahl 

FoxP3-positiver Zellen. Dahingegen konnte ich keine Korrelation zwischen der Zahl 

CD4-positiver bzw. FoxP3-positiver Zellen und der verbreiterten Expression von 

Occludin beobachten. Auch für die Claudin-1-Expression konnte keine Korrelation zur 

Eindringtiefe oder Zellzahl gefunden werden.  

5.2.1 Interaktion der T-Lymphozyten mit ZO1 

Ein auffallender Zusammenhang besteht zwischen der Expression von ZO1 und CD4
+
-

Zellen. Hier korreliert das Expressionsmuster mit der Eindringtiefe der Zellen in die 

epidermalen Schichten, was bedeutet, dass die CD4
+
-Zellen nur dann in höher 

gelegenen Schichten zu finden sind, wenn die Expression von ZO1 verbreitert ist. Bei 
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gering verbreiterter ZO1-Expression dringen die CD4
+
-Zellen nur bis maximal ins 

Stratum basale vor. Dies könnte darauf hin deuten, dass die Zellen leichter durch das 

Epithel migrieren können, wenn ZO1 vermehrt vorhanden ist. Ebenso ist es aber auch 

möglich, dass das Eindringen der CD4
+
-Zellen einen Einfluss auf die ZO1-Expression 

hat, was bedeuten würde, dass die ZO1-Expression umso breiter ist, je mehr CD4
+
-

Zellen in der Epidermis sind und je weiter die Eindringtiefe der Zellen ist. 

Liegen ZO1 und CD4 in direkter Nähe, so kommt es in zwei Drittel der Fälle zur 

Unterbrechung der ZO1-Expressionslinie. Auch wenn in einem Drittel der direkten 

Kontakte keine Herabregulation zu sehen ist, hinterlässt eine größere Anzahl an CD4
+
-

T-Zellen das Bild einer Zerstückelung des ZO1-Musters.  

Da die FoxP3-positiven Zellen eine Subpopulation der CD4
+
-Zellen darstellen, macht es 

Sinn, diese Zellen im Kontext der Ergebnisse für die CD4
+
-Zellen zu betrachten. 

FoxP3-positive Zellen sorgen in ihrer Umgebung generell für eine Herabregulation von 

ZO1. Sie gehören also zu den zwei Dritteln der CD4
+
-Zellen, die ZO1 herabregulieren. 

Allerdings scheint es neben den FoxP3-positiven Zellen noch andere Subtypen CD4-

positiver Zellen zu geben, die an der Herabregulation von ZO1 beteiligt sind. Um 

welche Subpopulationen es sich dabei handelt, sollte Gegenstand weiterer Arbeiten sein. 

Es stellt sich nun zum einen die Frage nach dem Mechanismus, wie FoxP3-positive 

Zellen bzw. CD4-positive Zellen ZO1 herabregulieren, zum anderen, was dies für 

Konsequenzen für die Zelle hat. Da es sich bei ZO1 um ein zytoplasmatisches Molekül 

handelt, ist es unwahrscheinlich, dass von den T-Lymphozyten abgegebene Proteasen 

zu der Herabregulation führen. Wahrscheinlicher ist die Interaktion mit 

Zelloberflächenrezeptoren und einer anschliessenden Beeinflussung von ZO1. Dies 

sollte in weiteren Arbeiten geklärt werden. 

Balda et al. (Balda et al., 2003) fanden einen Zusammenhang zwischen ZO1 und der 

Proliferation von MDCK-Zellen, einer epithelialen Zelllinie aus der Niere des Hundes. 

Sie fanden einen Transkriptionsfaktor, ZONAB, dessen Heraufregulation zu einer 

erhöhten Proliferation führt. Die Menge nukleären ZONABs wird über die Bindung an 

ZO1 reduziert, was zur erniedrigten Proliferation führt. Dies könnte zeigen, dass die 

CD4-positiven und die FoxP3-positiven Zellen durch die Verminderung von ZO1 über 

diesen ZONAB/ZO1-pathway die Proliferation fördern und auf diesem Weg zum 
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klinischen Erscheinungsbild der Psoriasis beitragen. Kirschner et al. (Kirschner et al., 

2013) konnten zeigen, dass ZO1 wichtig ist für die Barrierefunktion von Keratinozyten 

gegenüber Ionen sowie kleinen und großen Molekülen bis zu 40 kDa. Somit kann 

vermutet werden, dass ZO1 wichtig ist für die Barrierefunktion von noch größeren 

Strukturen und damit auch von Entzündungszellen. Eine Herabregulation würde somit 

dafür sprechen, dass sich die CD4-positiven Zellen einen Weg durch die TJs gebahnt 

haben. 

Im Gegensatz dazu haben die CD8
+
-Zellen keinen Einfluss auf die ZO1-Färbung. 

Weder kommt es zu einer unterschiedlichen Lokalisation der Zellen in der Epidermis 

bei unterschiedlich stark ausgeprägter ZO1-Expression, noch lassen sich Veränderungen 

im Umfeld der Zellen erkennen. Auf Grund der Schwierigkeiten bei den Färbungen mit 

dem CD8-Antikörper und aufgrund fehlender relevanter Ergebnisse bei der 

Doppelfärbung mit ZO1 wurde auf weitere Färbungen mit dem CD8-Antikörper 

verzichtet. 

5.2.2 Interaktion der T-Lymphozyten mit Claudin-1 

Die Färbung mit dem Claudin-1-Antikörper und CD4
+
-Antikörper zeigt, dass es Zellen 

gibt, die sowohl Claudin-1 als auch CD4 exprimieren. Eine Herabregulation von 

Claudin-1 auf den Keratinozyten findet sich nur in der Umgebung ausschließlich CD4-

exprimierender T-Zellen. In der Umgebung koexprimierender T-Zellen ist Claudin-1 

nicht herunterreguliert. Dies lässt darauf schließen, dass die Koexpression eine 

Möglichkeit sein könnte, durch das Epithel zu migrieren und dabei möglichst wenige 

Veränderungen an den Zell-Zell-Verbindungen der Keratinozyten zu bewirken. 

Ähnliches wurde bereits zuvor bei der Migration von Occludin-präsentierenden T-

Lymphozyten beobachtet, die bei ihrer Diapedese durch Endothelien nur minimale 

Effekte an den TJs und deren Funktion hervorriefen (Alexander et al., 1998). Auf dem 

Weg durch die Epidermis hinterlassen einige, aber nicht alle, CD4
+
-Zellen – einer 

Straße ähnlich – eine Herabregulation von Claudin-1. Diese Herabregulation des 

Transmembranproteins Claudin-1 könnte durch Proteasen verursacht werden, die vom 

T-Lymphozyten sezerniert werden. Beispielsweise wurde in der perineuralen Barriere 

gezeigt, dass MMP-9 Claudin-1 herabregulieren kann (Hackel et al., 2012). Darüber 

hinaus könnten Zytokine eine wichtige Rolle spielen. Ein Merkmal der Psoriasis ist die 

Produktion von INF- und TNF- durch aktivierte, dem T-Helfer-Zell-Typ Th1 
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zugeordnete T-Lymphozyten (Prinz, 2004). INF- zeigte in Versuchen mit 

einschichtigen Epithelzellen eine Umverteilung von Claudin-1 von den Zell-Zell-

Grenzen in das Zytoplasma (Bruewer et al., 2003). Dies könnte die fehlende Expression 

von Claudin-1 in unmittelbarer Umgebung der T-Lymphozyten erklären. 

Interessanterweise wurde allerdings sowohl für IL-17 als auch für IL-22, die beide 

ebenfalls in der Psoriasis eine wichtige Rolle spielen, in intestinalen Zellen eine 

hochregulierende Wirkung auf Claudin-1 beschrieben (Mizuno et al., 2014, Kinugasa et 

al., 2000). Leider war es nicht möglich, in dieser Arbeit die Färbung für IL-17 und IL-

22 zu etablieren, um der Fragestellung, ob die CD4-positiven Zellen, die zur 

Herabregulation von Claudin-1 führen, IL-17- oder IL-22-positiv sind, nachzugehen. 

In der Färbung mit Claudin-1-Antikörpern verhalten sich die FoxP3
+
-Zellen analog den 

CD4
+
-Zellen. Auch hier zeigen manche FoxP3

+
-Zellen eine Koexpression mit 

Claudin-1. Auffallend ist, dass es nur in der Umgebung Cldn-1
-
FoxP3

+
-Zellen zu einer 

Herabregulation von Claudin-1 und einer hinter den Immunzellen liegenden „Straße“ 

fehlender Expression kommt. Die Cldn-1
+
FoxP3

+
-Zellen weisen hingegen keine 

Unterbrechung des Claudin-1-Netzwerkes der Keratinozyten auf. 

Auch hier stellt sich die Frage nach dem Effekt der Herabregulation von Claudin-1 in 

den Keratinozyten. Wie für ZO1 konnte auch für Claudin-1 gezeigt werden, dass es für 

die Barrierefunktion von Ionen sowie kleinen und großen Molekülen wichtig ist 

(Kirschner et al., 2013). Somit könnte auch hier die Herabregulation eine Öffnung des 

interzellulären Weges für die jeweilige Immunzelle wiederspiegeln. 

5.2.3 Interaktion der T-Lymphozyten mit Occludin 

Ebenso wie ZO1 findet man Occludin nicht in den CD4-positiven Zellen. Darüber 

hinaus gibt es keine Korrelation des Expressionsmusters von Occludin mit der Menge 

oder Eindringtiefe von CD4-positiven Zellen. Im direkten Kontakt wird Occludin distal 

der CD4-positiven
 
Zellen herabreguliert, sodass eine Kerbe im Occludinnetz entsteht. 

Allerdings sind die CD4
+
-Zellen immer nur am proximalen Rand des 

Occludinnetzwerkes zu finden. Dies könnte darauf hin deuten, dass die CD4
+
-Zellen 

nicht so leicht durch das Occludinnetz migrieren können. 
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Der direkte Kontakt zwischen FoxP3-Zelle und Occludin führte nicht zu einer 

veränderten Expression. Da allerdings nur ein einziger dieser Kontakte beobachtet 

wurde, kann daraus keine Schlussfolgerung gezogen werden.  

Die Undurchdringbarkeit des Occludin-Neztwerkes durch die T-Lymphozyten weist 

darauf hin, dass Occludin das restriktivste der Tight Junction-Proteine ist und die 

bedeutendste Barriere für die Immunzellen nach außen darstellt. Wie bereits erwähnt 

konnten Alexander et al. zeigen, dass T-Lymphozyten existieren, die auf ihrer 

Oberfläche Occludin exprimieren und dass sie dies dazu nutzen, durch Endothelien zu 

wandern (Alexander et al., 1998, Edelblum et al., 2012). Die fehlende Occludin-

Expression der hier untersuchten T-Lymphozyten könnte dafür verantwortlich sein, dass 

die Immunzellen nicht fähig sind, durch das Occludinnetzwerk zu migrieren und somit 

nicht an die Hautoberfläche weiter wandern. 

5.3 Lokalisation und Expressionsmuster von CAR 

Die Psoriasis ist durch den massiven Einstrom von Immunzellen in Dermis und 

Epidermis gekennzeichnet. Um diesen Einstrom in Zukunft therapeutisch modulieren zu 

können, sind Kenntnisse der Migrationswege von Bedeutung. Die Suche nach 

Adhäsionsmolekülen, die die transepitheliale Migration regulieren, könnte neue 

Zielstrukturen für die Therapie entzündlicher Erkrankungen liefern (Zen et al., 2005). 

Einer dieser Wege, für den die Migration von γδ-T-Zellen nachgewiesen ist, führt über 

den Cocksackie-and-Adenovirus-Receptor. Dieser Rezeptor ist ein Protein der 

Immunglobulin-Superfamily (Tomko et al., 1997) und Bestandteil der Tight Junctions 

(Cohen et al., 2001). Er wird von γδ-T-Zellen als costimulatorisches Signal zur 

Migration durch Epithelien benutzt. Hierzu bindet der auf -T-Zellen exprimierte 

Ligand JAML an CAR (Zen et al., 2005). 

Neben der CAR-JAML-Bindung konnte für γδ-T-Zellen auch eine weitere Möglichkeit 

der Diapedese über Occludin nachgewiesen werden (Edelblum et al., 2012). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Lokalisation von CAR in humaner 

gesunder und psoriatischer Haut beschrieben. Der Coxsackie-and-Adenovirus-Receptor 

wird in gesunder humaner Haut durchgehend im Stratum basale und in einigen Proben 

auch im Stratum spinosum als membranständige Färbung beobachtet, nur selten finden 

sich abgrenzbare Stellen zytoplasmatischer Färbungen. Die Lage im unteren Teil der 
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Epidermis spricht dafür, dass CAR nicht in Tight Junctions lokalisiert ist, da diese nur 

im Stratum granulosum vorhanden sind (Kirschner, 2010), sondern in anderen 

Strukturen oder frei in der Plasmamembran. In Haut, die Sonnenexposition ausgesetzt 

war, ist die CAR-Expression weniger stark ausgeprägt. Es scheint in gesunder Haut 

keine Beeinflussung der CAR-Expression durch die An- oder Abwesenheit JAML-

positiver Zellen zu geben. 

In psoriatischer Haut verändert sich die CAR-Färbung vollständig. CAR ist nun nicht 

mehr in der Zellmembran, sondern überwiegend intrazellulär lokalisiert. Die Färbung ist 

zudem häufig unterbrochen. Diese fleckenhafte Färbung verstärkt sich noch, wenn viele 

JAML-positive Zellen vorhanden sind, was zeigt, dass die Anwesenheit JAML-positiver 

Zellen die intrazelluläre Lokalisation von CAR fördert. Dies ist überraschend, würde 

man doch erwarten, dass umso mehr CAR zellmembranständig lokalisiert ist, umso 

mehr JAML-positive Zellen als Interaktionspartner zur Verfügung stehen. Eine 

Erklärung könnte darin liegen, dass die Keratinozyten sich durch den Rückzug von 

CAR in die Zelle vor der Aktivierung durch die JAML-positiven Zellen schützen. 

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine Untersuchung von CAR in muriner Haut und seiner 

Veränderung bei Hitzestress veröffentlicht (Deng et al., 2013). Die von den Autoren 

beschriebene „mild positive staining“ in den Keratinozyten der gesunden murinen Haut 

spezifiziert leider nicht, in welcher Schicht die Färbung vorhanden war und ob in der 

Membran oder intrazellulär. Die in der Publikation vorhandenen Bilder waren leider 

nicht aussagekräftig. 

Generell sollte aber die CAR-Färbung mit einem zweiten Antikörper, der nach 

Möglichkeit ein anderes Epitop erkennt, verifiziert werden, um Färbeartefakte 

auszuschließen. Parallel durchgeführte Isotypkontrollen zeigten ein eindeutig negatives 

Ergebnis, was zumindest einen Färbeartefakt unwahrscheinlich macht. 

Die Lokalisation und Verteilung des Coxsackie-and-Adenovirus-Receptors ist von 

großer Bedeutung auch für therapeutische Ansätze. Adenoviren sind als Vektor im 

Gentransfer und in der Gentherapie weithin im Einsatz (Philipson and Pettersson, 2004). 

Der Rezeptor kann aber nur dann als therapeutisches Ziel genutzt werden, wenn sein 

Vorkommen im pathologischen Gewebe bekannt ist. Die meisten Studien zur 

Gentransfektion durch Adenoviren stammen aus der onkologischen Forschung. Hier 
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ergibt sich das Problem, dass viele Typen maligner Zellen nur einen niedrigen Level an 

CAR exprimieren und allein schon aus diesem Grund resistent gegenüber der Infektion 

durch Adenoviren sind (Rein et al., 2004, Cripe et al., 2001, Miller et al., 1998, Hemmi 

et al., 1998). Interessant wäre zu untersuchen, ob CAR auch hier womöglich als Folge 

einer Immunreaktion gegen die maligne Zelle Rückzugsmechanismen in das 

Zytoplasma nutzt und deshalb nicht mehr membranständig zum Gentransfer zur 

Verfügung steht. 

Mehrfach wurde bislang ein Einfluss von CAR auf die Zellproliferation bzw. Apoptose 

beschrieben. Allerdings verhält sich CAR in unterschiedlichen Geweben 

unterschiedlich. So führt bei Blasenkrebszellen die angestiegene CAR-Expression zur 

Heraufregulation von p21 und in der Folge zur Anhäufung des Retinoblastom-Proteins, 

was letztendlich zur Apoptose der Zelle führt (Okegawa et al., 2001). In 

Brustkrebszellen ist die CAR-Expression aufgrund eines Östrogeneffekts 

heraufreguliert, was zur Proliferation der Krebszellen führt (Vindrieux et al., 2011). 

Auch in murinen Verbrennungswunden steigt die CAR-Expression als Antwort auf 

Verletzungsfaktoren (Deng et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, 

dass die membranständige Expression von CAR zu Gunsten einer intrazellulären 

Expression zurückgeht. Da die Psoriasis einhergeht mit einer vermehrten Proliferation 

der Keratinozyten, würde dies die Hypothese von intrazellulärem CAR als 

wachstumsfördernden Faktor stützen. Dies würde zu den Schlussfolgerungen von Deng 

et al. passen, die ein erhöhtes Level von CAR in Verbrennungswunden als 

proliferationsfördernd postuliert haben. Es bleibt herauszufinden, welche Faktoren CAR 

herauf- bzw herabregulieren und inwiefern Immunzellen wie -T-Zellen einen Einfluss 

auf diese Regulation haben. Dabei sollte sicherlich ein Augenmerk auf die von den 

Immunzellen produzierten Zytokine geworfen werden, da für diese bereits 

modulierende Einflüsse auf TJ-Proteine vorbeschrieben sind (Bruewer et al., 2003). 
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6 Zusammenfassung 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem veränderten Expressionsmuster der Tight 

Junction-Proteine ZO1, Claudin-1 und Occludin in der Früh- und Spätform der Psoriasis 

und dem Zusammenhang zwischen diesen Veränderungen und CD4
+
-, FoxP3

+
- und 

CD8
+
- T-Zellen. Dabei konnten verschiedene Interaktionen zwischen den Immunzellen 

und den umgebenden Tight Junction-Proteinen beobachtet werden. Darüber hinaus 

wurde die Lokalisation eines weiteren möglichen TJ-Proteins, des Coxsackie-and-

Adenovirus-Receptors (CAR) in humaner gesunder Haut und in Psoriasis charakterisiert 

und in Zusammenhang mit Immunzellen, die den Interaktionspartner JAML tragen, 

gestellt. 

Generell konnte ich zeigen, dass es keinen Zusammenhang zwischen dem Grad der 

Verbreiterung der Expression von ZO1 und dem Vorliegen der Früh- und Spätform der 

Psoriasis gab. Bezüglich Claudin-1 zeigte sich eine Tendenz der häufigeren 

Herabregulation in unteren Schichten des Stratum spinosums in der Spätform verglichen 

zur Frühform, dies war aber nicht signifikant. Dasselbe gilt für die verbreiterte 

Expression von Occludin, die tendentiell breiter in der Spät- als in der Frühform 

beobachtet wurde. 

Bezüglich der Interaktion von T-Lymphozyten mit ZO1 zeigte sich, dass bei etwa zwei 

Drittel aller CD4
+
-Zellen in direktem Kontakt mit ZO1-positiven Keratinocyten eine 

Herabregulation von ZO1 in den Keratinocyten beobachtet werden kann. Zu diesen 

herabregulierenden CD4
+
-Zellen gehören die FoxP3

+
-Zellen, deren Anwesenheit 

grundsätzlich mit einer Herabregulation assoziiert ist. Des Weiteren korreliert eine 

verbreiterte ZO1-Expression in der Epidermis mit einer größeren Eindringtiefe sowohl 

der CD4-positiven als auch der FoxP3-positiven Zellen in höhergelegene epidermale 

Schichten. Die CD8
+
-Zellen zeigten keine Korrelation zur Expression von ZO1. 

Für Claudin-1 konnte ich keine Korrelation zwischen der Expression in den 

verschiedenen epidermalen Schichten und der Eindringtiefe von CD4
+
- bzw. FoxP3

+
-

Zellen beobachten. Interessanterweise gibt es aber sowohl CD4
+
- als auch FoxP3

+
-

Zellen, die Claudin-1 exprimieren. Diese koexprimierenden Zellen werden zwischen 

den Claudin-1 exprimierenden Keratinozyten gefunden, ohne Unterbrechung des 
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Claudin-1-Netzwerkes. Allerdings beobachtet man manchmal zwischen dem Stratum 

basale und der Lokalisation der CD4
+
- bzw. FoxP3

+
-Zelle auf ihrem Weg durch das 

Epihel eine Herabregulation der Claudin-1-Färbung. Letzteres gilt auch für einige 

CD4
+
-Zellen, die negativ für Claudin-1 sind. Diese Zellen zeigen auch häufig eine 

Herabregulation von Claudin-1 in ihrer unmittelbaren Umgebung. Für FoxP3
+
-Zellen, 

die Claudin-1-negativ sind, beobachet man für alle Zellen in ihrer Umgebung und auf 

ihrem Migrationsweg eine Claudin-1-Herabregulation. 

Auch für Occludin konnte ich keine Korrelation zwischen der Eindringtiefe der CD4-

positiven bzw. FoxP3
+
-positiven Zellen und der Expressionsbreite beobachten. In den 

wenigen Kontakten von T-Lymphozyten mit Occludin zeigte sich Occludin 

herabreguliert. Es wurde nur eine FoxP3
+
-Zelle in Kontakt mit Occludin-positiven 

Zellen gefunden, diese führte nicht zur Herabregulation. Auffallend ist, dass die 

untersuchten Immunzellen sich ausschließlich proximal des Occludin-Netzwerkes 

finden. Occludin scheint also eine wichtige Barrierefunktion gegenüber den T-

Lymphozyten zu haben. 

Der Coxsackie-and-Adenovirus-Receptor wird in gesunder Haut durchgehend im 

Stratum basale und teilweise im Stratum spinosum als membranständige Färbung 

beobachtet, nur selten findet sich zusätzlich eine intrazelluläre Färbung. Dies zeigt, dass 

dieses Protein in der Epidermis nicht in Tight Junctions, die ausschließlich im Stratum 

granulosum vorhanden sind, lokalisiert ist, sondern in anderen Strukturen oder frei in 

der Membran vorliegt. In Haut, die Sonnenexposition ausgesetzt war, ist die CAR-

Expression weniger stark ausgeprägt. Es scheint in gesunder Haut keine Beeinflussung 

der CAR-Expression durch JAML-positive Zellen zu geben. In psoriatischer Haut ist die 

CAR-Färbung vor allem intrazellulär, zum Teil auch lückenhaft. Die Anwesenheit 

JAML-positiver Zellen erhöht die intrazelluläre Lokalisation. 
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