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1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist das grofite Organ des menschlichen Korpers. Als dynamische Grenzflache
zwischen Korper und Umwelt ibernimmt sie als Barriere eine essenzielle Schutzfunktion,
und ist gleichzeitig ein Medium der Wahrnehmung, Kommunikation und des Austausches.
Neben diesen Funktionen ist die Haut Ausdruck des physischen und psychischen
Allgemeinzustandes eines Menschen.

Die Haut setzt sich aus insgesamt drei Schichten zusammen: Epidermis, Dermis und
Subkutis (Abb. 1.1 A). An der Oberflache liegt die Epidermis, ein mehrschichtiges
verhornendes Plattenepithel, welche fiir die Barrierefunktion der Haut verantwortlich ist.
Die Epidermis ist ein dynamisches Gefiige, welches kontinuierlich durch Zellteilung im
Stratum basale (SB) und Wanderung der Keratinozyten in Richtung Hautoberflache
erneuert wird. Sie besteht hauptséchlich aus Keratinozyten, welche anhand ihrer Funktion
und Morphologie wiederum in vier Schichten unterteilt werden (Abb. 1.1 B). Im Stratum
basale (SB), dessen Zellen {iber Hemidesmosomen an der Basallamina befestigt sind,
befinden sich die Stammzellen der Haut. Unter physiologischen Bedingungen ist dies die
einzige Schicht, in der Proliferation stattfindet. Auf der Wanderung in Richtung
Hautoberfldche durchleben die Keratinozyten morphologische und physiologische
Verianderungen, sie differenzieren, und bilden unterschiedliche Zell-Zell-Kontakte. Diese
Zell-Zell-Kontakte sind nicht permanent, sondern unterliegen einem stindigen Auf- und
Abbau. Die Differenzierung von Keratinozyten ist ein sehr komplexer, unidirektionaler,
unter physiologischen Bedingungen, irreversibler Prozess (Candi et al. 2005). Der
Differenzierungsgrad der Zellen geht mit der Synthese jeweils charakteristischer Proteine,
den Cytokeratinen, einher, die als Differenzierungsmarker definiert wurden (Fuchs 1990).
In vitro unterliegt die Expression der verschiedenen Cytokeratine einer strikten Regulation
durch die extrazelluldre Ca2+-Konzentration (Yuspa et al. 1989). Die undifferenzierten
Keratinozyten des SB exprimieren die Cytokeratine 5 (CKS5) und 14 (CK14). Die
Keratinozyten des angrenzenden Stratum spinosum (SS) sind durch zahlreiche
Desmosomen, vernetzt. Diese verleihen den Zellen ihre typische polygonale Form.
Charakteristisch fiir die Keratinozyten des SS sind die sogenannten frithen
Differenzierungsmarker CK1 und CK10. Die Keratinozyten des Stratum granulosum (SG)

sind abgeflacht und enthalten Keratohyalingranula, die Profilaggrin enthalten, sowie



lamellar bodies, auch Odland-Korperchen genannt. Diese sind reich an Lipiden und
Enzymen und werden an der Grenze vom SG zum Stratum corneum (SC) in den
Interzellularraum sezerniert (Holleran et al. 2006). Das SC bildet die duBBerste Schicht der
Epidermis, es besteht aus sehr flachen Zellen, die weder Zellkern noch Organellen besitzen
— den Korneozyten. Zudem werden in den differenzierten Schichten der Epidermis
Involucrin, Loricrin und Filaggrin exprimiert (Watt 1983; Mehrel et al. 1990; Candi et al.
2005). Filaggrin spielt eine wichtige aber bisher noch nicht klar identifizierte Rolle in der
Integritdt und Barrierefunktion des SC (Irvine et al. 2011). Durch Quervernetzung entsteht
der sog. cornified envelope (Polakowska und Goldsmith 1991; Reichert et al. 1993),
welcher iiberméfBigen Wasserverlust verhindert, und vor dem Eindringen von Pathogenen
schiitzt (Candi et al. 2005). Der Schutz vor duleren Einfliissen, wie Strahlung,
Chemikalien oder Pathogenen wird auch als outside-in barrier bezeichnet, der Schutz vor
iibermiBigem Wasserverlust als inside-out barrier. Zur Erfiilllung dieser Barrierefunktion
tragen neben dem SC auch die Tight junctions im SG bei (s. Kap. 1.2).

Neben den Keratinozyten finden sich in der Epidermis noch weitere Zelltypen, darunter

Melanozyten, Merkel-Zellen, Lymphozyten und Langerhans-Zellen.
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Abbildung 1.1: Aufbau der Haut. (A) Die Haut besteht aus Epidermis, Dermis und
Subkutis. (modifiziert im Rahmen der CCC Annual License — Academic (Moll 2016)) (B)

A
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Die Epidermis setzt sich aus vier Schichten zusammen: An das Stratum basale, in dem die
Proliferation stattfindet, schliefen sich nach au3en hin das Stratum spinosum, Stratum

granulosum und das Stratum corneum an, in denen die Keratinozyten differenzieren und



schlieBlich als Korneozyten abgeschilfert werden (Details s. 1.1). (modifiziert im Rahmen

der CCC Annual License — Academic (Fritsch 2009))

1.2 Tight junctions

Tight junctions (TJs) sind Zell-Zell-Kontakte, die an der Barrierefunktion von
Zellschichten beteiligt sind.

TJs setzen sich aus einer Vielzahl unterschiedlicher Transmembran- und Plaque-
Proteine zusammen, welche intrazellulér eine Verbindung zum Aktin-Zytoskelett
herstellen. Die Zusammensetzung der TJs ist abhingig vom Differenzierungsstatus der
Zelle, dem Zelltyp, sowie von weiteren physiologischen und pathologischen Einfliissen.
Generell konnten bisher sowohl in humaner, als auch in muriner Epidermis diverse TJ-
Proteine, darunter Cldn-1, Cldn-4, Occludin und ZO-1 lokalisiert werden (Brandner et al.
2015).

Die charakteristischen Tight-junction-Strukturen (,,kissing points*; Abb. 1.2) finden
sich in der Haut an der apikalen Seite der lateralen Plasmamembran im SG (Brandner et al.

2002).

Zelle 1 Zelle 2
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fokale
Verbindung
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Abbildung 1.2: A Elektronenmikroskopische Aufnahme charakteristischer TJ-Strukturen
im SG, sog. kissing points, ortliche Verbindungen mit einem direkten Membrankontakt
zwischen zwei Zellen (modifiziert mit Erlaubnis von John Wiley and Sons Inc. aus
Molekularbiologie der Zelle (Alberts 2011); Erlaubnis erteilt durch Copyright Clearance

Center, inc.)



B Schematische Darstellung von TJ-Strukturen (modifiziert mit Erlaubnis von Macmillan

Publishers Ltd: Nature Reviews Molecular Cell Biology (Zihni et al. 2016)).

In der Haut konnte eine Barrierefunktion von TJs als inside-out Barriere fiir kleine (557
Da) und groB3e (32 kDa) Molekiile (Furuse et al. 2002; Kirschner et al. 2010; Yoshida et al.
2013) und als outside-in Barriere flir 45kDa FITC-Ovalbumin nach Stérung der
Barrierefunktion des SC nachgewiesen werden (Kubo et al. 2009). Die Permeabilitdt der
TJ Barriere wird vorwiegend durch Claudine bestimmt (als Ubersichtsartikel siche
Brandner und Schulzke 2015). Zudem erfiillen TJs vermutlich eine sogenannte
Zaunfunktion (fence function), eine Diffusionsbarriere fiir Lipide innerhalb der
Plasmamembran zwischen apikalem und basolateralem Kompartiment (Ajaz et al. 2006;
Schneeberger und Lynch 2004).

Die TJ-Proteine sind innerhalb der Epidermis unterschiedlich verteilt und liegen in der
Haut auch auflerhalb der TJ-Strukturen im SG vor, was auf eine zusétzliche, von diesen
Strukturen unabhingige Rolle hindeutet (als Ubersichtsartikel siche Brandner und
Schulzke 2015). Beispielsweise sind TJ-Proteine in die Proliferation und Differenzierung
von Keratinozyten involviert (Kirschner und Brandner 2012).

Im Folgenden werden die beiden TJ Proteine Claudin-1 und ZO-1, die in dieser Arbeit

untersucht wurden, genauer beschrieben.

1.2.1 Claudin-1 (Cldn-1)

Claudin-1 (Cldn-1) ist ein Transmembranprotein, welches unter physiologischen
Bedingungen in allen Schichten der Epidermis in humaner Haut und allen lebenden
Schichten der Epidermis in Maushaut zu finden ist. (als Ubersichtsartikel siche Brandner
und Schulzke 2015)

Cldn-1 ist von essenzieller Bedeutung fiir die Barrierefunktion der Haut. Ein Cldn-1
Knock-out fithrt in Méusen zu einem deutlich erhdhten transepidermalen Wasserverlust
(transepidermal water loss, TEWL), einem Parameter der inside-out Barriere, welcher
bereits am ersten Tag post partum zum Tod der Méuse fiihrt (Furuse et al. 2002). Der
Anstieg des TEWL ist Folge einer gesteigerten Permeabilitidt des SC (Sugawara et al.
2013), woran deutlich wird, dass Cldn-1 nicht nur Teil der TJ-Barriere ist (Kirschner et al.
2013), sondern zusétzlich die Barrierefunktion des SC beeinflusst. Dies konnte auch in

humanen Keratinozyten gezeigt werden (Kirschner et al. 2013). /n vitro ist Cldn-1 an der



Barrierefunktion der TJs in Keratinozyten fiir Calcium, Natrium, Chlorid, sowie fiir kleine
und groBBe Molekiile (bis zu 40 kDa) beteiligt (Kirschner et al. 2013).

In einer Studie aus dem Jahr 2011 wurde in nicht-ldsionaler Haut nord-amerikanischer
Patienten mit Atopischer Dermatitis auf mRNA- und Proteinebene eine verminderte Cldn-
1-Expression gefunden und mit einer Storung der Barrierefunktion der Haut assoziiert (De
Benedetto et al. 2011). Eine Verminderung der Cldn-1 Expression ist in vitro verbunden
mit einem Anstieg der parazelluldren Permeabilitdt und der Proliferation der Keratinozyten
(De Benedetto et al. 2011).

In einer aktuellen Studie mit einer europdischen Kohorte von AD-Patienten, konnte eine
verminderte Cldn-1-Expression in ldsionaler Haut gezeigt werden. Allgemeine
Verianderungen in nicht-ldsionaler Haut konnten hier allerdings nicht bestétigt werden

(Gruber et al. 2015).

1.2.2 Zonula Occludens protein 1 (ZO-1)

Z0-1 ist ein Plaqueprotein, welches sich in der Epidermis unter physiologischen
Bedingungen lediglich im SG/oberen SS befindet (Pummi et al. 2001, Brandner et al.
2002; Brandner et al. 2006). Auch ZO-1 ist wichtig fiir die Barrierefunktion von TJs in
Keratinozyten fiir Calcium, Natrium, Chlorid, kleinere und groflere Molekiile, was in
knock-down Untersuchungen gezeigt werden konnte (Kirschner et al. 2013).

Diese knock-down-Ergebnisse deuten darauf hin, dass TJs einen Beitrag zur Bildung
und Aufrechterhaltung des Ca2+-Gradienten leisten. Auch die Arbeit von Kurasawa et al.
2011 unterstiitzt diese Hypothese. Er konnte an Hautmodellen zeigen, dass eine Stérung
der TJ-Barriere mit Natrium-Caprat zu einem Verlust des Ca2+-Gradienten vom SB zum
SG fiihrt. Zudem fand sich eine erhohte Anzahl proliferierender Zellen und eine Stérung
des Differenzierungsprozesses. Allerdings wurde in dieser Studie nicht die Expression von
TJ-Proteinen untersucht. Dariiber hinaus wirkt Natrium-Caprat nicht spezifisch auf die TJ-
Barriere, sondern bewirkt {iber einen Phospholipase C vermittelten Anstieg der
intrazelluldaren Ca2+ -Konzentration eine Kontraktion des Zytoskeletts, welches mit AJs
und TJs verbunden ist. Durch das Zusammenziehen der Zelle und der daraus resultierenden
Erweiterung des interzelluldren Spalts verringert sich indirekt die parazelluldre Abdichtung

durch TJs.



1.3 Atopische Dermatitis

Die Atopische Dermatitis (AD; Synonyme: Atopisches Ekzem, Neurodermitis)

ist eine chronisch-rezidivierende inflammatorische Hauterkrankung, welche héufig mit
Asthma bronchiale und anderen Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis einhergeht
(als Ubersichtsartikel sieche Bieber 2008).

AD betrifft vor allem Kinder. Die Pravalenz unter Kindern in Europa liegt in etwa
zwischen 10-20%, wobei diese sowohl in Abhéngigkeit vom Alter als auch in den
unterschiedlichen Landern variiert (Ring et al. 2010; Asher et al. 2006; Schlaud et al.
2007).

Charakteristisch fiir die AD (ldsionale Haut) ist eine ekzematdse, trockene Haut mit

starkem Juckreiz (Abb. 1.3).

Abbildung 1.3: Charakteristisches atopisches Ekzem an der Beuge-Seite beider Arme
(modifiziert mit Erlaubnis von Elsevier: Journal of Dermatological Science (Proksch et al.

2006))

Das histologische Bild eines atopischen Ekzems ist in seiner Auspriagung abhéngig von der
Akuitit der Lision. Verdnderungen in der Epidermis umfassen ein interzellulidres Odem
(Spongiose), eine Verbreiterung des Stratum spinosum (Akanthose) sowie eine verstirkte
Verhornung (Hyperkeratose). In der Dermis ist ein in erster Linie perivaskuldres,
vorwiegend lymphozytires Infiltrat zu beobachten, in dem sich vereinzelt auch eosinophile
Granulozyten befinden (Ring 2012). Auch in klinisch unauffélliger Haut von Patienten mit
atopischer Dermatitis (nicht-ldsionale Haut) besteht ein spérliches perivaskuldres T-
lymphozytéres Infiltrat (Mihm et al. 1976). Zudem findet sich bei etwa 60% der Patienten
eine erhohte IgE-Konzentration im Serum (extrinsische atopische Dermatitis).

Wichtige Differenzialdiagnosen der atopischen Dermatitis sind andere Ekzem-

Erkrankungen wie das allergische oder irritativ-toxische Kontaktekzem, das nummulére



Ekzem und bei Siuglingen vor allem das seborrhoische Ekzem (Ubersicht in Williams
2005). Weiterhin sind Hautmanifestationen im Rahmen von Immundefektsyndromen,
Psoriasis sowie infektiose Ursachen wie Scabies und Tinea zu berticksichtigen, bei
Erwachsenen sollte zusétzlich an das Ekzemstadium des kutanen T-zell-Lymphoms
gedacht werden. (Werfel et al. (2016) Leitlinie JDDG)

Die Pathogenese der Atopischen Dermatitis ist bisher lediglich in Ansétzen verstanden.
Es handelt sich um eine multifaktorielle Erkrankung, welche eine genetische
Pridisposition, eine Stérung der Barrierefunktion der Haut, sowie eine Dysregulation des
Immunsystems mit einschlieft. Die Exposition gegeniiber Umweltfaktoren spielt ebenfalls
eine Rolle (Abb. 1.4); bestimmte genetische Verdnderungen werden erst in Verbindung mit

bestimmten Umwelteinfliissen klinisch relevant.

Klima Irritation,

Umwelteinfliisse Kratzen Allergene Ps;gctl;;sscsher
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Storung der Genetische Dysregulation im
Barrierefunktion Pradisposition Immunsystem

Abbildung 1.4: Darstellung relevanter Faktoren in der Pathogenese der Atopischen
Dermatitis (modifiziert mit Erlaubnis von Elsevier: Journal of Dermatological Science

(Proksch et al. 2006))

Die Beeintriachtigung der Barrierefunktion der Haut in AD findet sich auf zwei Ebenen:
(1) Die duBlere Barriere, das Stratum corneum, weist eine Verminderung von
Ceramiden, Wasserverlust-vorbeugenden Lipiden auf (Sator et al. 2003).
Zudem zeigten IHC und ELISA assays eine verminderte Expression von

Filaggrin (FLG), einem wichtigen Struktur-Protein des SC, in ldsionaler und

nicht-ldsionaler Haut von AD-Patienten (Seguchi et al. 1996; Jensen et al.



2004), wofiir es verschiedene Griinde gibt. So stellen Loss-of-function-
Mutationen im Profilaggrin/FLG-Gen (EDC, 1g21) einen wichtigen
pradisponierenden Faktor fiir die Entwicklung einer Atopischen Dermatitis dar
(Palmer et al. 2006). Sie finden sich jedoch nur bei etwa einem Drittel
europdischer AD-Patienten (Rodriguez et al. 2009). Auch das Zytokinprofil
(IL-4 und IL-13 (Howell et al. 2009); IL-25 (Deleuran et al. 2012)) sowie
exogene Faktoren kdnnen, unabhéngig vom Mutationsstatus, eine
Verminderung der Filaggrin-Expression bewirken (Ubersicht siche Thyssen
und Kezic 2014).

(ii)  Eine Beeintrdchtigung der sekundéren Barriere, der Tight junctions im SG, wird
ebenfalls diskutiert. Eine Herabregulation von Cldn-1 und Cldn-23 fand sich in
nicht-lasionaler Haut von AD-Patienten einer Nordamerikanischen Kohorte (De
Benedetto et al. 2011). De Benedetto et al. konnten auch eine préaliminére
Assoziation verschiedener SNPs mit dem Risiko, dem Zeitpunkt des Auftretens
und dem Schweregrad der AD in einer afroamerikanischen Kohorte beobachten
(De Benedetto et al. 2011). Eine Untersuchung in einer dédnischen Kohorte fand
diesen Zusammenhang nicht (Ross-Hansen et al. 2013), aber in einer
athiopischen Kohorte konnte der Zusammenhang ebenfalls festgestellt werden
(Asad et al. 2016).

Ein weiterer Faktor, der die Barrierefunktion der Haut beeintrichtigt, ist eine gestorte

Differenzierung der Keratinozyten. In der Haut von AD-Patienten finden sich

Verianderungen in der Expression von Keratinen: das Markerprotein fiir

undifferenzierte Keratinozyten, K5, ist bereits in nicht-14sionaler Haut in suprabasalen

Schichten zu finden, was sich in ldsionaler Haut bis einschlieBlich ins SG ausdehnt

(Proksch et al. 2006); der Differenzierungsmarker K10 ist in ldsionaler Haut in den

unteren Schichten des SS reduziert (Proksch et al. 2006).

Aufgrund der gestorten Barrierefunktion konnen Allergene und Pathogene leichter in die
Haut eindringen, wodurch eine lokale Immunreaktion ausgeldst und aufrechterhalten wird.
Zudem produzieren Keratinozyten inflammatorische Botenstoffe, wie Chemokine, welche
eine Entziindung der Haut initiieren, verstirken und unterhalten konnen (Elias 2005).
Keratinozyten in lasionaler Haut produzieren vermehrt das Zytokin TSLP (thymic stromal
lymphopoietin) (Fritsch 2009), welches die Aktivierung und Auswanderung von

Langerhans-Zellen in regiondre Lymphknoten fordert. Dort induzieren sie vorzugsweise



eine TH2-dominierte Immunantwort. Damit verbunden ist ein charakteristisches Zytokin-
Profil in der Haut, welches eine erhéhte Produktion von IL-4, IL-13 und IL-31 mit
einschlieft (Williams 2005; Hénel et al. 2013). TSLP und IL-31 scheinen
Nervenendigungen zu stimulieren, die in das Empfinden von Juckreiz involviert sind.
(Misery 2014) Die Konsequenzen der Downstream-Effekte dieser Zytokine und ihre
Wechselwirkungen sind bisher jedoch nur ansatzweise verstanden. Bekannt ist, dass sie die
Barrierefunktion zusétzlich beeintrichtigen und somit das inflammatorische Milieu weiter

starken — ein Teufelskreis (Héanel et al. 2013). (Abb. 1.5)

1. Stoérung der
Barrierefunktion

Th2 Zytokin-Profil Invasion von
Allergenen/Pathogenen

Immunreaktion

Abbildung 1.5: Wechselwirkung von Barrierefunktion und Immunsystem in der AD.
Die gestorte Barrierefunktion der Haut erleichtert das Eindringen von Allergenen und
Pathogenen, welche eine Immunreaktion ausldsen. Diese Immunantwort ist TH-2-
dominiert, und schlieft ein charakteristisches Zytokin-Profil in der Haut mit ein. Diese
Zytokine bedingen eine zusétzliche Beeintrachtigung der Barrierefunktion und stirken

somit das inflammatorische Milieu — ein Teufelskreis.

Die Therapie der AD ist symptomorientiert und wird anhand der klinischen Ausprigung,
des Alters, der Lokalisation und des Leidensdruckes individuell zusammengestellt. Neben
einer dem Hautzustand angepassten Basistherapie, kann in Abhéngigkeit der oben
genannten Parameter eine lokale Applikation von Glukokortikoiden und
Calcineurininhibitoren (Tacrolimus und Pimecrolimus) zur Einddmmung der
Immunreaktion erfolgen. Bei Nichtansprechen auf diese Therapie und/oder einer
bakteriellen Superinfektion konnen zusétzlich antimikrobielle Substanzen eingesetzt
werden. In besonders schweren Fillen kann eine systemische Immunsuppression notig
sein, beispielsweise mit dem Calcineurininhibitor Ciclosporin. Eine adjuvante
Phototherapie (UVA-1, UVB-Schmal- oder Breitband, Balneo-PUVA) ist ebenfalls

moglich. Aktuell wird auch der Einsatz von Biologika diskutiert, fiir den die Studienlage



jedoch noch unzureichend ist. Daneben existieren zahlreiche weitere Therapieansétze.

(Details zu aktuellen Therapieempfehlungen siehe Leitlinie JDDG Werfel et al. 2016)

1.4 Atopic Dermatitis-like Allergic Dermatitis (AID) Mausmodell

Im AID-Mausmodell wird iiber eine Sensibilisierung durch Ovalbumin und anschlieBende
kutane Exposition eine Immunreaktion induziert.! Diese Immunreaktion wird deutlich an
einem Anstieg der IgE-Konzentration im Serum, sowie einem dermalen Infiltrat. Die
typische Th2-dominierte Immunreaktion spiegelt sich im Zytokinprofil, darunter IL-4,
sowie im IgE-Level, wider (Pavlovic et al. 2008; Peters et al. 2011). Im Verlauf treten
zudem weitere histologische Charakteristika eines Ekzems in den entsprechenden Arealen
der Haut auf, darunter Hyperkeratose, Spongiose und Akanthose, eine Verdickung der
Epidermis.

Dieses Modell représentiert vorwiegend immunologische Komponenten der humanen
Atopischen Dermatitis. Anders als in der Pathogenese der AD, von der inzwischen
vermutet wird, dass die Storung der Barrierefunktion den immunologischen
Veranderungen vorausgeht, steht in diesem Modell die induzierte Immunreaktion an erster
Stelle. Diese fiihrt dann allerdings zur Beeintrachtigung der Barrierefunktion und damit
zum oben genannten Teufelskreis. Die in Atopischer Dermatitis vorhandene Stérung der
epidermalen Balance von Proliferation und Differenzierung konnte auch in diesem
Mausmodell gezeigt werden. Diese zeigt sich in einer Verbreiterung der Expression von
K14, dem Marker fiir undifferenzierte Zellen, sowie einem in hohere Schichten

verschobenen Beginn der Expression des frithen Differenzierungsmarkers K10 (Gruber et

al. 2015).

1.5 Der Ca2+-Gradient in der Haut

Die Epidermis weist einen charakteristischen Ca2+-Gradienten auf. Kennzeichen dieses
Gradienten sind eine niedrige Ca2+-Konzentration im Stratum basale und unteren Stratum
spinosum, die zur Haut-Oberfléche hin bis zu ihrem Maximum im Stratum granulosum
ansteigt und im daran anschlieBenden Stratum corneum wieder abfillt (als

Ubersichtsartikel siehe Bikle et al. 2012; Abb. 1.6).

! Eine ausfiihrliche Beschreibung der Methodik findet sich in Kapitel 3.1
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t Stratum corneum

¢ Stratum granulosum

¢ Stratum spinosum

i Stratum basale

Abbildung 1.6: Ca2+-Gradient. Der epidermale Ca2+-Gradient ist charakterisiert durch
eine niedrige Ca2+-Konzentration im Stratum basale und im unteren Stratum spinosum,
welche bis in die oberen Schichten des Stratum granulosum ansteigt und im Stratum
corneum wieder sinkt. Die Farbintensitét des Pfeils veranschaulicht die Ca2+-
Konzentration, wobel eine Zunahme der Intensitét einer Zunahme der Ca2+-Konzentration

entspricht. (modifiziert mit Erlaubnis von Taylor & Francis: Bikle et al. 2012)

Seit Ende der 80er Jahre wurde dieser Gradient anhand verschiedener Methoden in muriner
und humaner Haut dargestellt. Hierzu gehoren die lon capture cytochemistry (Menon et al.
1985 (murine Haut); Menon und Elias 1991 (humane Haut)), PIXE (Proton-induced X-ray
emission)-Analysen (Pallon et al. 1996; Elias et al. 1998; Mauro et al. 1998), sowie Studien
unter Verwendung von Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen (Denda et al. 2000). Die
Studien zeigen einen gesamten Ca2+-Gradient, der sowohl freies als auch gebundenes
Ca2+ mit einschlieft. Im Jahr 2010 wurde der Ca2+-Gradient in unfixierter humaner
Epidermis ex vivo durch 2-Photonen-FLIM-Messungen bestitigt (Celli et al. 2010). In
dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass der Ca2+-Gehalt unter den Keratinozyten
des SB variabel ist, und dass einige von ihnen einen dhnlich hohen Ca2+-Gehalt aufweisen
wie Keratinozyten im SS. Zudem wurde deutlich, dass sich ein GroBteil des Calciums
intrazellular befindet. Mit Hilfe von FLIM-Messungen konnte der Calcium-Gradient auch
in muriner Epidermis gezeigt werden (Bornchen 2013; siehe auch Kapitel 1.6).

Es wurde postuliert, dass der epidermale Ca2+-Gradient mit der Barrierefunktion der
Haut assoziiert ist. Die Entstehung dieses Gradienten tritt im Kaninchen in Verbindung mit
entscheidenden Prozessen in der Ontogenese der Hautbarriere auf (Elias et al. 1998).
Zudem ist die Integritdt der Hautbarriere wichtig fiir die Aufrechterhaltung des Ca2+-

Gradienten (Menon et al. 1994). Es wird angenommen, dass das Ca2+-Reservoir der
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Epidermis durch calciumhaltige Fliissigkeitsstromungen aus der Dermis aufgefiillt wird
und sich u.a. auf diesem Weg in Richtung Hautoberfldche bewegt (Menon et al. 1994).

Verdnderungen des Ca2+-Gradienten wurden bereits mit einigen Erkrankungen der
Haut assoziiert, welche mit einem gestorten Differenzierungsprozess einhergehen. In
lasionaler psoriatischer Haut fand sich weniger extrazelluldres Calcium im SB und eine
hohere Calciumkonzentration in den suprabasalen Schichten (Menon und Elias 1991), in
nicht-lasionaler psoriatischer Haut sowie in atopischer Haut zeigte sich ebenfalls eine etwa
zweifach hohere Calciumkonzentration im SG (Pallon et al. 1996). Beziiglich der Analysen
an atopischer Haut wurde bei Pallon et al. nicht spezifiziert, ob es sich um ldsionale oder
nicht-l4sionale Haut handelt.

Zudem sind bestimmte Mutationen in Genen, die fiir intrazelluldre Ca2+-Pumpen
codieren, Ursache hereditirer Erkrankungen der Haut, wie Hailey-Hailey Disease (HHD)
und Darier Disease (DD) (Foggia und Hovnanian 2004). Diese Erkrankungen werden
durch inaktivierende Mutationen im ATP2C1 (4 TPase type 2c member 1) Gen in HHD,
welches fiir die secretory pathway Ca2+-ATPase 1 (SPCA1) codiert (Hu et al. 2000;
Sudbrak et al. 2000) und im ATP2A2 Gen in DD, welches fiir die
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 (SERCA?2) codiert (Sakuntabhai et
al. 1999), verursacht.

1.6 Der Ca2+-Gradient im AID-Mausmodell

Wie bereits oben erwihnt, konnte auch in muriner Haut mit Hilfe von 2-Photonen-
Mikroskopie der Ca2+-Gradient bestitigt werden. Dabei zeigt sich im SB/unteres SS eine
niedrige Calcium-Konzentration (,,Calcium-Baseline*), danach steigt die Calcium-
Konzentration kontinuierlich bis zum SG an und féllt dann zum SC hin wieder ab
(Bornchen 2013, Abb. 1.7). Der Gradient im Ekzem des AID-Mausmodells sieht
prinzipiell dhnlich aus, allerdings ist der Bereich, in dem niedrige Calcium-
Konzentrationen gemessen wurden (,,Calcium-Baseline®) langer, und der peak im SG ist
hoher. Die Verliangerung der Ca2+-Baseline im Ekzem korreliert mit einer breiteren
Expression von CK14, dem Marker fiir undifferenzierte Keratinozyten, und einer
verspateten CK10-Expression (Bornchen 2013).

Gemessen wurde das Gesamt-Calcium, d.h. gemittelte Werte zwischen extrazelluldren

und intrazelluldren Bereichen. Im SG war es auch moglich, intra- und extrazellulidres Ca2+
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zu unterscheiden und es konnte gezeigt werden, dass im Ekzem beide Werte ansteigen
(Abb. 1.7 B).
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Abbildung 1.7: Ca2+-Parameter im AID-Mausmodell (A) Darstellung des Ca2+-
Gradienten im AID-Mausmodell in Kontrollhaut (schwarz) und im Ekzem (rot). Auffallend
ist eine erhohte Ca2+-Konzentration im Stratum granulosum, sowie eine Verldngerung der
Ca2+-Baseline im Ekzem. (B) Veranschaulichung der im AlD-Mausmodell
charakterisierten Komponenten des ermittelten Ca2+-Gradienten. ,,Calcium-SG*
beschreibt die Ca2+-Konzentration im Stratum granulosum. Die ,,Calcium-Baseline* ist
die Strecke ohne Anstieg der Ca2+-Konzentration beginnend an der Grenze von Dermis
und Epidermis. Das mittlere epidermale Calcium (MeC) ist die mittlere Ca2+-
Konzentration der gesamten Epidermis (C) Darstellung der extra- und intrazelluldren
Ca2+-Konzentration im SG in Abhéngigkeit von der Anzahl der Provokationen.

(modifiziert nach Bérnchen 2013)
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1.7 Ca2+-Signaling und die Bedeutung von Ca2+ fiir Proliferation und

Differenzierung

Ca2+ spielt in einer Vielzahl essenzieller Prozesse im Korper eine zentrale Rolle,
beispielsweise in der Zellzykluskontrolle, Proliferation und Differenzierung von Zellen
sowie beim Zelltod (Clapham 1995; Berridge et al. 2000). Zusammenfassend kdnnte man
sagen, Ca2+ reguliert Leben und Tod einer Zelle. Dieser Abschnitt soll einen kleinen
Einblick in die fiir diese Arbeit wichtigen Ca2+-abhidngigen Signalwege geben.

Anfang der 80er Jahre haben in vitro Studien gezeigt, dass die Ca2+-Konzentration im
Medium ausschlaggebend fiir Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten ist.
Wihrend Ca2+-Konzentrationen von 0,05-0,1 mM die Proliferation férdern, induziert ein
sog. Ca2+-switch zu tiber 1,2 mM die Differenzierung der Keratinozyten (Hennings et al.
1980). Ein Anstieg der extrazelluldren Ca2+-Konzentration wird {iber den Ca2+-sensing
receptor (CaR), ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der in der Plasmamembran lokalisiert
ist, registriert (Tu et al. 2004). Der CaR spielt eine essenzielle Rolle in der Initiierung
intrazelluldrer Signalwege zur Forderung der Differenzierung als Reaktion auf den Anstieg
der extrazelluldren Ca2+-Konzentration (Oda et al. 1998).

Der CaR aktiviert iiber ein Gg-Protein die Phospholipase C (PLC) und ermdglicht
parallel iiber RhoA und Src/Fyn-Kinasen (Calautti et al. 1998; 2002) die Bildung des E-
cadherin-catenin-Komplexes. Der Anstieg der extrazelluldren Ca2+-Konzentration
induziert auf diese Weise die E-cadherin-abhidngige Zell-Zell-Adhésion (Hennings und
Holbrook 1983). Der Zusammenhalt der Zellen innerhalb eines Gewebes ist wichtig fiir
das Agieren als funktionelle Einheit. /n vitro flihrt eine Inhibition des CaR zu einer
Storung der E-cadherin-vermittelten Etablierung von Zell-Zell-Kontakten, sowie der Ca2+-
induzierten Differenzierung (Tu et al. 2008).

Die Anbindung von E-cadherin an das Aktin-Netzwerk wird liber a-catenin vermittelt,
wobei E-cadherin und a-catenin {iber -catenin miteinander interagieren. Dieser
Proteinkomplex rekrutiert zwei wichtige Enzyme, PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) und
PIP5K1a (Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-kinase, Typ I), an die Plasmamembran,
welche dort die Synthese von PIP3 und PIP,, Substrate der PLC-Y'1, sicherstellen (Xie und
Bikle 2007). PLCs spalten PIP; in die second messenger 1P; und DAG. 1P3 fordert die
Freisetzung von Ca2+ aus dem ER, wodurch die intrazelluldre Ca2+-Konzentration steigt.
Dieser Anstieg besteht aus zwei Komponenten: der Ca2+ Freisetzung aus dem

endoplasmatischen Retikulum (ER) sowie dem darauf folgenden Ca2+-Einstrom iiber
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Calciumkanéle in der Plasmamembran (Berridge und Irvine 1984), dem sogenannten
Store-operated calcium entry (SOCE).

Das Konzept des SOCE wurde erstmals in den 1980er Jahren von Jim Putney
vorgestellt — zu damaliger Zeit als ,,capacitative calcium entry“-Hypothese bezeichnet
(Putney 1986). Der SOCE ermdglicht eine Verldngerung des Ca2+-Signals in der Zelle,
sowie ein Wiederauffiillen der intrazelluldren Ca2+-Speicher. Putney konnte an exokrinen
Zellen zeigen, dass der Ca2+-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum nicht direkt durch IP3,
sondern vielmehr durch das IP3-vermittelte Leeren der intrazelluldren Ca2+-Speicher
vermittelt wird (Putney 1990). Dieser Ca2+-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum wurde
darauthin als Icrac (Ca2+-release-activated Ca2+ current) bezeichnet (Hoth und Penner
1992) und der zugehorige Calciumkanal in der Plasmamembran, wurde entsprechend
CRAC channel genannt. Der Icrac wurde zunéchst in Zellen des Immunsystems, den T-
Zellen und Mastzellen (Hoth und Penner 1992; 1993), in Endothelzellen (Fasolato und
Nilius 1998), Fibroblasten (Gwack et al. 2007) und schlieBlich auch in Keratinozyten
(Vandenberghe et al. 2013) entdeckt. Es wird angenommen, dass der SOCE der wichtigste
Ca2+ Einstrom in Zellen ist (als Ubersichtsartikel sieche Parekh und Putney 2005), so auch
in Keratinozyten.

Der Anstieg der intrazelluldren Ca2+-Konzentration und von DAG (s.0.) bewirkt eine
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), wodurch Transkriptionsfaktoren der Fos/Jun
Familie aktiviert werden, welche an AP-1 Sequenzen bestimmter Gene binden, die in den

Differenzierungsprozess der Keratinozyten involviert sind (Ng et al. 2000). (Abb. 1.8).
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Abbildung 1.8: Vermittlung extrazelluldrer Ca2+-Signale in intrazelluldre Signalwege

1.8 Calcium-Kaniile

Calciumkanéle sind Transmembranproteine mit Poren, welche eine unterschiedliche
Selektivitit flir Calciumionen aufweisen. Sie konnen in spannungsabhéngige
Calciumkanéle (Voltage-gated calcium channels, VGCCs), Liganden-regulierte (Ligand-
gated oder receptor-operated) Calciumkanile (ROCCs), Store-operated calcium channels
(SOCCs) und Strech-activated calcium channels eingeteilt werden. Spannungsabhéngige
Kanile 6ffnen sich durch Anderung des Membranpotenzials. Die Offnung Liganden-
regulierter Kanile erfolgt liber eine Konformationsiinderung resultierend aus der Bindung
eines passenden Liganden. Hierzu gehdren beispielsweise IP3-Rezeptoren. Hiervon

werden Store-operated calcium channels (SOCCs) unterschieden, welche nicht direkt
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durch Bindung eines Liganden, sondern durch das daraus resultierende Leeren
intrazelluldrer Calciumspeicher aktiviert werden. Zu den SOCs gehort u.a. der CRAC-
Kanal und vermutlich auch TRPC1, welche in Kapitel 1.8 ndher vorgestellt werden (als
Ubersichtsartikel siehe Parekh und Putney 2005; Lewis 2007). TRP-Kaniile stellen eine
heterogene Gruppe dar, sie kdnnen durch unterschiedliche Stimuli aktiviert werden, und

konnen daher nicht allein einer der oben gennanten Gruppen zugeordnet werden.

1.8.1 Orail / CRAC-Kanal

Orail-Proteine sind in der Plasmamembran lokalisierte Untereinheiten der CRAC (Ca2+-
release-activated Ca2+)—Kanéle (Prakriya et al. 2006). CRAC-Kanile gehoren zu den
SOCs besitzen jedoch gegeniiber anderen SOCs besondere Eigenschaften. Charakteristisch
fiir CRAC-Kandile ist ihre extrem hohe Ca2+-Selektivitit, die unter physiologischen
Bedingungen bei mehr als 1000:1 gegeniiber Na+ liegt. Hiermit zéhlen CRAC-Kanile zu
den Ca2+-selektivsten Kandlen iiberhaupt (Hoth und Penner 1993; Parekh und Penner
1997). Sie sind am SOCE in verschiedenen Zelltypen beteiligt.

CRAC-Kandle spielen eine wichtige Rolle im Immunsystem, unter anderem bei der
Aktivierung von T-Lymphozyten. Das Fehlen des Icrac durch eine Missense—Mutation in
dem Gen, welches fiir das Protein Orail codiert, ist verantwortlich flir schwerwiegende
Immundefekte (SCID, severe combined immunoedeficiency syndrome) (Feske et al. 2006).

Die Regulierung von Orail wird tiber STIM1, den Ca2+-Sensor des ER, vermittelt
(Liou et al. 2005; Roos et al. 2005). Ein Absinken der Ca2+-Konzentration im ER, einem
wichtigen Ca2+-Speicher in Zellen, fiihrt iiber eine STIM1-initiierte Interaktion mit Orail
zu einem Ca2+-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum durch die CRAC-Kanile in der
Plasmamembran (Luik et al. 2006; Xu et al. 2006) (Abb. 1.9). Ca2+-Pumpen in der
Membran des ER, die SERCA:s, fiillen den ER-Ca2+-Speicher wieder auf, worauthin der

Komplex aus Orail und STIM1 wieder dissoziiert.
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Abbildung 1.9: Interaktion von STIM1 und CRAC-Kanélen. (1) Ist der ER-Ca2+-
Speicher gefiillt, sind die STIM1-Molekiile in der Membran des ER verteilt. (2) Durch
Leeren des Speichers sinkt die Ca2+-Konzentration im ER, woraufthin die STIM1-
Molekiile oligomerisieren und zu ER-PM-junctions, Regionen, in denen die Membran des
ER und die Plasmamembran der Zelle sehr nah beieinander liegen, translozieren. (3) Dort
interagieren sie mit in der Plasmamembran lokalisierten Orail-Proteinen und ermoglichen
somit einen Ca2+-Einstrom iiber die CRAC-Kanile aus dem Extrazelluldrraum

(modifiziert mit Erlaubnis von Macmillan Publishers Ltd: Nature (Lewis 2007)).

Orail findet sich in Maushaut vor allem in Keratinozyten des SB und des SS, sowie in
Haarfollikeln (Gwack et al. 2008). Auf zelluldrer Ebene befindet sich Orail an den
Zellgrenzen, was eine Lokalisation in der Plasmamembran unterstiitzt (Gwack et al. 2008).
Studien an humaner Haut bzw. an humanen Zellen zeigen unterschiedliche Ergebnisse zur
Orail-Expression im Verlauf zunehmender Differenzierung. In humaner Haut zeigen
Immunhistochemie (IHC) und g-PCR eine Orail-Expression in allen Schichten, die
starkste Expression findet sich in den undifferenzierten Keratinozyten des SB (Darbellay et
al. 2014; Vandenberghe et al. 2013).

Die physiologischen Funktionen von Orail in humaner Haut sind Gegenstand aktueller
Forschung. Orail ist entscheidend fiir die Migration von priméren normalen humanen
Keratinozyten (NHEKS) (Vandenberghe et al. 2013). Es steuert in diesem Zusammenhang
den Auf- und Abbau von Zell-Matrix-Kontakten, den Focal adhesion turnover, welcher als

Teil der Reorganisation des Zytoskeletts eine Grundlage der Bewegung einer Zelle im
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Raum darstellt. Orail und STIMI spielen zudem in vitro eine fordernde Rolle in der
Proliferation von Keratinozyten und in der Ca2+-switch-induzierten Suppression des
Zellwachstums durch Aktivierung des NFAT-Signalweges (Numaga-Tomita und Putney
2013; Santini et al. 2001). In Méusen induzierte die Applikation von BHQ
(Benzohydroquinone), welches zu einer indirekten Aktivierung von Orail fiihrt, eine
epidermale Hyperplasie (Darbellay et al. 2014). Orail nimmt somit im Rahmen der
Proliferationskontrolle auch Einfluss auf die Epidermisdicke. Dies scheint vor allem in
alters- oder Corticosteroid-bedingter Atrophie der Epidermis zum Tragen zu kommen
(Darbellay et al. 2014; Kommentar siche Bikle und Mauro 2014). So wurde der Knock-out
(Gwack et al. 2008) sowie der siRNA-vermittelte Knockdown von Orail (Darbellay et al.
2014) in Méusen mit einer epidermalen Atrophie assoziiert, und auch in humaner Haut ist
im Rahmen einer Alters-Atrophie die Orail-Expression im SB deutlich verringert
(Darbellay et al. 2014). Die proliferationsfordernde Wirkung von Orail konnte auch in
NHEKSs gezeigt werden (Darbellay et al. 2014).

Orail-vermittelter SOCE scheint auch in den Beginn des Differenzierungsprozesses
involviert zu sein. In HaCaT-Zellen fiihrte ein Orail knockdown zu einer signifikant
verminderten Ca2+-switch induzierten Expression des frithen Differenzierungsmarkers K1
auf mRNA Ebene (Numaga-Tomita und Putney 2013). Zudem scheint Orail in vitro fiir
die Fiillung von Ca2+-Speichern in undifferenzierten Keratinozyten wichtig zu sein, unter
hoherer extrazelluldrer Ca2+-Konzentration zeigte sich jedoch kein Unterschied im Ca2+-
Gehalt der Speicher bei unterschiedlicher Orail-Expression (Numaga-Tomita und Putney
2013).

In Studien wurde auBBerdem gezeigt, dass Orail-vermittelter SOCE fiir die Rekrutierung
von TRPC1, einem ebenfalls in den SOCE verwickelten Ca2+-Kanal (siehe Kapitel...), in
die Plasmamembran verantwortlich ist und dass ein Orail-knockdown oder eine nicht-
funktionale Orail-Variante zu einer verminderten Lokalisation von TRPCI in der
Plasmamembran fiihrt (Cheng et al. 2011).

Orail-Polymorphismen scheinen mit der Anfélligkeit fiir Atopische Dermatitis
assoziiert zu sein (Chang et al. 2012). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Orail-vermittelter
Ca2+-Einstrom in Keratinozyten die Sekretion von TSLP (thymic stromal lymphopoietin)
reguliert, welches tiber die Aktivierung von TRPAT1 in sensorischen Neuronen in die
Entstehung von Pruritus in der Pathogenese von AD involviert ist (Wilson et al. 2013).
Uber die Verinderung der Lokalisation/Expression von Orail in der Haut von Patienten

mit AD ist nach meinem Wissen bisher nichts bekannt.
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1.8.2 TRP-Kaniile (Transient receptor potential channels)

Die TRP-Kanile sind eine umfangreiche Familie nicht-selektiver Kationenkanéle, die in
einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe vorkommen und vielféltige physiologische
Funktionen tibernehmen.

Die humane TRP-Kanal-Familie wird in sieben Unterfamilien gegliedert: TRPC
(classic/canonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA (ANKTM1), TRPN
(NOMPC), TRPML (mucolipidin) und TRPP (polycystin) (als Ubersichtsartikel siche
Clapham et al. 2001; Moran et al. 2011). Die Untereinheiten der TRP-Kanéle bestehen,
wie die meisten lonenkanéle, aus sechs Transmembransegmenten (S1-S6), wobei S5 und
S6 an der Bildung der Kanalpore beteiligt sind. Die N- und C-terminalen Motive variieren
je nach Unterfamilie. Die funktionellen TRP-Kanéle konnen sowohl Homo- als auch

Heterotetramere sein (Moran et al. 2011) (Abb. 1.10).

Abbildung 1.10: Aufbau von TRP-Kanilen. Die Untereinheiten der TRP-Kanile
bestehen aus sechs Transmembransegmenten (S1-S6), von denen S5 und S6 an der
Bildung der Kanalpore beteiligt sind. Die N- und C-terminalen Motive variieren je nach
TRP-Unterfamilie. TRP-Kanéle kdnnen unspezifisch durch Lanthanum-Ionen (La3+) und
2-Aminoethoxydiphenyl-Borat (2-APB) gehemmt werden (verwendet mit Erlaubnis von
Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Neuroscience (Clapham et al. 2001)).

TRP-Kanile spielen eine wichtige Rolle in der Wahrnehmung, sowohl im Nervensystem
(Moran et al. 2004), als auch in der Haut (Denda und Tsutsumi 2011), und stellen somit
eine wichtige Verbindung des Korpers mit der Umwelt dar. Einige Mitglieder der TRP-
Kanéle werden zudem als potenzielle SOCs diskutiert (Venkatachalam et al. 2002). TRP-

Kandle sind in zahlreiche pathologische Prozesse involviert (Nilius und Owsianik 2010).
20



Hier werden nur diejenigen Kanile niher besprochen, die fiir diese Arbeit relevant sind.

1.8.2.1 Transient Receptor Potential Canonical/Classic Channel 1 (TRPC1)

TRPCI ist an einer Reihe wichtiger physiologischer Prozesse beteiligt. In der Haut spielt
TRPCI eine Rolle in der Differenzierung der Keratinozyten. TRPC1 knockdown in
HaCaT-Zellen bewirkt eine signifikante Verminderung des mRNA-Levels von
Differenzierungsmarkern wie CK10 (Beck et al. 2008), und zeigt auch in HGKs (human
gingival keratinocytes) eine Storung des Differenzierungsprozesses (Cai et al. 2005). Die
Bedeutung von TRPCI1 fiir die Differenzierung konnte auf molekularer Ebene durch eine
Interaktion mit dem IP3R und der PLCy1 (Tu et al. 2005), welche ebenso in die Ca2+-
vermittelte Differenzierung involviert sind und durch eine in zahlreichen Studien
diskutierte Rolle im SOCE (Liu et al. 2000; Tu et al. 2005; Bikle et al. 2012) vermittelt
sein. Zudem bildet TRPC1 Heterokomplexe mit anderen in die Differenzierung
eingebundenen Calcium-Kanélen, darunter TRPV6 (Schindl et al. 2012) und interagiert mit
Orail (Cheng et al. 2011) und STIM1, dem Ca2+-Sensor des ER (Zhang et al. 2005;
Huang et al. 2006). Die Bindung von Calmodulin, einem Ca2+-bindenen Protein, an das
CIRB (calmodulin and IP3 receptor-binding) -Motif am C-Terminus des TRPC1-Kanals
ist wichtig fiir die Ca2+-abhéngige Inaktivierung des Kanals (Zhang et al. 2001).

Des Weiteren spielt TRPCI eine Rolle im Ablauf des Zellzyklus und in der
Proliferation (Madsen et al. 2012). Das Ausmal} der TRPC1-Expression variiert in den
unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus. TRPC1 wird auBlerdem als Komponente in der
Ca2+-abhingigen Verstirkung EGF-vermittelter Zellproliferation diskutiert (Tajeddine
und Gailly 2012).

In HGKSs findet sich TRPC1 in undifferenzierten und differenzierten Keratinozyten (Cai
et al. 2005). Dies trifft ebenso auf HaCaT-Zellen zu, wobei dort in frithen
Differenzierungsstufen eine stirkere Expression als in undifferenzierten Zellen gezeigt
wurde (Beck et al. 2008). In humaner Haut zeigt sich TRPC1 immunhistochemisch
vorwiegend im SB (Leuner et al. 2011). Auf zelluldrer Ebene findet sich TRPCI im
Bereich der Plasmamembran in HaCaT-Zellen (Beck et al. 2008) und in HEKs zusitzlich
perinukleédr im Zytoplasma (Tu et al. 2005) Die Integration von TRPCI in die
Plasmamembran ist abhéngig von einem Anstieg der intrazelluldren Ca2+-Konzentration

(Cheng et al. 2011).
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Verdnderungen in der TRPC1-Expression sind bereits in verschiedenen pathologischen
Prozessen in der Haut beschrieben. Eine Herunterregulation von TRPC1 korreliert mit der
Unféhigkeit von Basalzell-Karzinom-Zellen, zu differenzieren (Beck et al. 2008), sowie
mit einer gestorten Proliferations-Differenzierungs-Balance der Keratinozyten in
psoriatischer Haut (Leuner et al. 2011). Zudem ist TRPC1 in der Haut von Patienten mit
Darier disease liberexprimiert und geht dort mit einer erhdhten Proliferation einher (Pani
et al. 2006). Uber Verinderungen von TRPC1 in AD ist bisher meines Wissens nichts

bekannt.

1.8.2.2 Transient Receptor Potential Vanilloid Channel 4 (TRPV4)

TRPV4-Kanile sind in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe exprimiert und erfiillen
vielseitige Funktionen. TRPV4 wurde zunéchst als Osmosensor charakterisiert (Liedtke et
al. 2000). Weitere Studien entschliisselten seine Rolle in der Mechanoperzeption (Suzuki
et al. 2003; Liedtke und Friedmann 2003), der Thermoregulation des Korpers (Giiler et al.
2002), im Knochenstoffwechel (Masuyama et al. 2008), der Regulation des Gefal3tonus
(als Ubersichtsartikel siche Baylie und Brayden 2011) und der Blasenentleerung (Gevaert
et al. 2007). Zudem wird iiber eine Rolle des Kanals in der Blutdruckregulation (McHugh
et al. 2010) und in der Pathogenese Chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (als
Ubersichtsartikel sieche Vergnolle 2014) diskutiert. Mutationen des TRPV4-Gens finden
sich zudem in einer Reihe verschiedener Erkrankungen des skelettalen Systems und des
peripheren Nervensystems, darunter motorische und sensorische Neuropathien (als
Ubersichtsartikel siehe Nilius und Voets 2013).

Eine Reihe endogener und exogener Stimuli vermitteln eine Aktivierung von TRPV4.
Hierzu zdhlen neben thermischen Stimuli, Hypoosmolaritét, das synthetische
Phorbolesterderivat 4a-PDD (Watanabe et al. 2002), das Endocannabinoid Anandamin und
Metabolite der daraus entstehenden Arachidonsidure (Watanabe et al. 2003).

In humaner Haut findet sich TRPV4 sowohl im SB als auch in den suprabasalen
Schichten der Epidermis, wie immunhistochemische Fiarbungen zeigten (Fusi et al. 2014;
subzelluldre Lokalisation hier nicht néher beschrieben). In murinen Keratinozyten zeigte
sich TRPV4 im Bereich der Plasmamembran sowie intrazelluldr vorwiegend perinukleér
(Chung et al. 2003). In der Haut besitzt TRPV4 neben seiner Rolle als Thermosensor
(Chung et al. 2003), welcher bei physiologischer Hauttemperatur um 33°C aktiviert ist,

und der Mechanoperzeption laut einer aktuellen Studie an Mausen auch eine Funktion als
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Prurizeptor in der Vermittlung von histaminerg induziertem Pruritus in Keratinozyten
(Chen et al. 2016).

TRPV4 ist zudem ein entscheidender Spieler in der Barrierefunktion der Haut. TRPV4
ist an der Bildung und Aufrechterhaltung der auf interzelluldren Zell-Zell-Verbindungen
basierenden Barriere (,,junction-dependent barrier ) beteiligt (Sokabe et al. 2010). In den
noch undifferenzierten Keratinozyten befinden sich die Komponenten der
Adhisionsmolekiile im Zytoplasma. Bei Anstieg der extrazelluliren Ca2+-Konzentration
translozieren sie zur Plasmamembran. TRPV4 bindet dann tiber B-catenin an E-cadherin-
Komplexe. Sowohl in murinen Keratinozyten (Sokabe et al. 2010) als auch in NHEKSs
(Kida et al. 2012) zeigte sich eine Ko-Lokalisation von TRPV4 mit den
Adhésionsmolekiilen B-catenin und E-cadherin- an den apikalen Zellgrenzen.

Unter physiologischer Hauttemperatur fiihrt ein Ca2+-Einstrom tiber TRPV4-Kanile
zur Aktivierung von Rho, welches die Organisation von Aktinfasern an den entstehenden

Zell-Zell-Kontakten fordert (Abb. 1.11).
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Abbildung 1.11: Modell zur TRPV4-abhingigen Organisation von AJs. Die

Adhisionsmolekiile befinden sich bei niedriger extrazelluldrer Ca2+-Konzentration im
Zytoplasma. Nach Anstieg der extrazelluldren Ca2+-Konzentration translozieren diese
Komponenten zur Plasmamembran, wo sie dann unter Vermittlung von TRPV4 vernetzt
und an das Aktin-Zytoskelett angebunden werden (verwendet im Rahmen der CC BY-NC
3.0 Lizenz nach (Sokabe und Tominaga 2010)).
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TRPV4 trigt auf diese Weise maBigeblich zur Bildung von Adhérenzverbindungen
(adherens junctions, Als) bei. AJs sind wiederum wichtig fiir die ordnungsgeméfie
Entstehung von TJs (Tunggall et al. 2005). Die pharmakologische Aktivierung von TRPV4
durch 4aPDD stirkt die Barrierefunktion von TJs in vitro durch Hochregulation der TJ-
Proteine Cldn-4 und Occludin; Cldn-1 und ZO-1 Proteinlevel blieben unverandert
(Akazawa et al. 2013). TRPV4-defiziente Miuse zeigen im Einklang mit diesen Studien
Charakteristika einer Storung der Barrierefunktion der Haut. Neben einer erhdhten
Permeabilitét interzelluldrer Kontakte des SG finden sich Verdnderungen in der
Organisation des Aktin-Netzwerkes und eine Stérung der Stratifizierung der Keratinozyten
(Sokabe et al. 2010; Sokabe und Tominaga 2010). Die Verdnderungen gleichen denen von
E-Cadherin- oder Cldn-1-defizienten Méusen, fiihren jedoch im Gegensatz zu letzteren
nicht zu einer Uberlebensunfihigkeit (Tunggal et al. 2005; Furuse et al. 2002). Die
Aktivierung von TRPV4 durch thermische oder pharmakologische Stimuli beschleunigte
zudem die Regeneration der Barrierefunktion in muriner und humaner Haut (Denda et al.
2007).

Die Wirkung der TRPV4 Aktivierung scheint aber Zell-spezifisch zu sein. In murinen
Brustdriisenepithelzellen fiihrte eine TRPV4-Aktivierung zu einer verminderten
parazelluldren Barrierefunktion und einer Herunterregulation von TJ-Proteinen, darunter
Cldn-1 (Reiter et al. 20006).

Die Rolle von TRPV4 in der Entstehung von Hauterkrankungen ist Gegenstand
aktueller Forschung. Immunhistochemische Studien zeigten eine Verminderung von
TRPV4 in bulldsen Autoimmundermatosen (Bai et al. 2015) und zusétzlich auf mRNA-
Ebene in Prikanzerosen und NMSC (Non-melanoma skin cancers) (Fusi et al. 2014). Nach
thermischer Schadigung der Haut zeigte sich in immunhistochemischen Farbungen eine
unregelméBig verteilte TRPV4-Expression. (Radtke et al. 2011) Eine weitere Studie zeigte
in vitro eine Aktivierung von TRPV4 durch UV-B-Exposition und eine Hochregulation
von TRPV4 bei Sonnenbrand (Moore et al. 2013). Eine Studie schligt auch eine mogliche
Rolle von TRPV4 in Rosazea vor (Sulk et al. 2012). Zu Verdnderungen von TRPV4 in

Atopischer Dermatitis ist bisher nichts bekannt.

1.9 Connexine und Gap junctions

Nahezu alle Zellen unseres Korpers kommunizieren iiber Gap junctions (GJs), sie sind

wichtige Pforten fiir den Austausch von Calcium zwischen Zellen.

24



Gap junctions stellen eine direkte Verbindung zwischen dem Zytoplasma zweier
benachbarter Zellen dar. Sie vermitteln den Austausch von Ionen und kleinen Molekiilen
bis zu einer GroBle von 1 kDa, darunter Metabolite (Glucose) und second messenger wie
IP3, ATP und Ca2+, deren Transport durch GJs iiber Diffusion erfolgt (als
Ubersichtsartikel sieche Loewenstein 1981; Kumar und Gilula 1996). Auf diese Weise
entsteht eine chemische und elektrische Kopplung zwischen den Zellen.

Gap junctions bestehen aus zwei Halbkandlen, Connexonen (Caspar et al. 1977) — je
einem in einer der beiden Plasmamembranen gegeniiberliegender Zellen. Zusammen
iiberbriicken die Connexone einen interzelluldren Spalt von etwa 3,5 nm (Makowski et al.
1977). Ein Connexon setzt sich wiederum aus sechs Connexinen zusammen, welche in
ihrer Anordnung eine zentral gelegene hydrophile Pore mit einem Durchmesser von etwa
1,5 nm bilden (Loewenstein 1981) (Abb. 1.12). Connexone scheinen jedoch nicht nur als
Paar in GJs, sondern auch als eigensténdige Halbkanéle ein Kommunikationsmedium
darzustellen. Sie fungieren dann als eine Verbindung zwischen einer Zelle und ihrer
Umgebung (Evans et al. 2006; Bennett et al. 2003; Stout et al. 2004; als Ubersichtsartikel
sieche Goodenough und Paul (2003)). Die Zusammensetzung der Connexone kann sowohl
homo- als auch heteromer sein und ist entscheidend fiir die Selektivitdt und Leitfahigkeit
der GJs (Brisette 1994; als Ubersichtsartikel siche Goodenough et al. 1996; Kumar und
Gilula 1996).

Die Connexin-Gen-Familie umfasst 21 Connexin-Gene im humanen und 20 Connexin-
Gene im Maus-Genom (als Ubersichtsartikel siehe Laird 2010 S6hl und Willecke 2004).
Connexine werden nach ihrer molekularen Masse (in kDa) benannt. So ist z.B. Cx26 ein
Protein von etwa 26 kDa (Beyer et al. 1987).

Die Offnung der GJs beruht auf Konformationséinderungen der Connexone durch eine
Drehbewegung der Basis der Connexine. Die Leitfahigkeit ist somit modulierbar. Die
meisten Gap junctions schlieen bei sinkendem intrazelluldirem pH-Wert oder bei einer
hohen intra- oder extrazelluldren Ca2+-Konzentration (Lopez et al. 2013). Zudem wurde
gezeigt, dass u.a. eine inflammatorische Umgebung die Offenwahrscheinlichkeit von
Halbkanilen in der Plasmamembran erh6ht, und somit den Zellschaden verstirken und den
Zelltod fordern kann (Orellana et al. 2011; als Ubersichtsartikel siehe Lopez et al. 2013).

GJs spielen eine wichtige Rolle in der Proliferation, Migration und Differenzierung von

Keratinozyten (Salomon et al. 1993; Brissette et al. 1994).
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Abbildung 1.12: Dreidimensionales Modell von Gap junctions (GJs) auf der Basis von
Rontgenstrukturanalysen. A GJs setzen sich aus zwei Connexonen zusammen, die
jeweils zu einer der beiden benachbarten Zellen gehoren. Sie tiberbriicken einen etwa 3,5
nm breiten interzelluldren Spalt und verbinden das Zytoplasma der beiden Zellen. Auf
diese Weise wird ein direkter Ionenfluss ermdglicht. B Jedes Connexon setzt sich aus sechs
Proteinuntereinheiten, den Connexinen, zusammen, in deren Mitte sich eine Pore befindet.
Die Offnung der GJs wird iiber eine Drehung der zytoplasmatischen Basis der Connexine
vermittelt (modifiziert mit Erlaubnis von Springer-Verlag Berlin/Heidelberg aus
Neurowissenschaften : eine Einfithrung, Kandel et al. 1996; Erlaubnis vermittelt durch

Copyright Clearance Center, Inc.)

1.9.1 Cx43 und Cx26

In der Haut werden eine Reihe unterschiedlicher Connexine exprimiert, von denen Cx43
das vorherrschende ist (Richard 2000). Auch auf den gesamten Organismus bezogen,

kommt Cx43 am héufigsten vor (Lairds 2006). Seine enorme Bedeutung wird an Cx43-
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Knockout-Méusen deutlich. Diese Mause versterben perinatal aufgrund einer gestorten
Embryonalentwicklung des Herzens (Reaume et al. 1995).

Cx43 findet sich in humaner Haut in allen lebenden Schichten der Epidermis, mit
hochster Intensitdt im oberen SS (Wilgenbus et al. 1992; Salomon et al. 1994; Tada und
Hashimoto 1997; als Ubersichtsartikel siehe Richard 2000). In Maushaut findet sich Cx43
im SB und unteren SS (Liu et al. 1997). Cx43 kann mit AJ- und TJ-Proteinen (Giepmans
2004) interagieren. E-cadherin und ZO-1 scheinen in diesem Zusammenhang den
Zusammenschluss von Cx43 Einheiten zu GJs zu fordern (Chakraborty et al. 2010; als
Ubersichtsartikel sieche Thévenin et al. 2013).

Cx26 wird wihrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Choudhry et al. 1997), ist
jedoch spéter unter physiologischen Bedingungen in der interfollikuldren humanen
Epidermis kaum (Richard 2000) bis gar nicht mehr zu finden (Salomon et al. 1994;
Wilgenbus et al. 1992; Lucke et al. 1999). In Maushaut weisen verschiedene Studien
abweichende Expressionsmuster auf. So wird zum einen beschrieben, Cx26 sei in
Maushaut unter physiologischen Bedingungen nicht vorhanden, werde allerdings im Zuge
der Embryonalentwicklung im SG exprimiert (Butterweck et al. 1994). Auch in weiteren
Studien wurde es als nicht bis sehr gering vorhanden beschrieben (Budunova et al. 1995).
In anderen Studien wurde Cx26 allerdings nachgewiesen (Salomon et al. 1994). Diese
Diskrepanzen wurden auf einen moglichen Einfluss der Morphologie der Maushaut
zurlickgefiihrt, in dem eine Mehrschichtigkeit der Haut in bestimmten Arealen eine Cx26-
Féarbung im SG sichtbar werden lasse (Budunova 1995; Sawey et al. 1996).

Verianderungen in der Expression der Connexine Cx43 und Cx26 finden sich in der
Wundheilung (Goliger und Paul 1995; Brandner et al. 2004) sowie in pathologischen
Prozessen. So wurde ein Verlust der GJIC mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht
(Loewenstein 1979; Yamasaki 1990; als Ubersichtsartikel siche Mesnil et al. 2005). Cx43
ist vermindert in Basalzell-Karzinom-Gewebe, wobei in dieser Haut Cx26 exprimiert wird
(Wilgenbus et al. 1992; Tada und Hashimoto 1997; Mesnil et al. 2005). Connexin-
Mutationen verursachen zudem verschiedene Erkrankungen mit Hautbeteiligung (als
Ubersichtsartikel siehe Garcia et al. 2016 b). Zudem sind Veriinderungen von Connexinen
mit Erkrankungen des Nervensystems assoziiert (Bergoffen et al. 1993).

In psoriatischer Haut konnte anhand von Elektronenmikroskopie eine deutliche
Zunahme von GJs im SS gezeigt werden (Caputo et al. 1978). Im Gegensatz zu normaler
Haut, ist Cx26 in ldsionaler Haut von Psoriasis-Patienten vorhanden, wobei es in allen

lebenden, jedoch vorwiegend in den suprabasalen Schichten zu finden ist (Labarthe et al.
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1998; Lucke et al. 1999). Dies konnte ebenfalls auf mRNA-Ebene gezeigt werden (Rivas et
al. 1997; Labarthe et al. 1998).

In nicht-ldsionaler Haut von AD-Patienten fand sich ebenfalls eine Hochregulation von
Cx26 auf mRNA-Ebene (De Benedetto et al. 2011). Zusitzlich konnte in dieser Arbeit eine
Hochregulation von Cx26 in einem Cldn-1 Knockdown in NHEKSs gezeigt werden. Die
Cx43 Expression war in dieser Studie in nicht-ldsionaler Haut nicht signifikant veridndert.
In lasionaler Haut fand sich in einer Studie eine verstirkte Cx43-Expression auf mRNA-
Ebene (Tawdy et al. 2011), allerdings wurde nicht spezifiziert ob die Biopsien tatsdchlich
aus lisionaler Haut stammen. Uber die Verinderung von Cx26 in lisionaler Haut von AD-

Patienten ist derzeit nichts bekannt.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der essenziellen Bedeutung von Ca2+ im epidermalen Gleichgewicht von
Proliferation und Differenzierung, stellt Ca2+ einen wesentlichen Faktor fiir eine intakte
Homdostase und Barrierefunktion der Haut dar. Es liegt daher nahe, dass Verdanderungen
des Ca2+-Gradienten Ursache einer Storung der Barrierefunktion und somit all ihrer
Folgen sein konnten. Bisher ist jedoch unklar, woher diese Veranderungen stammen und
wie genau sie entstehen. Ziel dieser Arbeit ist es, die im AID Mausmodell beobachteten
Verianderungen des Ca2+-Gradienten besser zu verstehen.

Der Schwerpunkt liegt dabei in der Untersuchung von Proteinen, welche in die Ca2+-
Homoostase der Epidermis involviert sind und somit den Schliissel zum Verstindnis der
Mechanismen darstellen konnten, die der Entstehung von Verdnderungen im Ca2+-
Gradienten zugrunde liegen. Calcium-Ionen konnen sich auf drei verschiedenen Wegen
innerhalb der epidermalen Schichten verteilen: parazellulér, transzelluldr und interzellulér
(Abb. 1.13). In dieser Arbeit werden am Ca2+-Transport beteiligte Proteine aller drei
Wege untersucht: Die TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1, welche eine wichtige Rolle in der
parazelluldren Calcium-Mobilitét spielen, die Ca2+-Kanile Orail, TRPC1 und TRPV4,
welche eine Verbindung zwischen intra- und extrazelluldrer Ca2+-Konzentration darstellen
und eine Rolle in der Ca2+-vermittelten Balance von Proliferation und Differenzierung
spielen, und die Connexine Cx43 und Cx26, welche in Form von GJs den direkten Ca2+-
Austausch benachbarter Keratinozyten oder als Halbkanéle den Austausch mit dem

Extrazelluldrraum ermdglichen.
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Parazellular :
Tight junctions

Transzellular :
Ca2+-Kanile

Interzellular :
Gap junctions

Abbildung 1.13: Schematische Darstellung von Transportwegen fiir Calcium-Ionen
innerhalb der Epidermis. Ca2+ kann sich parazellulér verteilen, wobei die TJs im SG
eine Barriere auf diesem Weg darstellen. Ca2+-Kanéle vermitteln gemeinsam mit anderen
Proteinen den transzelluldren Weg. Gap junctions stellen ein direktes Austauschmedium

fiir Calcium-Ionen zwischen dem Zytoplasma zweier benachbarter Zellen dar.

Anhand von Fluoreszenzanalysen an Paraffinschnitten wird die Lokalisation und
Verteilung der Proteine innerhalb der Schichten der Epidermis ermittelt und direkt mit den
in denselben Mausen gewonnenen Ca2+-Gradienten-Daten (Bornchen 2013) korreliert.
Zur Quantifizierung der Beobachtungen werden Intensitéts- und Lidngenmessungen
durchgefiihrt.

Zudem soll untersucht werden, inwiefern diese, an der Verteilung von Calcium-Ionen
beteiligten Proteine, mit der Proliferation und dem Differenzierungsstatus der
Keratinozyten korrelieren.

SchlieBlich soll in humanen Proben von atopischer Dermatitis untersucht werden, ob
dort dhnliche Verdnderungen wie im Mausmodell beobachtet werden, und inwieweit man

somit die aus der Maus gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen iibertragen kann.

2. Material
2.1 Gewebe
2.1.1 Maus

Die in dieser Arbeit untersuchte formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Maushaut
entstammt Mausen, bei denen ein Ekzem induziert wurde (AlD-Mausmodell) (s. Kap. 3.1).
Es wurden jeweils Ekzem- und Kontroll-Areale derselben Maus untersucht.

Es wurden 8-9 Wochen alte Balb/c Mause (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland) verwendet. Insgesamt wurde Gewebe von zwolf Miusen ausgewertet. Die

amtliche Tierversuchsgenehmigung der Behorde fur Soziales, Familie, Gesundheit und
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Verbraucherschutz - Lebensmittelsicherheit und Veterinarwesen in Hamburg lautet FL

109/09.

2.1.2 Mensch

Die ebenfalls in Paraffin eingebettete normale humane Haut (n=7), sowie die ekzematdsen
Hautproben (n=9) stammen von ehemaligen Patienten der Klinik fiir Dermatologie und
Venerologie des UKE (Ethik-Votum: gesunde Haut W30/09, menschliche ekzematdse
Hautproben WF-08/08). Zum Ursprung der normalen Haut ist nur bei einer Probe die
Lokalisation bekannt, drei der Patienten sind weiblich, einer ist miannlich, von den anderen
ist das Geschlecht nicht bekannt, das Alter der Patienten liegt zwischen 30 und 80 Jahren,
mit einem Altersdurchschnitt von 55 Jahren. Von den neun Patienten mit Ekzem sind drei
méinnlich und sechs weiblich. Der Altersdurchschnitt liegt bei 60 Jahren, wobei der jiingste
Patient 38 Jahre und der é&lteste 84 Jahre alt ist. Das Ekzem ist an verschiedenen Stellen
lokalisiert (siehe Tabelle 2.1). Neben den allgemeinen Kriterien eines Ekzems, wie
Hyperkeratose Akanthose und dermalem vorwiegend lymphozytirem Infiltrat, bestehen
Hinweise auf eine atopische Genese. Hierzu zéhlen anamnestische und histologische
Hinweise, Laborparameter wie Eosinophilie, sowie eine Erh6hung des Gesamt-IgE im

Serum (>100kU/).

Tabelle 2.1: Ubersicht der Patienten mit atopischem Ekzem

ID Alter Geschlecht | [IgE] im Serum | Lokalisation
1 70 m Im Normbereich |unbekannt
2 53 m unbekannt Oberarm
3 66 w >100kU/1 Unterarm
4 84 W Im Normbereich | Gesicht
5 38 w unbekannt unbekannt
6 63 w >100kU/1 Oberschenkel Streckseite
7 84 m unbekannt Oberschenkel
8 42 W unbekannt Unterschenkel
9 38 w unbekannt Oberarm Innenseite

30



2.2 Chemikalien

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien, ihre Bezugsquellen und deren

Standort
Substanz Bezugsquelle Standort
Xylol Th. Geyer GmbH & Co. Renningen (D)
KG
Ethanol Walter CMP GmbH & Co. | Kiel (D)
KG
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG | Karlsruhe (D)
Kaliumchlorid (KCI) Merck KGaA Darmstadt (D)
di-Natriumhydrogenphosphat- Merck KGaA Darmstadt (D)
Dihydrat (Na,HPO4 2H,0)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PQO,) | Merck KGaA Darmstadt (D)
Tris = Trizma®Base Sigma-Aldrich Steinheim (D)
Tween® 20 Sigma-Aldrich St. Louis (USA)
25% HCl Sigma-Aldrich St. Louis (USA)
Zitronenséure-Monohydrat Merck KGaA Darmstadt (D)
(CeHsO7 'H20)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck KGaA Darmstadt (D)
(CsHsNa3O72H20)
EDTA Merck KGaA Darmstadt (D)
Trypsin Biochrom AG Berlin (D)
1 N HCI
Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA Darmstadt (Germany)

(CaCL.2H,0)

Protein-Block Serum Free

Dako Deutschland GmbH

Hamburg (D)

DAPI (4°,6- Diamidin-2"- phenylindol | Roche Mannheim (D)
dihydrochlorid)
Fluoromount-G™ SouthernBiotech Birmingham (USA)
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2.3 Gerite und Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite und Verbrauchsmaterialien, ihre

genaue Bezeichnung, sowie den jeweiligen Hersteller

Gerit / Material Geriitetyp Hersteller

Deckgléser 24 x 60 mm Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Koénigshofen (D)

Vortexer Vortex-Genie Bender&Hobein AG, Ziirich
(Schweiz)

pH-Meter Knick 766 Calimatric Knick Elektronische Messgerite
GmbH & Co., Berlin (D)

Mikrotom Leica RM 2165 Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar (D)

Mikrotomklingen Feather Type N35 Feather, Osaka (Japan)

Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus Holding GmbH, Hanau (D)

Brutschrank 37°C Heraeus Holding GmbH, Hanau (D)

Brutschrank 55°C Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach (D)

Feinwaage Sartorius BL3100 Sartorius AG, Gottingen (D)

Fluoreszenzmikroskop Axioplan II mit CCD-Kamera | Zeiss GmbH, Jena (D) ;

Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH,

Herrsching (D)

Markierungsstift fiir

Liquid Blocker Super PAP Pen

Daido Sangyo Co., Tokyo (Japan)

Paraffinschnitte
Objekttrager Assistant® 72 SuperFrost/Plus | Glaswarenfels K. Hecht KG,
Sondheim (D)

Pipetten Eppendorf 0,5-10 pl, 10-100 Eppendorf AG, Hamburg (D)
ul, 100-1000 pl, 500-5000 pl

Pipettenspitzen Eppendorf T.I.P.S Standard Eppendorf AG, Hamburg (D)
2-200ul , 50-1000ul , 100-
5000 pl

Eppendorf-Gefalie Safe Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg (D)
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2.4 Antikorper

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die verwendeten Primir- und Sekundirantikdrper. Angegeben

sind neben den Primér- und Sekundirantikorpern, die jeweilige Spezies aus der sie

entstammen, die verwendete Verdiinnung und genaue Behandlung, sowie die jeweilige

Bezugsquelle.

Antigen Spezies Verdiinnung | Behandlung Bezugsquelle

(Antikorperpré

paration/Klon)

Primirantikorper

TRPCI1 Kaninchen 1:50 600 Watt / TEC Santa Cruz Biotechnology

(H-105) (sc-20110)

TRPV4 Kaninchen 1:8000 * 600 Watt / TEC abcam (Cambridge, UK)
(#ab39260)

(Polyclonal) 1:10000 **

Orail Kaninchen 1:50 600 Watt / TEC Sigma Aldrich (St.Louis,

(Polyclonal) USA) (HPA016583)

Cx26 Meerschweinchen 1:400 600 Watt / TEC Zellbiologisches Labor,
UKE (Hamburg, D)

(Eluat 3,

Polyclonal)

Cx43 Kaninchen 1:300 600 Watt / TEC Zymed (Carlsbad, CA,

(Polyclonal) USA) (71-0700)

Cldn-1 Kaninchen 1:5000 360 Watt / TEC Zymed (Carlsbad, CA,

(MH25) USA) (71-7800)

70-1 Kaninchen 1:500 360 Watt / TEC Zymed (Carlsbad, CA,
USA) (61-7300)

(Polyclonal)

CK10 Maus 1:800 600 Watt / TEC Progen Biotechnik GmbH

(DEK10) (Heidelberg, D)

CK14 Maus 1:150 600 Watt / TEC Quartett (Berlin, D),

(LL002) (2110502701)

Mib Kaninchen 1:350 600 Watt / abcam (Cambridge, UK)

. Citratpuff
(Ki67) THATPUHEr (Hab1558)
Sekundiirantikorper
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Alexa 488 F(ab"), | Ziege 1:500

gegen Kaninchen

Alexa 488 IgG Ziege 1:600 Molecular Probes (Eugene,USA)
(H+L) Gegen Meerschweinchen

Alexa 594 Ziege gegen Maus ? 1:1250

HRP-gekoppelt Jackson Immuno Research

*auf Maushaut ** auf humaner Haut

2.4.1 Weitere Primirantikorper gegen Calcium-Kaniile

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde auch versucht, die Lokalisation der Calcium-Kanile
TRPV1 und TRPC6 sowie deren Verdnderung im Ekzem zu bestimmen. Leider konnten
trotz ausdriicklicher Empfehlung des Herstellers der ausgewihlten Antikorper fiir die
angewendeten Verfahren und unterschiedlicher Verdiinnung und Behandlung in diesen
Féarbungen keine als valide einschitzbaren Ergebnisse erreicht werden.

Die vorwiegend zytoplasmatische TRPV1 Firbung entsprach nicht der in der Literatur
beschriebenen vorwiegenden Lokalisation an den Zellgrenzen und wurde daher als nicht
valide eingestuft und von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.

In der TRPC6 Férbung zeigte sich nach mehrmaligen Versuchen mit unterschiedlichen
Verdiinnungen auf Maushaut keine deutliche Abgrenzung zur Isotypkontrolle, weshalb die
Féarbung als nicht spezifisch gewertet wurde und die Qualitdt des Antikorpers in Frage
gestellt wurde. Durch Uberpriifung der Isotypkontrolle mit einem weiteren Batch konnte

ein Problem auf dieser Seite ausgeschlossen werden.

Verwendete Antikdrper:

Antikdrper Spezies Bezugsquelle

(Klon)

TRPV1 Kaninchen | abcam (Cambridge, UK)
(#ab74855)

(polyclonal)

TRPC6 Kaninchen | abcam (Cambridge, UK)

Aminoterminal end (#ab62461)
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(polyclonal) ‘ ‘

2.5 Isotypkontrollen

Negative Control, Rabbit Immunoglobulin Fraction (Normal)

(Code No. X0903) DakoCytomation , Glostrup (Danemark)

Negative Control Mouse IgG1
(Code No. X0931) DakoCytomation , Glostrup (Danemark)

Negative Control Guinea pig IgG sc-2711
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg (Deutschland)

2.6 Puffer und Losungen

TEC — Puffer (pH 7.8)

Tris 5¢g
EDTA 10¢g
Tri—Natriumcitrat 6,4 g
Aqua dest. auf 1000 ml

Stammldsung zum Gebrauch mit Aqua dest. 1:20 verdiinnen.

Citrat — Puffer
Stammlosung A: 10,5 g CsHsO7 x H2O in 500 ml Aqua dest. 16sen
Stammlosung B: 14,7 g C¢HsNa3zO7 x 2H>0 in 500 ml Aqua dest. 16sen

Gebrauchslosung: 9 ml Stammlosung A + 41 ml Stammldsung B.

Mit Aqua dest. auf 500ml auffiillen.

PBS — Puffer (pH 7.3 —7.5)

NaCl 160 g
KCl 4¢g
Na,HPO4 2H,0 232¢g
KH>POq4 4¢g
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In 2 1 Aqua dest. 16sen

Stammlésung zum Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen.

TBST — Puffer (pH 7.6)
Tris 121,1 g
NaCl 175,32 g

mit Aqua dest. auf 1,5 1 auffiillen, vollstindig auflésen
10 ml Tween hinzugeben

pH mit 25% HCI auf 7,6 einstellen

mit Aqua dest. auf 2 1 auffiillen

Stammldsung zum Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen

Trypsin Stammldsung

Trypsin 0,01 g
CaClh x H,O 0,013 g
oder CaCl; x 2H,0 0,0114 g
In 1 ml Tris-HC1 0,5 M + 9 ml Aqua dest. 16sen

Trypsin Gebrauchslgsung (0,001%)
1 ml Tris-HC1 0,5 M + 9 ml Aqua dest.

Davon 100 pl verwerfen und 100 pl der Stammldsung hinzugeben.

2.7 Software

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte mittels Openlab 5.0.2
(Improvision, Coventry, UK). Zur digitalen Datenverarbeitung wurden Adobe Photoshop
7.0.1, sowie die Microsoft Office Programme MS Word und MS Excel verwendet.

Die Langenmessungen zur Expression von ZO-1 und Claudin-1 und Cx43 wurden mit Fiji
(Schindelin et al., 2012) durchgefiihrt. Die Intensitdtsmessungen der verschiedenen
Calciumkanal-Farbungen sowie von Claudin-1 wurden alle mit Image J 1.41n umgesetzt.
Zur statistischen Auswertung wurden die Programme IBM® SPSS® Statistics Version 21

und SAS 9.4 (SAS Insitute, Cary, North Carolina, USA) verwendet.
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3. Methoden

3.1 AID-Mausmodell

Das AID-Mausmodell wurde in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Eva Peters etabliert
(Pavlovic et al. 2008; Peters et al. 2011) und die Versuche in unserem Labor von Christian
Bornchen durchgefiihrt (Bornchen 2013). Die 8-9 Wochen alten Balb/c Méuse (Charles
River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland), wurden zunichst an Tag 1 und 14 iiber je eine
intraperitoneale Injektion mit 100ul einer Sensibilisierungslosung aus dem Hiihnereiweif3
Ovalbumin (Ovalbumin Grade VI (0,4 mg/ml in PBS) 1 ml und Alum-Inject (40 mg/ml in
H20) 1 ml) sensibilisiert. Nach der Rasur der Flanken an Tag 18, wurde an Tag 21 (1x
Provokation) und teilweise zusétzlich an den Tagen 23 (2x Provokation) und 25 (3x
Provokation) eine intradermale Injektion von 100ul einer Provokationslosung aus
Ovalbumin Grade V (1 mg/ml in PBS) 0,5 ml und PBS 0,5 ml durchgefiihrt. Auf diese
Weise wurde eine Immunreaktion ausgeldst, welche durch einen Anstieg der IgE-
Konzentration im Serum (Bdrnchen 2013), sowie ein IL-4- und IL-13-dominiertes
Zytokin-Profil in der Haut charakterisiert ist (Peters et al. 2011). Die im Modell induzierte
Immunreaktion entspricht damit den immunologischen Charakteristika der Atopischen
Dermatitis. Das darauthin entstehende Ekzem ist durch Hyperproliferation und eine
Storung der Differenzierung der Keratinozyten gekennzeichnet (Bérnchen 2013).
Insgesamt wurde Gewebe von zwolf Mausen ausgewertet. Von jeder Maus wurde sowohl

Kontrollgewebe als auch Ekzem von den Flanken gewonnen.

3.2 Erstellen und Fixieren von Paraffinschnitten

Von der in Paraffin eingebetteten Haut wurden am Mikrotom Sum-Schnitte erstellt.
Hierfiir wurden die entsprechenden Paraffinblocke zunéchst auf ca. -8§°C gekiihlt. Fiir die
Untersuchungen am AID-Mausmodell wurden Schnitte von nicht involvierter Haut
(Kontrollhaut), sowie von unterschiedlichen Auspriagungen lasionaler muriner Haut
(Ekzem) angefertigt. Zusétzlich wurden Schnitte von normaler und ekzematdser humaner

Haut erstellt. Die Schnitte wurden dann einige Minuten in einem Warmebad (Aqua dest.)
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mit einer Temperatur von 45°C geglittet. AnschlieBend wurden jeweils zwei Schnitte auf
einen Objekttriager gezogen und fiir eine halbe Stunde bei RT zum Trocknen aufgestellt.
Zum Schluss wurden die Schnitte fiir mind. 30 min auf einer Warmeplatte bei 45°C zum

Strecken aufgelegt und dann iiber Nacht bei 55°C im Brutschrank fixiert.

3.3 Immunhistochemische Firbung

Zur Vorbereitung der immunhistochemischen Farbung wurden die Schnitte zunéchst mit
Xylol entparaffiniert. Das Xylol wurde anschlieBend durch eine absteigende Ethanolreihe

und das Ethanol wiederum durch Aqua dest. herausgewaschen (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Entparaffinieren und Hydratisieren von Paraffinschnitten

Xylol 20 min
Xylol 20 min
Ethanol absolut 5 min
Ethanol absolut 5 min
Ethanol 90% Kurz
Ethanol 80% Kurz
Ethanol 70% Kurz
Aqua dest. Schwenken
Aqua dest. 5 min

Durch Formalinfixierung und Einbettung in Paraffin ist das Gewebe zwar morphologisch
gut erhalten, dennoch kdnnen Antigene in ihrer Struktur veridndert sein. Um eine
Beeintrachtigung der Immunreaktivitit zu vermeiden, wurden die Antigene durch Hitze
demaskiert. Die Schnitte wurden hierfiir 20 min in der Mikrowelle bei 600 W in TEC-
bzw. Citrat-Puffer behandelt. Nach 30 min Abkiihlen wurden die Schnitte mit einem PAP-
Pen umkreist, um spéter die Verteilung des aufzutragenden Antikdrpers auf den jeweiligen

Schnitt zu begrenzen, und dann 2x3 min in TBST-Puffer gewaschen.
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Darauf folgte eine proteolytische Behandlung mit Trypsin - geméf dem
Temperaturoptimum fiir Trypsin bei 37°C. Nach 10-miniitiger Inkubation in einer feuchten
Férbeschale, wurde die Wirkung von Trypsin in Aqua dest. gestoppt. AnschlieBend folgten
zwei Waschschritte von je 3 min in TBST.

Zur Blockierung von freien unspezifischen Bindungsstellen wurde eine Blocklosung auf
die Schnitte gegeben und diese fiir 30 min bei RT inkubiert. Je nach im weiteren Verlauf
verwendetem Primérantikorper wurde Dako-Block oder - im Fall von TRPC1, Cx26 und
Cx43 — NGS (2%) +Triton (10%) verwendet.

Darauf folgte die Inkubation mit dem verdiinnten Primérantikdrper (Tab. 2.3) bei 4°C
iiber Nacht in einer abgedeckten Farbeschale. Die Spezifitit des Primarantikorpers wurde
anhand einer Negativkontrolle liberpriift. Als Negativkontrolle diente der Isotyp des
jeweiligen Antikorpers in derselben Proteinkonzentration. Fiir die verwendeten
Primirantikorper, die aus dem Kaninchen stammen, entsprach die Negativkontrolle
beispielsweise Kaninchen-Immunglobulin.

Nach Rauswaschen von iiberschiissigem Primérantikdrper mit TBST fiir 3x5 min,
wurde der verdiinnte Sekundérantikdrper (Tab. 2.3) aufgetragen und 30 min bei RT
inkubiert.

Im weiteren Verlauf wurden die Schnitte 5 min in PBS gewaschen und dann zur
Anfarbung der Kerne eine Minute in ein DAPI-Firbebad gegeben. Im Anschluss erfolgten
drei Waschschritte a 5 min in PBS, danach zwei Waschschritte & 3 min in Aqua dest.

AbschlieBend wurden die Schnitte mit Fluoromount-G™ eingedeckt, welches liber
Nacht bei RT aushérten konnte.

Die verwendeten Antikorper und Negativkontrollen wurden jeweils mit PBS verdiinnt,
auf einem Vortexer gemischt und anschlieBend 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Es
wurde nur der Uberstand auf die Schnitte aufgetragen.

Wihrend des gesamten Farbevorgangs wurde darauf geachtet, ein Austrocknen der

Schnitte zu verhindern.

3.4 Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen

Die immunhistochemisch gefirbten Gewebeschnitte wurden zunéchst am
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer CCD-Kamera und der Software Openlab 5.0.2
fotografiert und archiviert. Fiir jeden Schnitt wurden je eine Fluoreszenz-, Kernfarbungs-

und Phasenkontrastaufnahme eines oder mehrerer Ausschnitte erstellt. Zur Gewahrleistung
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der Vergleichbarkeit der Fluoreszenzintensitidten im nichsten Schritt, wurden alle Maus-
Schnitte mit dem 40er-Objektiv und alle humanen Schnitte mit dem 25er-Objektiv erstellt
und fiir jedes einzelne zu untersuchende Protein eine Belichtungszeit festgelegt (Tab. 3.2).
Mit dieser Belichtungszeit wurden dann alle zur Detektion dieses Proteins zuvor
gemeinsam angefarbten Schnitte fotografiert und unveréndert in die weiteren
Auswertungsschritte iibernommen.

Tabelle 3.2: Verwendete Belichtungszeiten in der Fluoreszenzfotografie der gefdrbten

Paraffinschnitte im AlD-Mausmodell

Protein Belichtungszeit
TRPC1 90 ms
TRPV4 80 ms
Orail 140 ms
Cldn-1 250 ms

Hierbei wurden die Lokalisation und die Verteilung der Calciumkanile und Cldn-1
innerhalb der Schichten der Epidermis, sowie die Intensitit der Farbungen dokumentiert

und interpretiert.

3.4.1 Auswertung der Intensitét

Zur Quantifizierung der durchschnittlichen Fluoreszenz-Intensitit wurde die Software
Image J verwendet. Fiir die Auswertung der Ca2+-Kanéle wurden pro Foto sechzehn ROIs
(Regions of interest) gleicher Grof3e definiert - je acht in der basalen und den suprabasalen
Schichten der Epidermis -, zur Auswertung von Cldn-1 insgesamt zehn ROIs - je fiinf in
der basalen und den suprabasalen Schichten (Abb. 3.1).

Die GroBe einer ROI wurde zur Auswertung von TRPC1, Orail und Cldn-1 auf 30x30
px (294um?) festgelegt. Da die TRPV4-Firbung sich vorwiegend an den Zellgrenzen
zeigte, wurde die GroBe der ROIs mit 40x10 px (242 um?) darauf abgestimmt, um den
Einfluss durch Zellkerne und kaum angefarbtes Zytoplasma zu minimieren. In den
TRPV4-Firbungen fiel zudem bereits visuell eine verringerte Intensitit im SG im
Vergleich zu den anderen suprabasalen Schichten auf, weshalb die Intensitdtsmessungen

hier auf das SG fokussiert wurden.
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Der Hintergrund der Farbungen wurde anhand eines Mittelwertes aus drei definierten,

in der Dermis befindlichen ROIs von den jeweilig gemessenen Intensititen subtrahiert.

Abbildung 3.1: Auswertung der Intensitdt am Beispiel von Cldn-1. Représentative
Darstellung der Platzierung der ROIs (Késtchen) innerhalb der basalen (graue Késtchen)
und den suprabasalen (hellgriine Késtchen) Schichten der Epidermis, sowie der drei ROIs
innerhalb der Dermis (weille Késtchen) zur Emittlung eines Leerwertes, welcher
anschlieBend von der mittleren basalen bzw. suprabasalen Cldn-1-Intensitét subtrahiert

wird.

Die oben beschriebene Vorgehensweise wurde zur Objektivierung der Beobachtungen
herangezogen. Es handelt sich dennoch um eine semi-quantitative Methode, da eine Reihe
von Faktoren Einfluss auf das Ergebnis nehmen. So verschieben z.B. die dunklen, da nicht
angefirbten, Zellkerne die mittlere Intensitét einer ROI in einen dunkleren Bereich. Zur
Gewihrleistung der Aussagekraft dieser Auswertung wurde daher darauf geachtet, in
jedem ROI in etwa den gleichen Bereich mit einem Kern auszufiillen. Zudem wurden die
viereckigen ROIs der Orientierung der Epidermis angepasst, was durch Méngel in der
verwendeten Software zu einer Flachendnderung der definierten ROIs fiihrte. Diese wurde
jedoch als vernachldssigbar gering eingestuft, da in einem Bereich gleicher Intensitit durch
Rotation der ROI kein nennenswerter Unterschied in der mittleren Intensitét zu beobachten
war. Da mittlere Intensitdten berechnet wurden, und keine Aufsummierung der Intensitaten
stattfand, wird davon ausgegangen, dass die Fldche ohnehin keinen Einfluss auf das

Ergebnis haben sollte.
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3.4.2 Auswertung der Expressionsbreite innerhalb der Epidermis

Der Schwerpunkt dieser Auswertung lag auf der Quantifizierung des Beginns und der
Ausdehnung der Expression der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1, sowie des Connexins Cx43
innerhalb der Schichten der Epidermis. Unter Verwendung des Programms FIJI wurde fiir
die Auswertung von Cldn-1 und ZO-1 jeweils die Strecke von der Basallamina bis zum
Beginn des angefirbten Bereiches gemessen, d.h. die Strecke ohne Expression des
jeweiligen Proteins. Pro Foto wurden je zehn Messpunkte in der Epidermis definiert.
Zusitzlich wurde in der Auswertung von ZO-1 die Strecke von der Basallamina bis zu
Punkten sehr intensiver ZO-1 Féarbung ausgemessen (Strecke ohne ZO-1 intensiv), da
subjektiv betrachtet nicht nur eine Verbreiterung der ZO-1 Farbung sondern auch
Unterschiede in der Intensitdt auffielen. Zur Auswertung von Cx43 wurde beginnend an
der Basallamina die Strecke der auf Cx43 angeférbten epidermalen Schichten
ausgemessen.

Da die Einheit der Lange in um anstelle von Pixel angegeben werden sollte, wurden die
Fotos zunichst kalibriert. Hierfiir wurde ein Objekttriager, welcher iiber eine pm-Skala
verfligte, ebenfalls mit dem 40er-Objektiv abfotografiert und anschlieBend die Anzahl der
Pixel pro Mikrometer ausgemessen. Diese Information wurde dann in das Programm
eingegeben.

Des Weiteren wurde das Verhéltnis der ZO-1-Expression, sowie der Cx43-Expression
zur Epidermisdicke in der Kontrolle und im Ekzem berechnet und miteinander verglichen.
Hierfiir wurde nicht wie fiir die anderen Berechnungen dieser Arbeit die anhand des SHG-
Signals ermittelte Epidermisdicke verwendet, sondern an den zugehorigen
Phasenkontrastaufnahmen anhand von zehn Messpunkten pro Schnitt die Epidermisdicke
ermittelt, um eine genauere Ubereinstimmung der jeweiligen Beziige zu gewihrleisten.

In Abhingigkeit von der GroB3e des Ekzems wurden pro Maus ein bis zwei Fotos

separat evaluiert und daraus der Mittelwert +/- SEM berechnet.

3.5 Bestimmung der Dichte des dermalen Infiltrats

Die Dichte des dermalen Infiltrats wurde anhand von HE-Farbungen ermittelt. Pro Schnitt
wurden fiinf ROIs innerhalb der Dermis definiert, wobei eine ROI 80um x 62um maf} und

somit eine Fldche von etwa 5000 um? einschloss (Abb. 3.2). In diesen ROIs wurde die
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jeweilige Anzahl an Zellen gezéhlt. Da anhand dieser Methode keine addquate
Unterscheidung zwischen Immunzellen und anderen in der Dermis befindlichen Zellen,
wie Fibroblasten, moglich war, wurden diese mit eingeschlossen. Da es nach bisherigem
Kenntnisstand in atopisch verdnderter Haut keine Anzeichen auf eine verdnderte Anzahl
von Bindegewebszellen gibt, wird davon ausgegangen, dass hierdurch kein entscheidender
Einfluss auf das Ergebnis der Zéhlung zu erwarten ist. Aus der jeweilig ermittelten Anzahl

in den fiinf ROIs wurde schlieBlich der Mittelwert gebildet.
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D AN

Kontrolle 3x Provokation
Abbildung 3.2: Ermittlung der Dichte des dermalen Infiltrats an HE-Farbungen in
Kontrollhaut und ldsionaler (3x Provokation) Haut. Représentative Darstellung der

Platzierung der ROIs (Késtchen) innerhalb der Dermis.

3.6 Statistische Auswertung

Die Planung und Umsetzung der statistischen Auswertung der Daten erfolgte in
Kooperation mit Frau Anne Daubmann vom Institut fiir Medizinische Biometrie und
Epidemiologie (IMBE) des UKE. Es wurden linear gemischte Modelle unter
Beriicksichtigung der Abhédngigkeitsstruktur erstellt (Syntax s. Anhang). Die Auswertung
aller metrischen Variablen erfolgte in SPSS (s.0.). Die Auswertung von Cx26, der einzigen
kategorialen Variable, wurde anhand gemischter logistischer Regression Modelle unter

Berticksichtigung der Abhéngigkeitsstruktur in SAS umgesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Dichte des dermalen Infiltrats

Da eine wichtige Einflussgrosse zur Entwicklung des Ekzems inflammatorische Zellen
sind, wurde zu Beginn der Arbeit zur Charakterisierung des inflammatorischen
Geschehens im Ekzem die Infiltratdichte bestimmt (zur Bestimmung der Infiltratdichte
siche Methoden).

Die Auszdhlung der Gesamt-Zellzahl in der Dermis ergab in allen Féllen eine deutliche
Zunahme der Zellzahl in l4sionaler muriner Haut gegeniiber Kontrollhaut. Sie entsprach in
den meisten Féllen in etwa einer Verdopplung. Die Infiltratdichte korrelierte signifikant

mit der Anzahl der gesetzten Ovalbumin-Injektionen (Provokationen) (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Darstellung der mittleren dermalen Infiltratdichte von Kontrollhaut
(Anzahl der Provokationen = 0) im Vergleich zu ldsionaler Haut nach einmaliger und
dreimaliger Provokation mit Ovalbumin im AlD-Mausmodell (n=9, Standardfehler (SEM),
*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)

4.2 Lokalisation der TJ-Proteine im AID-Mausmodell

Die Lokalisation der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1 wurde bereits in der Doktorarbeit von
Christian Bornchen bestimmt (Bornchen 2013). Allerdings wurde dort die Lokalisation zur
Quantifizierung und statistischen Auswertung in Kategorien eingeteilt. Im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit wurden nun noch dariiber hinaus die Intensitét der Cldn-1-Farbung in
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den oberen und unteren Bereichen der Epidermis bestimmt sowie die Distanz im unteren
Bereich, in der kein Cldn-1 an den Zell-Zell-Grenzen zu finden ist. Dariiber hinaus wurde

die Strecke gemessen, in der kein ZO-1 zu finden war.

4.2.1 Lokalisation von Cldn-1 im AID-Mausmodell

Das TJ-Protein Cldn-1 fand sich in Kontrollhaut in allen Schichten der Epidermis. In
lasionaler Haut hingegen war die Intensitét der Cldn-1-Féarbung sowohl im Stratum basale
als auch in den suprabasalen Schichten deutlich geringer (Abb. 4.2). In einigen Fillen war
im Stratum basale liberhaupt keine Intensitit mehr messbar. Statistisch waren die
semiquantitativ gemessenen Intensititsunterschiede zwischen Kontrollhaut und ldsionaler
Haut signifikant (Abb. 4.3). Die beginnend an der Basallamina gemessene Strecke ohne
Cldn-1 an den Zellgrenzen zeigte sich in ldsionaler Haut signifikant verlangert (Abb. 4.4).
Dies galt auch unter Beriicksichtigung der insgesamt verbreiterten Epidermis im Ekzem

(Abb. 4.5).
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Cldn-1 Cldn-1 + DAPI

Kontrolle

Ekzem

Kontrolle
Ekzem

(Gruber et al. 2015)
Abbildung 4.2: Reprisentative immunhistochemische Farbung von Cldn-1 (griin) im AlD-
Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und ldsionaler Maushaut
(mittlere Reihe). In Kontrollhaut fand sich Cldn-1 an den Zellgrenzen in allen epidermalen
Schichten. In ldsionaler Haut zeigten sich eine deutliche Verminderung der Cldn-1-
Intensitit im SB, sowie eine leichtere Verminderung in den suprabasalen Schichten. Zur

Verdeutlichung der Verdanderungen Abbildung mit vergroBerter Darstellung (untere Reihe,
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(Gruber et al. 2015)). Die Kombination mit der DAPI-Kernfarbung erleichtert die

Beurteilung der Epidermisdicke und —struktur, sowie des dermalen Infiltrats.
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Abbildung 4.3: Darstellung der Cldn-1 Intensitit in Kontrollhaut (Kontrolle) und
lasionaler Haut (Ekzem) im Stratum basale und in den suprabasalen Schichten im AID-

Mausmodell (n=6, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), **: p<0,01 , ***: p<0,001)
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Abbildung 4.4: Darstellung der Strecke ohne Cldn-1 an den Zellgrenzen beginnend an der
Basallamina in Kontrollhaut (Kontrolle) und ldsionaler Haut (Ekzem) im AlD-Mausmodell

(n=8, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), ***: p<0,001)
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Strecke ohne Cldn-1
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Abbildung 4.5: Darstellung des prozentualen Anteils der Strecke ohne Cldn-1 Fiarbung
beginnend an der Basallamina an der Epidermisdicke in Kontrollhaut (Kontrolle) und

lasionaler Haut (Ekzem) im AlD-Mausmodell (n=8, Mittelwerte + Standardfehler (SEM)
*H%: p<0,001)

4.2.2 Lokalisation von Z0O-1 im AID-Mausmodell
In Kontrollhaut war die Lokalisation von ZO-1 auf das Stratum granulosum begrenzt. In

lasionaler Haut hingegen wurde eine Verbreiterung der ZO-1 Farbung in Richtung der

unteren suprabasalen Schichten gemessen (Abb. 4.6). Diese Verdnderung im Vergleich z

9

U

Kontrollhaut war statistisch signifikant (Abb. 4.7). Trotz dieser insgesamt vermehrten ZO-

1 Farbung innerhalb der Epidermis, schien eine intensive ZO-1 Féarbung, wie sie in

Kontrollhaut erscheint, auf die nahe der Hautoberfldche gelegenen epidermalen Schichten

begrenzt zu sein, wodurch sich im Ekzem, eine verldngerte Strecke ohne intensive ZO-1
Féarbung ergab (Abb. 4.8). Eine Normalisierung der Strecken auf die im Ekzem groBere
Epidermisdicke zeigte, dass, auch wenn diese berlicksichtigt wurde, die ZO-1 Farbung

insgesamt verbreitert ist (Abb. 4.9) und gleichzeitig ein signifikant l&ngerer Anteil im
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Ekzem ohne intensive ZO-1 Farbung besteht (Abb. 4.10).

Z0-1 Z0-1 + DAPI

Kontrolle

Ekzem

Abbildung 4.6: Reprasentative immunhistochemische Farbung von ZO-1 (griin) im AlD-
Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und ldsionaler Maushaut
(untere Reihe). In Kontrollhaut ist die ZO-1 Fiarbung auf das SG begrenzt. In ldsionaler
Haut zeigt sich eine Verbreiterung der ZO-1 Férbung in tiefere epidermale Schichten
(siehe Pfeilspitzen). Intensiv gefdrbte ZO-1 Punkte finden sich auch in ldsionaler Haut vor
allem in den oberen epidermalen Schichten (Pfeile). Die Kombination mit der DAPI-
Kernfarbung erleichtert die Beurteilung der Epidermisdicke und —struktur, sowie des

dermalen Infiltrats.
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Abbildung 4.7: Darstellung der Strecke ohne ZO-1 Farbung beginnend an der Basallamina
in Kontrollhaut (Kontrolle) und ldsionaler Haut (Ekzem) im AID-Mausmodell (n=9,
Mittelwerte + Standardfehler (SEM), **: p<0,01)
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Abbildung 4.8: Darstellung der Strecke ohne intensive ZO-1 Fiarbung beginnend an der
Basallamina in Kontrollhaut (Kontrolle) und ldsionaler Haut (Ekzem) im AlD-Mausmodell

(n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), *: p<0,05)
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Abbildung 4.9: Darstellung des prozentualen Anteils der Strecke ohne ZO-1 Farbung
beginnend an der Basallamina an der Epidermisdicke in Kontrollhaut (Kontrolle) und
lasionaler Haut (Ekzem) im AlD-Mausmodell (n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM)
*E*: p<0,001)
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Abbildung 4.10: Darstellung des prozentualen Anteils der Strecke ohne intensive ZO-1

9

Féarbung an der gesamten Epidermisdicke in Kontrollhaut (Kontrolle) und ldsionaler Haut

(Ekzem) im AlD-Mausmodell (n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), *: p<0,05)
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4.3 Expression von Ca2+-Kaniilen im AID-Mausmodell

4.3.1 Expression von Orail im AID-Mausmodell

Orail war in der follikuldren und in allen Schichten der interfollikuldren Epidermis
vorhanden. Auf zelluldrer Ebene war Orail vorwiegend an den Zellgrenzen, in geringerem
Ausmal jedoch auch im Zytoplasma lokalisiert. In lasionaler Haut im AlD-Mausmodell
lieBen sich kaum Veridnderungen in diesem Expressionsmuster erkennen (Abb. 4.11). Zur
quantitiativen Auswertung wurde hier die Intensitit der Farbung im Stratum basale und in
den suprabasalen Schichten gemessen. Die Intensitditsmessungen zeigten lediglich eine
geringe, nicht signifikante Verminderung der Intensitét in den suprabasalen Schichten

(Abb. 4.12).
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Abbildung 4.11: Représentative immunhistochemische Farbung von Orail (griin) im AlD-

Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und ldsionaler Maushaut
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(untere Reihe). In ldsionaler Haut fand sich gegeniiber Kontrollhaut eine minimal
verminderte Intensitét in den suprabasalen Schichten. Die Kombination der Orail-Farbung
mit der DAPI-Kernfarbung verdeutlicht die Epidermisdicke und -struktur, sowie die

Zunahme des dermalen Infiltrats in lasionaler Haut.
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Abbildung 4.12: Darstellung der Orail-Intensitét in Kontrollhaut (Kontrolle) und
lasionaler Haut (Ekzem) im Stratum basale und in den suprabasalen Schichten im AID-

Mausmodell (n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM))

4.3.2 Expression von TRPC1 im AID-Mausmodell

TRPC1 war in allen epidermalen Schichten vorhanden — sowohl in Kontrollhaut als auch
in lasionaler Haut. Auf zelluldrer Ebene fand sich eine Farbung der Zellgrenzen, was mit
einer Lokalisation in der Plasmamembran vereinbar ist, und des Zytoplasmas der
Keratinozyten (Abb. 4.13). Zur quantitiativen Auswertung wurde hier die Intensitét der
Féarbung im Stratum basale und in den suprabasalen Schichten gemessen.

Die Intensititsauswertung zeigte eine deutliche Verminderung der Intensitit in
lasionaler Haut gegeniiber Kontrollhaut, sowohl in der basalen als auch in den

suprabasalen Schichten (Abb. 4.14).
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Abbildung 4.13: Représentative immunhistochemische Farbung von TRPCI (griin) im
AlID-Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und l4sionaler
Maushaut (untere Reihe; Ekzem). Rechte Seite: Zellkerne sind mit Dapi markiert. Die
TRPC1-Firbung erstreckt sich iiber alle epidermalen Schichten, ist jedoch in ldsionaler

Haut gegeniiber Kontrollhaut in der basalen und den suprabasalen Schichten in ihrer

Intensitdt gemindert.
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Abbildung 4.14: Darstellung der TRPC1-Intensitét in Kontrollhaut (Kontrolle) und
lasionaler Haut (Ekzem) im Stratum basale und in den suprabasalen Schichten im AID-

Mausmodell (n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), *: p<0,05, **: p<0,01)

4.3.3 Firbung von TRPV4 im AID-Mausmodell

TRPV4 war in allen lebenden Schichten der Epidermis an den Zellgrenzen lokalisiert.
Stellenweise lieB sich eine typische apikale Akzentuierung feststellen. Das
Lokalisationsmuster in ldsionaler und Kontrollhaut war subjektiv betrachtet sehr dhnlich
(Abb. 4.15). Zur quantitiativen Auswertung wurde hier die Intensitit der Firbung im SB
und im SG gemessen. Die Intensitidtsmessungen zeigten eine signifikant reduzierte
Intensitdt im SG, die Intensitdten im SB zeigten keinen signifikanten Unterschied (Abb.

4.16).
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Abbildung 4.15: Représentative immunhistochemische Farbung von TRPV4 (griin) im
AlID-Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und l4sionaler
Maushaut (untere Reihe). In lasionaler Haut fand sich gegeniiber Kontrollhaut eine leicht
reduzierte TRPV4-Intensitét im Stratum granulosum. Die Kombination der TRPV4-

Féarbung mit der DAPI-Kernfiarbung verdeutlicht die Epidermisdicke und -struktur.
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Abbildung 4.16: Darstellung der TRPV4-Intensitdt an den Zellgrenzen in Kontrollhaut

(Kontrolle) und ldsionaler Haut (Ekzem) im Stratum basale und im Stratum granulosum im

AID-Mausmodell (n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), *: p<0,05)

4.4 Lokalisation der Connexine Cx43 und Cx26 im AID-Mausmodell

4.4.1 Lokalisation von Cx43 im AID-Mausmodell

In normaler Maushaut fand sich Cx43 im Stratum basale der Epidermis. Die Cx43

Lokalisation in ldsionaler Haut erstreckte sich zusétzlich in suprabasale Schichten (Abb.

4.17).
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Abbildung 4.17: Représentative immunhistochemische Farbung von Cx43 (griin) im AID-
Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und ldsionaler Maushaut
(untere Reihe). In Kontrollhaut ist die Cx43-Férbung auf das SB beschrankt. Im Ekzem
findet sich zusitzlich zu der basalen Lokalisation eine typische Farbung in mehreren
suprabasalen Schichten. Die Kombination mit der DAPI-Kernfarbung verdeutlicht die

Verianderung der Epidermisdicke und —struktur im Ekzem.

Zur quantitativen Auswertung wurde die Strecke der Cx43-Féarbung beginnend an der

Basallamina ausgemessen. Diese war in ldsionaler Haut signifikant verldngert (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Darstellung der Strecke mit Cx43 beginnend an der Basallamina in
Kontrollhaut (Kontrolle) und ldsionaler Haut (Ekzem) im AlD-Mausmodell (n=9,
Mittelwerte + Standardfehler (SEM), **: p<0,01)

Anhand der Berechnung der anteiligen Cx43-Farbung an der jeweiligen Epidermisdicke
konnte gezeigt werden, dass die Verbreiterung der Cx43-Farbung im Ekzem sich auch
prozentual iiber einen groferen Anteil der Epidermis erstreckt, und somit nicht

ausschliesslich durch die verdickte Epidermis bedingt ist (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19: Darstellung des Anteils der Strecke mit Cx43 beginnend an der
Basallamina an der gesamten Epidermisdicke in Kontrollhaut (Kontrolle) und l4sionaler

Haut (Ekzem) im AlD-Mausmodell (n=9, Mittelwerte + Standardfehler (SEM), **: p<0,01)
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4.4.2 Lokalisation von Cx26 im AID-Mausmodell

In Kontrollhaut fand sich keine typische, punktférmige Cx26-Farbung. In ldsionaler Haut
hingegen war Cx26 in unterschiedlichem Ausmal in der basalen und den suprabasalen
Schichten vorhanden (Abb. 4.20). Fiir die statistische Auswertung wurde hier die Cx26-

Férbung in die Kategorien ,vorhanden‘ und ,nicht vorhanden‘ eingeteilt.

Cx26 Cx26 + DAPI
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Abbildung 4.20: Reprisentative immunhistochemische Farbung von Cx26 (griin) im AlD-
Mausmodell auf Paraffinschnitten von Kontrollhaut (obere Reihe) und ldsionaler Maushaut
(untere Reihe). In Kontrollhaut findet sich keine charakteristische Cx26-Féarbung. In
lasionaler Haut hingegen ist eine breite Cx26-Féarbung zu sehen, welche sich {iber basale

und suprabasale Schichten erstreckt.

Insgesamt war somit in ekzematdser Maushaut die Lokalisation von Connexinen verindert.
Diese Verdnderungen schlossen sowohl die Zusammensetzung, als auch die Verteilung

innerhalb der Schichten ein.
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4.5 Korrelationen der im AID-Mausmodell erhobenen Parameter

Die hier erhobenen Parameter wurden untereinander und mit den Daten fiir Proliferation
(Verhiltnis Ki67 positiver Zellen zu DAPI gefarbten Zellen in der Epidermis),
Differenzierung (Strecke ohne CK10 und Strecke CK 14 in der Epidermis), Epidermisdicke
(SHG-Signal) und Calcium-Gradient (FLIM-Messungen) die dem Datensatz von Christian
Bornchens Doktorarbeit entnommen wurden (Bornchen 2013), korreliert.

Da im AID-Mausmodell die Induktion des Ekzems durch Provokation einer
Immunantwort erfolgt, kann davon ausgegangen werden, dass das immunologische
Geschehen am Anfang der Veridnderungen zu finden ist. Deshalb werden fiir das Infiltrat
die Korrelationen ,,Einfluss des Infiltrats auf...* und nicht die umgekehrten Korrelationen
dargestellt. Fiir alle anderen Parameter wurden jeweils die Korrelationen in beide
Richtungen bestimmt, der Ubersichtlichkeit wegen werden hier aber nur signifikante oder
knapp iiber der Signifikanzgrenze liegende Daten dargestellt. Die anderen Daten finden
sich im Anhang. Im Sinne einer anschaulicheren Darstellung der Ergebnisse wurde eine
beidseitige signifikante statistische Korrelation zweier Parameter im Folgenden als
,Korrelation* bezeichnet, wihrend eine nur in eine ,,Richtung* signifikante statistische
Korrelation als ,,Einfluss von x auf y* erfasst wird. Zu Bedenken ist hierbei, dass dieser
Ausdruck zur besseren Ubersicht verwendet wird und lediglich ein statistisches Ergebnis
reprisentiert, wobei dies nicht mit einem Einfluss im biologischen Sinne und schon gar
nicht mit einer Kausalitit verbunden sein muss. Die Erarbeitung von moglichen

Kausalketten in ihrer biologischen Plausibilitdt wird in der Diskussion erortert.

4.6 Einfluss der dermalen Infiltratdichte

Um zu testen, inwieweit das dermale Infiltrat, die beobachteten Verdnderungen im Ekzem
antreiben konnte, wurde die Infiltratdichte mit Proliferation, Differenzierung und

Epidermisdicke sowie Verdanderungen des Calcium-Gradienten, den TJ Proteinen, den

Calcium-Kanilen und den Connexinen korreliert.
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4.6.1 Korrelation der Infiltratdichte mit Proliferation, Differenzierung und

Epidermisdicke

Die Infiltratdichte zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Differenzierungsmarker

CK10 und CK14. Zu CK 14, dem Marker fiir undifferenzierte Zellen, besteht eine positive

Korrelation, zu CK10 eine negative (Tab. 4.1).

Tabelle 4.1: Korrelation der dermalen Infiltratdichte (,,DermInf*) mit den

Differenzierungsmarkern CK10 und CK 14

Einflussgrofie ZielgrofBe n Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
DermInf Strecke kein CK 10 7 0,22 0,01 0,43 0,043
DermInf Strecke CK 14 7 0,26 0,04 0,48 0,026

Des Weiteren bestand ein signifikant positiver Einfluss der Infiltratdichte auf die

Proliferation, repriasentiert durch den Ki67-Index, und die Epidermisdicke (Tab. 4.2).

Tabelle 4.2: Korrelation der dermalen Infiltratdichte mit der Proliferation (Ki67-Inex) und

der Epidermisdicke
Einflussgrofie ZielgrofBle n Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
DermInf Ki67-Index 5 0,01 0,00 0,02 0,014
DermInf Epidermisdicke 7 0,88 0,59 1,16 <0,001

4.6.2 Korrelation der Infiltratdichte mit dem Calcium-Gradienten

Es bestand ein signifikant positiver Einfluss der Infiltratdichte auf die Ca2+-Baseline und

auf die intra- und extrazellulire Ca2+-Konzentration im SG (Tab. 4.3). Das dermale

Infiltrat korrelierte nicht mit dem Gesamtcalcium in der Epidermis (s. Anhang). (Zur

Erklarung der Begrifflichkeiten siehe auch Kapitel 1.6)
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Tab. 4.3: Korrelation der dermalen Infiltratdichte mit der Ca2-+-Baseline und der intra-

und extrazelluldren Ca2+-Konzentration im SG

Einflussgrofie Zielgrofle Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
DermInf Ca2+ Baseline 0,43 0,17 0,69 0,003
DermInf (Ca2+)intrazelutar SG 9,63 1,58 17,69 0,025
DermlInf (Ca2+)extrazelutar SG 10,12 1,23 19,09 0,030

4.6.3 Korrelation der Infiltratdichte mit der Firbung von TJ-Proteinen, Calcium-

Kaniilen und Connexinen

In Bezug auf die TJ-Proteine bestand ein signifikant positiver Einfluss der dermalen

Infiltratdichte auf die ZO-1 Lokalisation sowie ein insgesamt negativer Einfluss auf die

Cldn-1 Farbung (im Sinne einer Verlédngerung der Strecke ohne Cldn-1 Fiarbung und einer

Verminderung der Cldn-1 Intensitit in den suprabasalen Schichten). Eine tendenzielle

Korrelation bestand ebenfalls zu der Cldn-1 Intensitdt im SB (Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Korrelation der dermalen Infiltratdichte mit der Farbung der TJ-Proteine ZO-

1 und Cldn-1
Einflussgrofie ZielgrofBle Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
DermInf Strecke ohne ZO-1 -0,18 -0,34 -0,02 0,031
gesamt
DermInf Strecke ohne Cldn-1 0,57 0,21 0,94 0,006
DermInf Cldn-1 Intensitét -2,5 -5,15 0,15 0,061
basal
DermInf Cldn-1 Intensitét -3,69 -6,7 -0,37 0,037

suprabasal

Die dermale Infiltratdichte beeinflusste tendenziell, allerdings statistisch nicht signifikant,

die TRPCl-Intensitét in der basalen sowie in den suprabasalen Schichten (s. Anhang). Es

bestand jedoch keine Korrelation mit den anderen untersuchten Ca2+-Kanélen. Zudem
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bestand keine Korrelation der Infiltratdichte mit der Farbung der Connexine Cx26 und

Cx43 (s. Anhang).

4.7 Korrelationen weiterer immunologischer Komponenten mit den untersuchten

Parametern

Weder das Gesamt-IgE noch das spezifische IgE-OV A, die in der Arbeit von C. Bérnchen

bestimmt wurden, hatten einen signifikanten Einfluss auf die in dieser Arbeit untersuchten

Parameter. Im Einzelnen bestand also kein Einfluss auf die Dichte des dermalen Infiltrats,

die Epidermisdicke, die Expression der Ca2+-Kanéle, Connexine, TJ-Proteine,

Differenzierungsmarker sowie Parameter der Proliferation.

4.8 Korrelationen mit Parametern des Ekzems

4.8.1 Korrelation von TJ-Proteinen mit der Epidermisdicke und der Proliferation

und Differenzierung von Keratinozyten

Im AlD-Mausmodell bestanden signifikante Korrelationen zwischen den TJ-Proteinen

Cldn-1 und ZO-1 und der Epidermisdicke (Tab. 4.5). Ein Verlust von Cldn-1 an den

Zellgrenzen korrelierte mit einem Anstieg der Epidermisdicke. Eine Verbreiterung der ZO-

1 Féarbung korrelierte ebenfalls mit einer Zunahme der Epidermisdicke. Des Weiteren

fanden sich signifikante Korrelationen der intensiven ZO-1 Fiarbung, sowie der Strecke

ohne Cldn-1 Fiarbung an den Zellgrenzen beginnend an der Basallamina, mit dem Ki67-

Index, welcher die Proliferation der Keratinozyten widerspiegelt (Tab. 4.6). Zudem fanden

sich signifikante Korrelationen zwischen den TJ-Proteinen und dem

Differenzierungsmarker CK 10, sowie dem Marker fiir undifferenzierte Zellen, CK14 (Tab.

4.7).

Tabelle 4.5: Korrelationen von TJ-Proteinen mit der Epidermisdicke

Einflussgrofie ZielgrofBe n Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Epidermisdicke Strecke ohne Cldn-1 8 0,46 0,24 0,68 0,001
Epidermisdicke Cldn-1 Intensitét basal 6 -1,2 -2,42 0,03 0,054
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Epidermisdicke Cldn-1 Intensitét -1,48 -2,95 -0,01 0,049
suprabasal
Epidermisdicke Strecke ohne ZO-1 -0,23 -0,39 -0,07 0,008
gesamt
Epidermisdicke Strecke ohne ZO-1 0,91 0,19 1,64 0,017
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 Epidermisdicke 1,22 0,66 1,79 0,001
Cldn-1 Intensitét basal Epidermisdicke -0,28 -0,54 -0,02 0,039
Cldn-1 Intensitdt suprabasal Epidermisdicke -0,25 -0,43 -0,07 0,015
Strecke ohne ZO-1 gesamt Epidermisdicke -1,67 -2.8 -0,54 0,007
Strecke ohne ZO-1 intensiv Epidermisdicke 0,34 0,07 0,60 0,016
Tabelle 4.6: Korrelationen von TJ-Proteinen mit der Proliferation
Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Strecke ohne ZO-1 Ki67Index 0,01 0,007
intensiv 0,00 0,01
Strecke ohne Cldn-1 Ki67Index 0,03 0.01 0.04 0,002
Ki67Index Strecke ohne ZO-1 64,73 0,008
intensiv 20,77 108,70
Ki67Index Strecke ohne Cldn-1 23,41 10,52 36,30 0,002
Tabelle 4.7: Korrelationen von TJ-Proteinen mit Differenzierungsmarkern
Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Strecke ohne ZO-1 Strecke Kein-CK 10 -0,59 0,046
gesamt -1,17 -0,01
Strecke ohne ZO-1 Strecke Kein-CK 10 0,18 0,005
intensiv 0,06 0.29
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Strecke ohne ZO-1 Strecke CK 14 0,23 0,001
intensiv 0,11 035
Cldn-1 Intensitdt basal Strecke Kein-CK 10 -0,16 2026 20.05 0,010
Cldn-1 Intensitdt basal Strecke CK 14 -0,21 2039 20.03 0,033
Cldn-1 Intensitét Strecke Kein-CK 10 -0,13 0,008
-0,22 -0,04
suprabasal
Cldn-1 Intensitét Strecke CK 14 -0,17 0,015
suprabasal -0,30 -0,04
Strecke ohne Cldn-1 Strecke Kein-CK 10 0,67 0.38 0.95 0,001
Strecke ohne Cldn-1 Strecke CK 14 0,76 0.44 1.08 0,001
Strecke Kein-CK 10 Strecke ohne ZO-1 -0,45 0,014
gesamt -0,78 -0,12
Strecke Kein-CK 10 Strecke ohne ZO-1 2,25 0,005
intensiv 0,77 3,72
Strecke Kein-CK 10 Cldn-1 Intensitét -3,20 0,010
basal -5,48 -0,93
Strecke Kein-CK 10 Cldn-1Intensitét -3,99 0,008
-6,67 -1,31
suprabasal
Strecke Kein-CK 10 Strecke ohne Cldn-1 0,99 0,55 1,43 0,001
Strecke CK 14 Strecke ohne ZO-1 -0,37 0,039
-0,71 -0,02
gesamt
Strecke CK 14 Strecke ohne ZO-1 2,42 0,001
. . 1,24 3,60
intensiv
Strecke CK 14 Cldn-1 Intensitét -2,60 0,015
-4,55 -0,66
basal
Strecke CK 14 Cldn-1Intensitét -3,19 0,015
-5,56 -0,82
suprabasal
Strecke CK 14 Strecke ohne Cldn-1 0,94 0,53 1,35 0,001
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4.8.2 Korrelationen von Ca2+-Kanilen mit Proliferation, Differenzierung und

Epidermisdicke

Zwischen der TRPV4-Intensitit im SG und dem Ki67-Index bestand eine negative

Korrelation. Zudem fand sich ein signifikant negativer Einfluss des Ki67-Index auf die

Orail-Intensitdt in den suprabasalen Schichten (Tab. 4.8).

Des Weiteren zeigten sich signifikante Korrelationen von Ca2+-Kanélen mit dem

Differenzierungsprozess der Keratinozyten. Eine Verminderung der Intensitdt der TRPC1-

Féarbung im SB und in den suprabasalen Schichten, sowie der TRPV4-Féarbung im SG

korrelierten signifikant mit einer Verbreiterung der Lokalisation von CK 14 und mit einer

Verminderung der Lokalisation von CK10 in den unteren suprabasalen Schichten. (Tab.

4.9). Umgekehrt korrelierte auch der Differenzierungsstatus der Zellen mit der TRPC1-

Intensitét, der TRPV4-Intensitit im SG, sowie der Orail-Intensitit in den suprabasalen

Schichten.

Es fanden sich keine signifikanten Korrelationen der Ca2+-Kanéle mit der

Epidermisdicke (s. Anhang).

Tabelle 4.8: Korrelationen von Ca2-+-Kanilen mit der Proliferation

Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
TRPV4-Intensitat SG Ki67-Index -0,01 -0,01 -0,00 0,042
Ki67-Index TRPV4-Intensitat SG -72,00 -140,75 -3,24 0,042
Ki67-Index Orail-Intensitét -56,77 -103,06 -10,49 0,025

suprabasal
Tabelle 4.9: Korrelationen von Ca2+-Kanilen mit Differenzierungsmarkern

Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
TRPV4-Intensitiat SG Strecke Kein-CK 10 -0,07 -0,14 -0,00 0,045
Strecke kein CK 10 TRPV4-Intensitit SG -3,57 -7,06 -0,09 0,045
TRPV4-Intensitat SG Strecke CK 14 -0,1 -0,18 -0,02 0,021
Strecke CK 14 TRPV4-Intensitat SG -3,70 -6,75 -0,65 0,021
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TRPCl1-Intensitdt basal | Strecke Kein-CK 10 -0,04 -0,07 -0,01 0,027
Strecke kein CK10 | TRPCI1-Intensitét basal -7,87 -14,08 -1,65 0,019
TRPC1-Intensitit basal Strecke CK 14 -0,05 -0,09 -0,02 0,007
Strecke CK 14 TRPC1-Intensitit basal -7,94 -13,52 -2,35 0,012
TRPC1-Intensitat Strecke Kein-CK 10 -0,03 -0,06 0,00 0,063
suprabasal
Strecke kein CK 10 TRPC1-Intensitat -1,75 -14,65 -0,86 0,032
suprabasal
TRPC1-Intensitat Strecke CK 14 -0,04 -0,08 0,00 0,040
suprabasal
Strecke CK 14 TRPC1-Intensitat -7,05 -13,95 -0,15 0,046
suprabasal
Strecke CK 14 Orail-Intensitét -1,80 -3,49 -0,10 0,041
suprabasal

4.8.3 Korrelation von Connexinen mit Proliferation, Differenzierung und

Epidermisdicke

Die Cx43-Farbung korrelierte signifikant positiv mit der Proliferation der Keratinozyten
und der Epidermisdicke, d.h. in je mehr epidermalen Schichten Cx43 beobachtet wurde,
desto hoher war die Proliferation und umso breiter war die Epidermis und umgekehrt. Das
Vorhandensein von Cx26 hatte einen positiven Einfluss auf die Proliferation und die
Epidermisdicke, nicht aber umgekehrt (Tab. 4.10).

Die verbreiterte Expression von Cx43 zeigte zudem eine signifikante Korrelation mit
den Differenzierungsmarkern CK10 und CK14 (Tab. 4.10). Cx26 beeinflusste negativ die
Lokalisation des Differenzierungsmarkers CK10 und positiv die Lokalisation von CK14,
dem Marker undifferenzierter Zellen, d.h. das Vorhandensein von Cx26 beeinflusste
signifikant eine spatere CK10- und eine verldngerte CK14-Lokalisation. Die
Differenzierungsmarker hatten jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Farbung von

Cx26 (s. Anhang).
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Tabelle 4.10: Korrelationen von Connexinen mit Proliferation, Differenzierung und

Epidermisdicke
Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Cx43 Ki67-Index 0,02 0,01 0,03 0,001
Ki67-Index Cx43 38,59 22,01 55,18 0,001
Cx26 Ki67-Index -0,16 -0,27 -0,04 0,013
Cx43 Epidermisdicke 0,55 0,31 0,80 <0,001
Epidermisdicke Cx43 1,06 0,59 1,53 <0,001
Cx26 Epidermisdicke 9 -8,32 -10,94 -5,81 <0,001
Cx26 Strecke kein CK10 8 -4,20 -5,90 -2,51 <0,001
Cx26 Strecke CK 14 7 -5,15 -7,21 -3,09 <0,001
Cx43 Strecke kein CK10 8 0,28 0,19 0,37 <0,001
Cx43 Strecke CK 14 7 0,32 0,21 0,43 <0,001
Strecke kein CK10 Cx43 8 2,65 1,86 3,43 <0,001
Strecke CK 14 Cx43 7 2,39 1,53 3,26 <0,001

4.9 Korrelationen mit dem Calcium-Gradienten

4.9.1 Korrelation von TJ-Proteinen mit dem Calcium-Gradienten

Sowohl die Verminderung der Cldn-1-Intensitét als auch die Verbreiterung der
Lokalisation von ZO-1 forderten signifikant den Anstieg der intrazellularen Ca2+-
Konzentration im SG (Tab. 4.11). Zudem bestand eine signifikant positive Korrelation mit
der Ca2+-Baseline (Tab. 4.12). Die TJ-Proteine korrelierten nicht signifikant mit der
extrazelluldren Ca2+-Konzentration im SG und dem Gesamtcalcium in der Epidermis (s.

Anhang).
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Tabelle 4.11: Korrelationen der Expression der TJ-Proteine ZO-1 und Cldn-1 mit der

intrazelluldren Ca2+-Konzentration im SG

Einflussgrofie Zielgrofe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Strecke ohne ZO-1 gesamt (Ca2+)intrazelutir SG -25,31 -43.5 -7,14 0,011
Strecke ohne ZO-1 intensiv|  (Ca2+)intrazeiutir SG 5,17 1,00 9,33 0,020

Strecke ohne Cldn-1 (Ca2+)intrazetiutar SG 15,68 5,98 25,38 0,006

(Ca2+)intrazelutir SG Strecke ohne Cldn-1 0,01 -0,00 0,026 0,056

Cldn-1 Intensitét (Ca2+)intrazeitutir SG -5,04 -8,44 -1,64 0,012
basal

Cldn-1 Intensitdt suprabasal| (Ca2+)intazeluiir SG -4,33 -6,55 -2,12 0,004

Tabelle 4.12: Korrelationen der Expression der TJ-Proteine ZO-1 und Cldn-1 mit der

Ca2+-Baseline

Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Strecke ohne ZO-1 Ca2-+-Baseline -0,97 -1,68 -0,25 0,010
gesamt
Strecke ohne ZO-1 Ca2+ Baseline 0,26 0,12 0,41 0,001
intensiv
Ca2+ Baseline Strecke ohne ZO-1 1,90 0,65 3,14 0,006
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 Ca2+ Baseline 0,67 0,30 1,04 0,002
Ca2+ Baseline Strecke ohne Cldn-1 0,57 0,14 1,01 0,014
Cldn-1 Intensitét Ca2+ Baseline -0,15 -0,28 -0,02 0,027
basal
Cldn-1Intensitat Ca2+ Baseline -0,13 -0,24 -0,02 0,026

suprabasal
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4.9.2 Korrelationen von Ca2+-Kanilen mit dem Calcium-Gradienten

Die TRPCl1-Intensitdt in der basalen und den suprabasalen Schichten hatte einen statisitsch
signifikant negativen Einfluss auf die intrazellulire Ca2+-Konzentration im SG (Tab.
4.13).

Die TRPV4-Intensitit im SG hatte einen signifikant negativen Einfluss auf die Ca2+-
Baseline (Tab. 4.13). Zudem bestand eine signifikant negative Korrelation zwischen der
Orail-Intensitdt und der Ca2+-Baseline (Tab. 4.13).

Es bestanden keine signifikanten Korrelationen der Ca2+-Kanéle mit der extrazelluldren

Ca2+-Konzentration im SG und dem Gesamtcalcium in der Epidermis (s. Anhang).

Tabelle 4.13: Korrelationen der Expression der Ca2+-Kanédle TRPC1, TRPV4 und

Orailmit dem Calcium-Gradienten

Einflussgrofie ZielgrofBe n Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Ca2+ Baseline Orail-Intensitét 7 -2,26 -3,68 -0,83 0,007
suprabasal

TRPV4-Intensitiat SG Ca2+ Baseline 7 -0,10 -0,19 -0,02 0,021

Orail-Intensitét Ca2+ Baseline 7 -0,22 -0,37 -0,07 0,006
suprabasal

TRPCl1-Intensitét basal | (Ca2+)inwrazeliutir SG 9 -1,8 -2,83 -0,76 0,004

TRPC1-Intensitat (Ca2+)intrazelutir SG 9 -1,35 -2,52 -0,18 0,028
suprabasal

4.9.3 Korrelationen von Connexinen mit dem Calcium-Gradienten

Die Lokalisation von Cx43 und Cx26 korrelierten signifikant mit der Ca2+-Baseline,
wobei bei Verbreiterung der Cx43 Lokalisation sowie bei Vorhandensein von Cx26 eine
Verlidngerung der Ca2+-Baseline bestand und umgekehrt. Zusitzlich bestand ein statistisch
signifikant positiver Einfluss der Cx43-Expression sowie der Cx26-Expression auf die
intrazelluldre Ca2+-Konzentration im SG (Tab. 4.14), allerdings nicht umgekehrt (s.

Anhang). Es fanden sich keine signifikanten Korrelationen der Connexine mit der
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extrazelluldren Ca2+-Konzentration im SG und dem Gesamtcalcium in der Epidermis (s.

Anhang)

Tabelle 4.14: Korrelationen von Connexinen mit dem Calcium-Gradienten

Einflussgrofie ZielgrofBe n Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Cx43 Ca2+ Baseline 7 0,30 0,13 0,47 0,002

Ca2+ Baseline Cx43 7 1,74 0,63 2,86 0,006
Cx43 (Ca2+)inwazetuiar SG 9 7,28 2,99 11,57 0,004
Cx26 (CaZ+)intrazeliuiar SG 9 -99,93 -142,15 57,71 0,001

Ca2+-Baseline Cx26 7 0,79* 0,63 0,98 0,034
Cx26 Ca2+ Baseline 7 -4.28 -7,24 -1,33 0,008

* Odds Ratio

4.10 Korrelationen von Proteinen der Calciumhomoostase

4.10.1 Korrelationen von TJ-Proteinen mit Connexinen

Die Lokalisation der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1 korrelierte statistisch signifikant mit der
Lokalisation von Cx43. Eine Verbreiterung der Lokalisation von Cx43 innerhalb der
epidermalen Schichten korrelierte mit einer Verminderung von Cldn-1 an den Zellgrenzen
sowie einer insgesamt verbreiterten Lokalisation von ZO-1 und einem schmalereren
Bereich intensiver ZO-1 Farbung.

Cx26 beeinflussten statistisch signifikant die Lokalisation der TJ-Proteine Cldn-1 und
Z0O-1: Bei Vorhandensein von Cx26 bestand eine verminderte Lokalisation von Cldn-1 an
den Zellgrenzen und eine verminderte Cldn-1 Intensitdt im SB und den suprabasalen
Schichten, sowie eine insgesamt verbreiterte Lokalisation von ZO-1 und ein schmalerer

Bereich intensiver ZO-1 Farbung. (Tab. 4.15)
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Tabelle 4.15: Korrelationen von TJ-Proteinen mit Connexinen

Einflussgrofie Zielgrofle Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Strecke ohne ZO-1 Cx43 0,50 0,12 0,87 0,014
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 Cx43 1,67 0,46 2,87 0,013
Cx43 Strecke ohne Cldn-1 0,28 0,09 0,46 0,008
Cx43 Strecke ohne ZO-1 -0,13 -0,27 0,00 0,056
gesamt
Cx43 Strecke ohne ZO-1 0,73 0,18 1,29 0,014
intensiv
Cx26 Strecke ohne ZO-1 2,92 1,43 4,41 0,002
gesamt
Cx26 Strecke ohne ZO-1 -11,06 -20,59 -1,54 0,029
intensiv
Cx26 Strecke ohne Cldn-1 -6,13 -8,00 -4,26 <0,001
Cx26 Cldn-1Intensitét 18,55 8,61 28,49 0,005
basal
Cx26 Cldn-1Intensitit 24,69 17,25 32,13 <0,001

suprabasal

4.10.2 Korrelationen von TJ-Proteinen mit Ca2+-Kanilen

Zwischen TJ-Proteinen und Ca2+-Kanilen bestanden zum Teil statistisch signifikante

Korrelationen (Tab. 4.16). Sowohl die Strecke ohne Cldn-1 an den Zell-Zell-Grenzen als

auch die Cldn-1 Intensitdt standen in einem signifikanten Zusammenhang mit den TRPC1-

Intensititen. Eine Verminderung von Cldn-1, sowie eine Verbreiterung von ZO-1

korrelierten jeweils signifikant mit einer Verminderung der TRPC1-Intensitit im SB und in

den suprabasalen Schichten.

Zudem zeigte sich eine signifikante Korrelation intensiver ZO-1 Farbung mit der

TRPV4-Intensitiat im SG, wobei eine Zunahme der TRPV4-Intensitit im SG mit einer
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bereits in niedrigeren epidermalen Schichten beginnenden intensiven ZO-1-Féarbung

korrelierte.

Es fand sich keine signifikante Korrelation der TJ-Proteine mit der Orail-Intensitit (s.

Anhang).

Tabelle 4.16: Korrelationen von TJ-Proteinen mit Ca2+-Kanilen

Einflussgrofie Zielgrofle Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Strecke ohne Cldn-1 TRPC1-Intensitdt basal -7,70 -10,18 -5,21 <0,001
Strecke ohne Cldn-1 TRPC1-Intensitat -7,18 -10,88 -3,47 0,003

suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitit basal 2,54 1,59 3,49 0,001
basal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitit 2,18 0,42 3,93 0,024
1
basal suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitit basal 1,87 0,69 3,05 0,009
suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitat 1,66 0,03 3,30 0,047
1
Suprabasal suprabasa
Strecke ohne ZO-1 gesamt] TRPC1-Intensitét basal 9,54 1,86 17,22 0,020
Strecke ohne ZO-1 gesamtf  TRPCl1-Intensitit 10,05 1,69 18,42 0,023
suprabasal
Strecke ohne ZO-1 TRPV4-Intensitiat SG -1,00 -1,89 -0,10 0,032
intensiv
TRPV4-Intensitiat SG Strecke ohne ZO-1 -0,3 -0,56 -0,04 0,028
intensiv
TRPC1-Intensitdt basal Strecke ohne Cldn-1 -0,11 -0,14 -0,07 <0,001
TRPC1-Intensitdt basal Cldn-1 Intensitét 0,34 0,19 0,44 0,001
basal

74




TRPC1-Intensitdt basal Cldn-1Intensitat 0,19 -0,00 0,38 0,051
suprabasal

TRPC1-Intensitét basal Strecke ohne ZO-1 0,033 0,00 0,06 0,033
gesamt

TRPC1-Intensitat Strecke ohne Cldn-1 -0,08 -0,13 -0,03 0,010

suprabasal

TRPC1-Intensitat Strecke ohne ZO-1 0,03 0,00 0,06 0,049

suprabasal gesamt

4.10.3 Korrelationen von Connexinen mit Ca2+-Kanilen

Cx26 hatte einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Farbung von Ca2+-Kanilen: Das

Vorhandensein von Cx26 hatte einen signifikant negativen Einfluss auf die Intensitit der

Féarbung von TRPC1 in der basalen und in suprabasalen Schichten sowie auf die Intenstitit

der TRPV4-Farbung im SG (Tab. 4.17). Umgekehrt bestand kein signifikanter Einfluss der

untersuchten Ca2+-Kandle auf die Cx26 Expression (s. Anhang). Cx43 stand in einer

signifikant negativen Korrelation mit der Orail-Intensitét in den suprabasalen Schichten,

sowie der TRPV4-Intensitiat im SG.

Tabelle 4.17: Korrelationen von Connexinen mit Ca2+-Kanélen

Einflussgrofie Zielgrofle Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Cx26 TRPCI1 Intensitét basal 38,3 13,19 63,38 0,008
Cx26 TRPC1-Intensitat 35,8 4,45 67,16 0,030
suprabasal
Cx26 TRPV4-Intensitiat SG 16,3 0,19 32,48 0,048
Orail-Intensitét Cx43 -0,22 -0,45 -0,00 0,046
suprabasal
TRPC1-Intensitdt basal Cx43 -0,10 -0,20 -0,00 0,050
TRPV4-Intensitat SG Cx43 -0,31 -0,47 -0,15 0,001
Cx43 TRPC1-Intensitit basal -2,30 -4.34 -0,26 0,030
Cx43 TRPV4-Intensitat SG -1,57 -2,47 -0,68 0,002
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Cx43

Orail-Intensitdt basal

-0,35

-0,66 -0,05

0,029

Cx43

Orail-Intensitét

suprabasal

-0,70

-1,37 -0,03

0,043

4.10.4 Korrelationen von Ca2+-Kanélen mit anderen Ca2+-Kanélen

Die TRPV4-Intensitit im SG hatte einen statistisch signifikant positiven Einfluss auf die

Orail-Intensitdt im SB (Tab. 4.18). Es fanden sich keine weiteren signifikanten

Korrelationen unter den Ca2+-Kanélen (s. Anhang).

Tabelle 4.18: Korrelation der TRPV4-Intensitit im SG mit der Orail-Intensitidt im SB

Einflussgrofie ZielgrofBe Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
TRPV4-Intensitit SG | Orail-Intensitét basal 0,14 0,03 0,26 0,019
4.10.5 Korrelation von Cx26 und Cx43
Cx26 und Cx43 Lokalisation korrelierten signifikant miteinander, wobei das
Vorhandensein von Cx26 mit verbreiterter Cx43-Farbung korrelierte (Tab. 4.19).
Tabelle 4.19: Korrelation von Cx26 und Cx43
Einflussgrofie ZielgrofBle Schitzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
Cx26 Cx43 -9,66 -15,82 -3,50 0,007
Cx43 Cx26 <0,001* - - <0,001

* Odds Ratio

4.11 Farbung der Ca2+-Kanile in normaler humaner Haut und im humanen Ekzem

4.11.1 Firbung von Orail in humaner Haut

Orail ist in normaler humaner Haut in allen Schichten der interfollikuldren Epidermis,

sowie in den Haarfollikeln, exprimiert. Wihrend die Farbung im SC eher schwach war,
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fand sich eine stirkere Farbung in den anderen suprabasalen Schichten, insbesondere im
SG, mit relativ homogener Verteilung an den Zellgrenzen im Bereich der Plasmamembran.
Die Orail-Farbung war ebenfalls, jedoch in geringerem Ausmal, im Zytoplasma zu finden.
Die Lokalisation von Orailin humaner Haut ist somit zwar beziiglich der Lokalisation an
den Zellgrenzen dhnlich wie in der Maus, die starke Farbung im SG ldsst sich in der Maus
jedoch nicht beobachten.

Die Orail-Farbung im humanen atopischen Ekzem zeigte eine starke, vorwiegend
apikale Lokalisation im SG und den oberen Schichten des SS (Abb. 4.21). Dabei bestanden
individuelle Unterschiede in der Stirke der Farbung im SB.

Die Verdnderungen im humanen Ekzem dhneln nicht denen im AID-Mausmodell.

Orai1 Orai1 + DAPI

Kontrolle

Ekzem

Abbildung 4.21: Représentative immunhistochemische Farbung von Orail (griin) in
humaner Haut auf Paraffinschnitten von normaler Haut (obere Reihe) und im Ekzem

(untere Reihe). Blau: Kernfarbung durch DAPI. In normaler Haut war Orail in allen
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Schichten der interfollikuldren Epidermis, sowie in Haarfollikeln zu finden. Im Ekzem fiel
eine starke, vorwiegend apikale Lokalisation von Orail im SG und oberen SS auf. Die
Kombination mit der DAPI-Kernfarbung verdeutlicht die Epidermisdicke und —struktur,

sowie das dermale Infiltrat.

4.11.2 Firbung von TRPC1 in humaner Haut

In normaler humaner Haut fand sich die stirkste TRPC1-Féarbung an der Grenze vom
Stratum basale zum Stratum spinosum. Eine ebenfalls starke Férbung bestand in den daran
anschlieBenden unteren Schichten des Stratum spinosum. Im Stratum basale war die
TRPCI1-Fiarbung durch eine vorwiegend apikale Lokalisation ausgezeichnet. In den
suprabasalen Schichten war TRPCI1 eher basolateral orientiert. Aulerdem fand sich eine
typische Farbung in den Haarfollikeln. Auf zelluldrer Ebene war TRPC1 an den
Zellgrenzen im Bereich der Plasmamembran sowie im Zytoplasma, vorwiegend
perinukleir, lokalisiert. Insgesamt zeigten sich Ahnlichkeiten in der Lokalisation von
TRPCI in humaner Haut und in der Maus.

Im humanen atopischen Ekzem fiel eine Verschiebung der Farbung in hohere Schichten
und damit eine Verminderung der Farbung in den unteren suprabasalen Schichten auf. Die
unterschiedlich starke Férbung im Stratum basale war im Gegensatz zur normalen Haut
vorwiegend basolateral lokalisiert. In zwei Drittel der atopischen Ekzeme fand sich ein
,ountes Farbungsmuster* mit Bereichen unterschiedlich starker Farbung in Schichten
unabhéngiger Verteilung (Abb. 4.22). Es lieB3 sich kein Zusammenhang der
unterschiedlichen Verdanderungen mit der Akuitit, dem Geschlecht oder dem Alter finden.
Eine recht gleichméfige Abnahme der Fiarbung suprabasal und basal, wie in der Maus

beobachtet, sicht man nicht.

78



TRPCA1 TRPC1 + DAPI

Kontrolle

Ekzem

Ekzem

Abbildung 4.22: Reprisentative immunhistochemische Farbung von TRPC1 (griin) in
humaner Haut auf Paraffinschnitten von normaler Haut (obere Reihe) und im Ekzem
(mittlere und untere Reihe). In normaler Haut zeigte sich die TRPC1-Farbung in allen
epidermalen Schichten, wobei eine starke Intensitit am Ubergang vom SB zum SS
bestand. Im Ekzem fanden sich unterschiedliche Verdnderungen dieses Musters, darunter
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eine Verschiebung der TRPC1-Firbung in hohere epidermale Schichten, sowie ein ,,buntes
Farbungsmuster mit Arealen unterschiedlich starker Férbung. Die Kombination mit der
DAPI-Kernfarbung verdeutlicht die Epidermisdicke und —struktur, sowie das dermale

Infiltrat.

4.11.3 Firbung von TRPV4 in humaner Haut

In normaler humaner Haut war TRPV4 wie in der Maus in allen Schichten der Epidermis
auller dem SC zu finden. Es zeigte sich, ebenfalls wie in der Maus eine starke Férbung an
den Zellgrenzen, vorwiegend im SG aber auch in den darunter liegenden Zellschichten.
Vereinzelt wurde eine relativ starke Farbung im perinukledren Bereich beobachtet,
vorwiegend am Ubergang von SB zu SS.

Die ekzematose humane Haut zeigte keine markanten Verdnderungen der TRPV4-
Férbung, lieB jedoch subjektiv eine verstirkte Farbung an den Zellgrenzen im oberen SS
und SG vermuten (Abb. 4.23). Diese Verdnderungen entsprechen nicht den Beobachtungen

in lasionaler Maushaut (s. Kap. 4.3.3).
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TRPV4 TRPV4 + DAPI

Kontrolle

Ekzem

Abbildung 4.23: Représentative immunhistochemische Farbung von TRPV4 (griin) in
humaner Haut auf Paraffinschnitten von normaler Haut (obere Reihe) und im Ekzem
(untere Reihe). In normaler Haut fand sich TRPV4 in allen lebenden Schichten der
Epidermis. TRPV4 war vorwiegend an den Zellgrenzen, vereinzelt auch zytoplasmatisch
lokalisiert. Im Ekzem fiel eine Zunahme der zytoplasmatischen Lokalisation, sowie eine
verstirkte Intensitit der TRPV4-Farbung an den Zellgrenzen im oberen SS und SG auf.
Die Kombination mit der DAPI-Kernfarbung verdeutlicht die Epidermisdicke und —

struktur.

5. Diskussion

Calcium ist wichtig fiir die Differenzierung von Keratinozyten und fiir die Etablierung und
Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut. Die Calcium-Verteilung in der Haut,

charakterisiert als Calcium-Gradient, unterscheidet sich im atopischen Ekzem von
81



gesunder Haut. Dies zeigen Untersuchungen in humaner Haut und im AID-Mausmodell.
Im Gleichgewicht dieses Calcium-Gradienten konnten TJ-Proteine als extrazellulédre
Barriere fiir Calciumionen und ggf. in TJ-unabhéngigen Funktionen, Calciumkanéle in der
Calcium-Verteilung zwischen Extra-und Intrazelluldrraum und Connexine im direkten
Austausch von Calcium zwischen den Zellen eine Rolle spielen. Verdnderungen dieser
Parameter wurden in dieser Arbeit im AID-Mausmodell untersucht und dort mit
Parametern des Calciumgradienten korreliert. Diese Ergebnisse wurden mit
Beobachtungen an humaner Haut verglichen. Insgesamt fanden sich Verdnderungen in der
Expression von Proteinen der para-, inter- und transzelluldren Calcium-Mobilitdt, sowie
eine umfassende Anzahl signifikanter Korrelationen. Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen
im Folgenden in Zusammenhang gebracht und vor dem aktuellen Wissensstand diskutiert

werden.

5.1 TJ-Proteine im AID-Mausmodell

TJ-Proteine leisten als Komponenten der TJs im SG der Epidermis (Brandner et al. 2002),
und moglicherweise auch unabhingig von diesen Strukturen, einen Beitrag zur
Barrierefunktion der Haut. Als selektive parazelluldre Barriere fiir Ca2+ und andere Ionen
(Kirschner et al. 2013) werden sie in der Entstehung des epidermalen Calcium-Gradienten
diskutiert (Kurasawa et al. 2011). Der Calcium-Gradient ist in AD verandert. In dieser
Arbeit wurde die Expression der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1 im AlID-Mausmodell
untersucht und mit dem Calcium-Gradienten, weiteren in den Calcium-Stoffwechsel
involvierten Proteinen, immunologischen Parametern und der Proliferation und
Differenzierung der Keratinozyten korreliert.

Im AID-Mausmodell zeigte sich eine Herunterregulation der Cldn-1-Expression.
Waihrend sich die Cldn-1-Farbung in normaler Maushaut iiber alle epidermalen Schichten
erstreckt, ist im Ekzem im SB kaum Cldn-1 an den Zellgrenzen vorhanden. Diese
Erkenntnis wurde bereits anhand der Strecke von der Basallamina bis zum Beginn der
Cldn-1-Farbung quantifiziert (Bérnchen 2013). In dieser Arbeit konnte dies anhand von
Intensitidtsmessungen bestétigt werden und zusitzlich gezeigt werden, dass die
Verminderung der Cldn-1 Intensitdt nicht auf die basale Schicht beschrinkt ist, sondern
ebenfalls, wenn auch in geringerem Ausmal, in suprabasalen Schichten besteht. Auch
Immunfluoreszenz-Studien in einem HD-Modell (hapten-induced chronic dermatitis

model) lielen subjektiv eine Verminderung der Cldn-1 Intensitit in der Epidermis
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betroffener Méuse erkennen (Yokouchi et al. 2015). Eine globale Verminderung der Cldn-
1 Expression fand sich auch in einem AD-Modell in Hunden in nicht-14sionaler Haut
(Roussel et al. 2015), welche wie wir Menschen ebenfalls hdufig von AD betroffen sind.
Eine andere Studie an einem AD-Hundemodell fand in nicht-lasionaler Haut keine
signifikanten Veranderungen der Cldn-1 Expression (Kim et al. 2016), dafiir aber in der
Z0-1 Expression, welche jedoch nicht der typischen ZO-1 Lokalisation entspricht, weshalb
hier nicht weiter darauf eingegangen wird.

Die ZO-1 Expression, welche unter physiologischen Bedingungen auf das SG der
Epidermis begrenzt ist (Brandner et al. 2002; Brandner et al. 2006), zeigt im Ekzem eine
Verbreiterung in tiefer liegende Schichten. Die ZO-1-Intensitét in den hoheren Schichten
erscheint jedoch deutlich starker als in den tiefer liegenden Schichten.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass diese, in dem Fall kategorial klassifizierte,
Verbreiterung der ZO-1 Lokalisation mit einem Anstieg der Ca2+-Konzentration im SG
korreliert (Bornchen 2013).

Alle in dieser Arbeit quantifizierten Parameter der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1 haben
einen signifikanten Einfluss auf die intrazelluldre Ca2+-Konzentration im SG. Beziiglich
der extrazelluldren Ca2+-Konzentration konnte keine Korrelation beobachtet werden. Die
hohe Ca2+-Konzentration im SG ist wichtig fiir zahlreiche Prozesse, die im Rahmen der
terminalen Differenzierung in den Keratinozyten ablaufen. In der Tat bestehen auch
signifikante Korrelationen zu den Differenzierungsmarkern. Allerdings korrelierte auch der
Differenzierungsstatus der Keratinozyten signifikant mit der Expression von Cldn-1 und
Z0-1, sodass allein aufgrund der Statistik keine Aussage getroffen werden kann, ob die TJ-
Proteine die Differenzierung oder die Differenzierung die TJs beeinflussen.

AuBlerdem bestanden signifikante Korrelationen zwischen den TJ-Proteinen und der
Ca2+-Baseline. Da dies auch auf die Expression der TJ-Proteine in tieferen epidermalen
Schichten zutrifft, findet sich hier moglicherweise ein Hinweis auf TJ-unabhéngige
Funktionen von TJ-Proteinen, derartige Funktionen konnten vor kurzem im Kontext der
Wundheilung gezeigt werden (Volksdorf et al. 2017).

Aus den quantifizierten Verdanderungen der Lokalisation von Cldn-1 und ZO-1 ergibt
sich eine breitere Ko-Lokalisation dieser beiden TJ-Proteine innerhalb der Epidermis.
Damit besteht die Moglichkeit der Bildung von TJs, die unter physiologischen
Bedingungen auf das SG begrenzt sind, zusétzlich in tieferen epidermalen Schichten.
Basierend auf diesen Erkenntnissen aus dem AlD-Mausmodell und unter Beriicksichtigung

der Literatur ldsst sich eine Hypothese zur Entstehung der Veridnderungen des Calcium-
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Gradienten in AD aufstellen (Abb. 5.1): Moglicherweise erlaubt die Ko-Lokalisation der
TJ-Proteine die Ausbildung von TJs unterhalb des SG. Diese zusitzliche, tiefer gelegene
parazelluldre Barriere fiir Ca2+ wiirde die Diffusion von Ca2+ im Extrazellularraum
einschrianken und konnte beispielsweise dazu fiithren, dass Ca2+ im Bereich des SG
zwischen zwei Barrieren ,,gefangen® ist, was die Erhohung der Ca2+-Konzentration im SG
im Ekzem erkldren konnte. Durch die zusitzliche TJ-Barriere wiirde weniger Ca2+ zu den
unteren suprabasalen Schichten und dem SB gelangen, was dort den Anstieg der Ca2+-
Konzentration hinauszégern wiirde. Dies spiegelt sich wiederum in der Verldngerung der
Ca2+-Baseline wider. Die niedrige Ca2+-Konzentration in den unteren epidermalen
Schichten erlaubt den Keratinozyten weiter zu proliferieren und zdgert die Differenzierung
hinaus. Dieses Hypothesenkonzept konnte somit auch die Storung der Balance zwischen
Proliferation und Differenzierung in AD erkldren. Dieses Modell setzt allerdings voraus,
dass in den unteren epidermalen Schichten Ca2+ von extrazellulér in die Zellen
aufgenommen wird und dieses dann direkt von Zelle zu Zelle in die oberen Schichten
gelangt. Connexine ermdglichen den direkten Fluss von Calciumionen zwischen
benachbarten Zellen. Eine Hochregulation der Connexine, wie sie in dieser Arbeit im
Ekzem im AlD-Mausmodell beobachtet wurde, konnte einen interzelluldren Fluss von
Calciumionen bis ins SG ermdglichen und damit zu einer Verldngerung der Calcium-
Baseline beitragen. Im SG wiirden die Keratinozyten nach dem hier vorgestellten Modell
dann das Calcium in den Extrazelluldrraum zuriickgeben, wo es in Richtung des SB
diffundiert und im Sinne eines ,,Recycling” wieder aufgenommen werden kann und nicht
mit dem Absterben der Zellen verloren geht.

Dies wird durch die Arbeit von Menon et al. 1994 unterstiitzt, in denen davon
ausgegangen wird, dass Calcium zunéchst in intrazelluldren Organellen gesammelt wird
und im Anschluss an die Initiierung der terminalen Differenzierung aus den Zellen des
oberen SG wieder augeschleust wird (Menon et al. 1994). In einem von Adams et al. 2015
aufgestellten mathematischen Modell, das auf experimentellen Daten basiert, wird
ebenfalls postuliert, dass Keratinoyzten der unteren epidermalen Schichten primér Calcium
aus dem Extrazelluldrraum aufnehmen, beispielsweise liber Ca2+-Kanile, wihrend
Kertinozyten des SG mehr Calcium abgeben als aufnehmen. Im Verlauf der
Differenzierung wird Calcium zur Regulierung intrazelluldrer Signalwege bendtigt und im
SG u.a. zur Sekretion der lamellar bodies eingesetzt. Lamellar bodies selbst enthalten auch

Calcium (Menon und Elias 1991).
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Abbildung 5.1: Hypothesenkonzept zur Aufrechterhaltung des Calcium-Gradienten in
gesunder Haut (A) und in AD (B). Pfeile symbolisieren die Haupt-Flussrichtung der
Calcium-lonen (orange Punkte). TJs (schwarze Balken) bilden eine parazelluldre Barriere
fiir Ca2+, Connexine (graue Tunnel) ermdglichen den direkten Austausch von Ca2+

zwischen benachbarten Zellen.

Es ist noch nicht klar, wie die An- bzw. Abwesenheit der verschiedenen Calcium-Kanéle
in dieses Schema implementiert werden kann, da sowohl die Anwesenheit, als auch die
Abwesenheit bestimmter Calcium-Kanéle zu einer erhdhten bzw. erniedrigten
Permeabilitét fiihren kann. Die Anwesenheit von TRPC1 in heteromeren Calciumkanilen
beispielsweise setzt die Calcium-Permeabilitét dieser Kandle herab. Eine Verminderung
von TRPC1 wiirde somit eine erhdhte Calciumpermeabilitit bedeuten.

Im AID-Mausmodell konnte in dieser Arbeit der bereits fiir Epithelzellen beschriebene
Einfluss von ZO-1 auf die Proliferation (Balda et al. 2003) bestdtigt werden und zusétzlich
gezeigt werden, dass diese proliferationsfordernde Wirkung moglicherweise fiir die
Zunahme der Epidermisdicke mitverantwortlich ist, da eine Korrelation zwischen der ZO-1
Féarbung und dem Ki67-Index sowie der Epidermisdicke gefunden wurde.

Aus Zellkulturen ist bekannt, dass auch Cldn-1 eine Rolle in der Proliferation von
Keratinozyten spielt (De Benedetto et al. 2011). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit
nun auch in Maushaut gezeigt werden, in der eine Verminderung von Cldn-1 an den
Zellgrenzen im Ekzem mit einer zunehmenden Anzahl proliferierender Zellen assoziiert
war. Aufgrund der Ergebnisse der knockdown Studien von De Benedetto erscheint diese

Kausalitdt wahrscheinlicher als die ebenfalls statistisch signifikante umgekehrte
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Korrelation. Passend zu einer gesteigerten Proliferation, korrelierte der Verlust von Cldn-1
an den Zellgrenzen sowie eine Verminderung der Cldn-1 Intensitit, wie sie im Ekzem
gefunden wurden, ebenfalls signifikant mit einem Anstieg der Epidermisdicke. Diese
Erkenntnis steht im Einklang mit einer aktuellen Studie an Cldn-1 Knockdown Méusen.
Diese zeigen einige AD-éhnliche morphologische und immunologische Charakteristika
inklusive einer Verdickung der Epidermis, der Schweregrad dieser Hautverdnderungen ist
dabei abhingig vom Cldn-1 Level (Tokumasu et al. 2016).

In diesem Punkt scheinen sich Maus und Mensch jedoch zu unterscheiden. In den
Studien von Tokumasu et al. zumindest konnte in Immunfluoreszenz-Analysen humaner
Haut von AD-Patienten keine statistisch signifikante Korrelation der semiquantitativ
ermittelten Cldn-1 Intensitdt mit der Epidermisdicke oder dem Schweregrad der AD (nach
EASI, Eczema Area Severity Index) gefunden werden. Diesbeziiglich ist zu bedenken, dass
eine Korrelation beim Menschen sicherlich schwieriger zu beobachten ist, da im
Mausmodell diverse weitere Faktoren, welche den Schweregrad einer AD beeinflussen
konnen (genetischer Background, Umwelt, bakterielle Besiedelung, Alter, Geschlecht,
Erndhrung) identisch sind.

In einer aktuellen Studie von Volksdorf et al. wurde gezeigt, dass im Kontext von
Verwundung ein knockdown von Cldn-1 zu einer Verminderung der Proliferation fiihrt.
Der Effekt, den Cldn-1 letztlich auf die Proliferation hat, scheint somit von den Parametern
der Umgebung abhéngig zu sein (Volksdorf et al. 2017).

Beziiglich der Ursache der Verdnderungen der Expression der TJ-Proteine im Ekzem
konnten anhand der Ergebnisse aus unserem AID-Mausmodell sowohl immunologische
Parameter als auch Calcium-Kanile und Connexine involviert sein. Interessanterweise
geben die Korrelationen im AID-Mausmodell Hinweise darauf, dass die Herabregulation
von Cldn-1 und die Verdnderung von ZO-1 durch die Inflammation hervorgerufen werden,
und dass das Ausmal} der Herabregulation signifikant mit der Infiltratdichte korreliert.
Dazu passt auch, dass die Behandlung von Epidermisidquivalenten mit IL-4, IL-13 und IL-
31, d.h. Zytokinen, die in der AD eine wichtige Rolle spielen, zu einer Herabregulation
von Cldn-1 an den Zellgrenzen in den unteren Schichten fiihrt (Gruber et al. 2015). Dies
wird auch durch die Arbeit von Yokouchi et al. unterstiitzt, die eine Herabregulation von
Cldn-1 in einem Hapten-induzierten Mausmodell auf die Inflammation zuriickfiihrte
(Yokouchi et al. 2015). Beziiglich eines Einflusses von Calcium-Kanilen auf TJ-Proteine
ist meines Wissens bisher in der Literatur noch nichts beschrieben. Fiir Connexine konnte

gezeigt werden, dass ZO-1 die Ausbildung von Gap Junctions beeinflusst, moglicherweise
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durch Rekrutierung von Signalproteinen zu Cx43-basierten GJs (Giepmanns et al. 2001),
Phosphorylierung von Cx43 (Jin et al. 2004) und Einflussnahme auf den
Internalisierungsprozess von Cx43 (Duffy et al. 2004).

Es konnte aber auch ein Einfluss von Connexinen bzw. Gap Junctions auf TJs gezeigt
werden. Cx26 vermittelte GJIC reduziert beispielsweise die parazelluldte Permeabilitdt und
erhoht die TER (transepithelial electrical resistance) von humanen epithelialen Zell-
Monolayer CaCo-2-Zellen (Morita et al. 2004). Cx32 scheint in die Expression und
Funktion von TJs in murinen Hepatozyten involviert zu sein (Kojima et al. 2002). Auch in
dieser Arbeit wurden signifikante Korrelationen zwischen den Connexinen und den TJ-

Proteinen gefunden (sieche Kapitel 5.2).

5.2 Connexine im AID-Mausmodell

In dieser Arbeit konnte anhand von Immunfluoreszenz-Studien gezeigt werden, dass in
ekzematoser Maushaut die Expression von Connexinen verdndert ist. Diese Verdnderungen
schlieen sowohl die Zusammensetzung, als auch die Verteilung der Connexine innerhalb
der Schichten ein. In der Untersuchung der Expression von Connexinen ist zu bedenken,
dass es sich stets um eine Momentaufnahme handelt, da Connexine und GJs innerhalb
kurzer Zeit gebildet und wieder abgebaut werden. Zudem kann keine Aussage dariiber
getroffen werden, ob die Connexine funktionelle Halbkanile oder GJs bilden.

Die Expression von Cx43 in Kontrollhaut, ist, wie auch in der Literatur beschrieben
(Liu et al.1997), auf das SB und untere SS beschriankt. Im Ekzem wurde eine
Verbreiterung der Cx43-Expression in weitere suprabasale Schichten gemessen. Eine
derartige Verdnderung des Expressionsmusters wurde bereits fiir anderweitig induzierte
Hyperproliferation beschrieben, beispielsweise nach Bestrahlung (Liu et al. 1997). Wie in
Kapitel 1.9 beschrieben, bestehen unterschiedliche Erkenntnisse zur Lokalisation von
Cx26 in normaler Maushaut. In dieser Arbeit konnte keine charakteristische Cx26-Farbung
in Kontrollhaut verzeichnet werden, was mit den Ergebnissen mehrerer Studien im
Einklang steht (Butterweck et al. 1994; Budunova et al. 1995). In l4sionaler Haut ist Cx26
hochreguliert.

Die Ergebnisse der Farbungen im AID-Mausmodell passen zu Studien an humaner Haut
von AD-Patienten, in denen sich eine verstirkte Cx43-Expression in ldsionaler Haut fand

(Tawdy et al. 2011), eine Hochregulation von Cx26 ist bisher nur in nicht-14sionaler Haut
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beschrieben (De Benedetto et al. 2011), in ldsionaler Haut in AD wurde Cx26 meines
Wissens nach bisher nicht untersucht.

Aber in ldsionaler Haut von Psoriasis-Patienten, welche ebenfalls durch eine gestorte
Balance von Proliferation und Differenzierung gekennzeichnet ist, wurde eine deutlich
erhohte Cx26-Expression gezeigt (Lucke et al. 1999; Labarthe et al. 1998).

Welche Konsequenzen konnten sich aus dem verdnderten Expressionsmuster der
Connexine ergeben? Die vermehrte Expression von Connexinen erdffnet Wege fiir
Calcium-Ionen, die in normaler Haut weder in dieser Konstellation noch in diesem
Ausmal gegeben sind. So konnten im Ekzem Calcium-Ionen von den basalen Schichten
bis in das SG flielen, was in normaler Haut aufgrund der fehlenden Connexine in den
oberen suprabasalen Schichten nicht mdglich ist (siehe Abb. 5.1). Da Ca2+ ein zentraler
Spieler in der Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten ist, konnte der Einfluss
der Connexine auf Ca2+-Konzentrationen ihre Rolle in der Proliferation und der
Differenzierung erkléren. Die signifikant positive Korrelation der Connexine mit dem
Ki67-Index kann als Ausdruck eines proliferationsfordernden Effektes verstanden werden.
Dies steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass eine ektope Expression von Cx26 die
Proliferation fordert (Djalilian et al. 2006). Die Hochregulation von Cx26 im AlD-
Mausmodell passt aulerdem zu Studien in anderen hyperproliferativen Zustidnden, darunter
Psoriasis (Labarthe et al. 1998). Die Studien im AID-Mausmodell lassen vermuten, dass
Connexine iiber eine Verdnderung des Calcium-Gradienten im Sinne einer Verldngerung
der Ca2+-Baseline den beschriebenen Anstieg der Proliferation und folglich der
Epidermisdicke vermitteln. Moglicherweise stellt Cx26 die Verbindung dar, iiber die eine
Herunterregulation des TJ-Proteins Cldn-1 die Proliferation fordert, da ein Cldn-1
knockdown in PHKs auch zu einer Hochregulation von Cx26 fiihrt (De Benedetto et al.
2011) (s.u.).

Aus in vitro Studien ist auch bekannt, dass das Expressionsmuster von Connexinen in
Keratinozyten durch die extrazelluldre Ca2+-Konzentration beeinflusst wird (Brisette et al.
1994). Ein Anstieg der extrazelluldren Ca2+-Konzentration, welcher den
Differenzierungsprozess der Keratinozyten initiiert, zieht eine Herunterregulation von
Cx43 und Cx26 nach sich. Auch dieser Umstand spiegelt sich in den Ergebnissen dieser
Arbeit wider, indem zwischen der Connexin-Expression und der Ca2+-Baseline eine
wechselseitige Korrelation besteht. Steigt die Ca2+-Konzentration erst in oberflachlicher
gelegenen epidermalen Schichten an, finden sich die Connexine in suprabasalen Schichten.

Hier stellt sich die Frage, wie die extrazelluldre Ca2+-Konzentration eine
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Herunterregulation der Connexine bewirkt. Moglicherweise sind an dieser Vermittlung in
intrazelluldre Signalwege Calcium-Kanéle beteiligt. Im AID-Mausmodell findet sich eine
signifikante beidseitige Korrelation der Cx43-Expression mit der TRPV4-Intensitdt im SG.
Ca2+ induziert die Expression von E-cadherin, TRPV4 interagiert mit E-cadherin und
TRPV4-vermittelter Ca2+-Einstrom spielt eine Rolle in der Entstehung von AJs, wodurch
die Zellen ndher aneinander riicken und somit die GJIC erleichtert wird (Jongen et al.
1991).

Dariiber hinaus zeigt sich in dieser Arbeit eine signifikante Korrelation der Connexine
mit den Differenzierungsmarkern CK10 und CK14. Die Verbreiterung der Cx43-Fiarbung
und das Auftreten von Cx26 scheinen den Beginn der Differenzierung der Keratinozyten
zu verzdgern. In vitro wurde in primédren murinen Keratinozyten gezeigt, dass der Ca2+-
induzierte Beginn des Differenzierungsprozesses mit einer Herunterregulation von Cx43
und Cx26 einhergeht (Brisette et al. 1994). Aufgrund der essentiellen Rolle von Ca2+ in
der Regulierung des Differenzierungsprozesses lisst sich vermuten, dass in diesem Sinne
die Verldngerung der Ca2+-Baseline, einem verzogerten Anstieg der Ca2+-Konzentration
entsprechend, eine Herunterregulation der Connexine verhindert. Andererseits konnte auch
eine Hochregulation der Connexine in der Verldngerung der Calcium-Baseline eine Rolle
spielen, in dem sie einen interzelluldren Fluss von Calciumionen bis ins SG ermoglichen.

Ein ungestorter Differenzierungsprozess ist essenziell fiir die Barrierefunktion der Haut.
Anhand von Miusen, welche eine C-terminal verkiirzte Variante von Cx43 aufwiesen,
konnte die Wichtigkeit von Cx43 in der Etablierung der Barrierefunktion gezeigt werden:
diese Méuse verstarben post-partum aufgrund mangelnder Barrierefunktion der Haut
(Maass et al. 2004). Basierend auf in-vitro-Studien an Epithelzellen wurde vorgeschlagen,
dass Connexine TJ-Funktionen induzieren und aufrechterhalten (Kojima et al. 2007; Go et
al. 2006). TJs sind ein wichtiger Pfeiler der Barrierefunktion. Eine Korrelation der
Connexine mit TJ-Proteinen konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden. Sowohl Cx26 als
auch Cx43 korrelieren signifikant mit der Expression der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1.
Das Vorhandensein von Cx26 sowie die Verbreiterung der Cx43-Expression scheinen die
Expression von Cldn-1 an den Zellgrenzen zu beschrinken und die Expression von ZO-1
zu fordern. Anhand von Cldn-1 knockdown Experimenten in PHKs konnte allerdings auch
eine umgekehrte Beziehung von TJ-Proteinen und Connexinen gezeigt werden: Der Cldn-1
knockdown lie3 eine Hochregulation von Cx26 beobachten (De Benedetto et al. 2011). Im
AlD-Mausmodell konnte allerdings kein signifikanter Einfluss der Cldn-1 Intensitét und
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der Expression von Cldn-1 an den Zellgrenzen auf die Expression von Cx26 gezeigt
werden. Dies konnte beispielsweise an den unterschiedlichen Systemen liegen.

Vor dem Hintergrund der multifaktoriellen Pathogenese der AD, welche neben der
Storung der Barrierefunktion eine Dysfunktion des Immunsystems einschlief3t, stellt sich
die Frage ob Connexine mdglicherweise eine Verbindung im Sinne eines
Kommunikationsmediums darstellen konnten. Cx43 findet sich neben Keratinozyten auch
in Zellen des Immunsystems, darunter Mastzellen und Eosinophile von Atopikern
(Vliagoftis et al. 2014). Im AlD-Mausmodell konnten die untersuchten immunologischen
Parameter des Ekzems die Verdnderungen in der Expression der Connexine nicht erkléren,
was zumindest eine immunologisch induzierte Hochregulation von Cx43 und Cx26 in
Keratinozyten unwahrscheinlich macht.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit lassen eine Rolle von Connexinen in der
Aufrechterhaltung des epidermalen Calcium-Gradienten und folglich in dem davon
abhingigen Gleichgewicht von Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten
vermuten. Connexine konnen in GJs direkte Verbindungen zwischen dem Zytoplasma
benachbarter Zellen darstellen und kdnnten somit an der Koordination und

Synchronisierung des Differenzierungsprozesses beteiligt sein (Bennett et al. 2016).

5.3 Calcium-Kanile im AID-Mausmodell und im humanen atopischen Ekzem

5.3.1 Orail im AID-Mausmodell und im humanen atopischen Ekzem

Orail fand sich in nicht ldsionaler Maushaut in allen epidermalen Schichten, eine
Pradominanz im SB und SS, wie in einer Studie beschrieben (Gwack et al. 2008) lief3 sich
in meiner Arbeit nicht herausarbeiten, in einer weiteren Studie (Darbellay et al. 2014) war
diese ebenfalls nicht beschrieben. In den Intensititsmessungen in ldsionaler Haut im AlD-
Mausmodell fanden sich keine signifikanten Verédnderungen im Vergleich zur nicht
lasionalen Haut.

Orail wurde zunichst in seiner Rolle im Immunsystem bekannt (Feske et al. 2006).
Neuere Studien zeigen, dass auch Keratinozyten Orail exprimieren und Orail-vermittelter
SOCE dort sowohl die Proliferation und den Beginn des Differenzierungsprozesses
(Darbellay et al. 2014; Numaga-Tomita und Putney 2013) als auch die Sekretion von TSLP
reguliert (Wilson et al. 2013). Im AID-Mausmodell zeigte sich keine signifikante

Korrelation der Orail-Féarbung mit der Proliferation und Differenzierung der
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Keratinozyten. Die zuvor beschriebene proliferationsfordernde Wirkung in muriner
Epidermis (Darbellay et al. 2014) lie sich im AlD-Mausmodell nicht abbilden. In beiden
Untersuchungen handelte es sich dabei um die Auswertung immunhistochemischer
Féarbungen muriner Epidermis. Allerdings handelte es sich in den Studien von Darbellay et
al. nicht um ein AID-Mausmodell. Die mogliche Rolle von Orail in der Initiierung des
Differenzierungsprozesses wurde in HaCaT-Zellen gezeigt (Numaga-Tomita und Putney
2013), so ist es moglich, dass Orail-Proteine in der Maus und/oder unter dem Einfluss
anderer Proteine andere Aufgaben besitzen, auch die Komplexitidt des Systems konnte hier
einen Einfluss nehmen. Zudem wurde in der Studie von Numaga-Tomita und Putney
beziiglich der Differenzierung Keratin 1, ein anderer frither Differenzierungsmarker,
untersucht als in meiner Arbeit. Weiterhin ist zu beachten, dass sich trotz einer deutlichen
Verminderung von Orail in atrophierter Epidermis ein normaler Differenzierungsprozess
findet (Darbellay et al. 2014). Die Rolle von Orail in der Differenzierung von
Keratinozyten ist somit zur Zeit noch nicht vollstindig verstanden.

Umgekehrt zeigte sich im Mausmodell auch kein signifikanter statistischer Einfluss der
Differenzierungsmarker auf die Intensitat der Orail-Féarbung. Dies wiederum ist vereinbar
mit den Ergebnissen aus Studien an HaCaT-Zellen, in denen keine Verdnderung der Orail-
Expression im Verlauf des Differenzierungsprozesses festzustellen war (Numaga-Tomita
und Putney 2013). Auch die Zunahme der Epidermisdicke im Ekzem korrelierte nicht
signifikant mit der Orail-Farbung.

Dennoch zeigte sich im AID-Mausmodell eine signifikante Korrelation der Orail-
Intensitét in den suprabasalen Schichten mit der Ca2+-Baseline. Eine Verldngerung der
Ca2+-Baseline korrelierte mit einer niedrigeren suprabasalen Orail-Intensitdt und
umgekehrt. Die Orail-Intensitit war in ldsionaler Maushaut gegeniiber Kontrollhaut jedoch
lediglich geringfiigig und statistisch nicht signifikant verdndert. Dennoch ldsst diese
Korrelation den Schluss zu, dass Orail eine Rolle in der Aufrechterhaltung des Ca2+-
Gradienten der Haut spielt.

In Studien wurde auBBerdem gezeigt, dass Orail-vermittelter SOCE fiir die Rekrutierung
von TRPCI1, einem ebenfalls in den SOCE verwickelten Calcium-Kanal (s. Kap. 1.8.2.1),
in die Plasmamembran verantwortlich ist und dass ein Orail knockdown oder eine nicht-
funktionale Orail-Variante zu einer verminderten Lokalisation von TRPCI in der
Plasmamembran fiihrt (Cheng et al. 2011). Im AlID-Mausmodell zeigte sich keine
signifikante Korrelation der Orail-Intensitdt mit der TRPC1-Intensitét. Dies ldsst

vermuten, dass Orail nicht fiir die beobachtete Verminderung der TRPC1 Intensitét
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verantwortlich ist, was letztendlich auch dazu passt, dass die Orail-Intensitét selbst in
lasionaler Maushaut nicht deutlich verdndert scheint. Dennoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass eine verdnderte Aktivitdt von Orail und damit verbundene Veranderungen im
SOCE an der Herunterregulation von TRPC1 beteiligt sind. Die Verdnderung von TRPC1
konnte aber auch durch andere Molekiile reguliert werden. Vorstellbar wéren
beispielsweise Verdnderungen in der Expression oder Funktion von STIM1, dem ER-
Ca2+-Sensor, welcher sowohl mit Orail als auch mit TRPC1 interagiert.

Zusitzlich zeigte sich im AlD-Mausmodell eine Korrelation der Intensitét der Orail-
Féarbung mit der verbreiterten Lokalisation von Cx43. Dies konnte iiber die Beeinflussung
des Calcium-Gradienten vermittelt werden. Bisher ist zumindest kein direkter
Zusammenhang der Expression von Orail und Cx43 beschrieben.

Innerhalb der letzten Jahre zeigten Studien bereits eine mogliche Rolle von Orail in der
Pathogenese von AD, da verschieden SNPs im Orail Gen mit der Anfélligkeit fiir AD
assoziiert sind (Chang et al. 2012). Die Rolle von Orail in AD ist jedoch bisher unbekannt.
Im AlD-Mausmodell finden sich nun erstmals Hinweise darauf, dass Orail iiber eine
Modulation des Calcium-Gradienten in die Pathogenese von AD involviert sein konnte. Da
Orail-vermittelter Ca2+-Einstrom in Keratinozyten die Sekretion von TSLP (thymic
stromal lymphopoietin) reguliert, welches in die Entstehung von Pruritus in der
Pathogenese von AD involviert ist (Wilson et al. 2013), kdnnte eine Modulation von Orail
als supportive Therapie zum Schutz der Barriere dienen. Wilson et al. stellten auch eine
mogliche Verbindung der Wirkung von Ciclosporin A, welches in schweren Formen der
AD therapeutisch Anwendung findet, mit der Orail-vermittelten Aktivierung des NFAT
Signalweges, welcher durch Ciclosporin A gehemmt wird, dar. Mdglicherweise ist die
Wirksamkeit der immunsuppresiven Therapie in AD nicht allein seiner Wirkung auf das
Immunsystem, sondern ebenfalls der Unterbrechung von Signalwegen in Keratinozyten, zu
verdanken.

In den immunhistochemischen Fiarbungen von normaler humaner Haut fand sich eine
Férbung in allen Schichten mit Pradominanz im SG. Dieses Muster weicht von dem in der
Literatur vorbeschriebenen Muster ab, in dem eine Prddominanz in undifferenzierten
Keratinozyten des SB beschrieben wurde (Darbellay et al. 2014; Vandenberghe et al.
2013). Im humanen atopischen Ekzem fiel eine Verdnderung der Orail-Lokalisation
innerhalb der Plasmamembran im Sinne einer Apikalisierung auf. Die Verdanderungen in
lasionaler humaner Haut glichen nicht denen im AID-Mausmodell. Die Unterschiede

zwischen Maus und Mensch konnten jedoch aufgrund der Abweichungen der Farbung in
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normaler humaner Haut von der Literatur auf eine unspezifische Farbung in humaner Haut

zuriickzufiihren sein.

5.3.2 TRPC1 im AID-Mausmodell und im humanen atopischen Ekzem

In nicht-ldsionaler Maushaut lie3 sich eine TRPC1-Farbung in allen epidermalen Schichten
darstellen. In der Literatur finden sich zwar immunhistoschemische Farbungen von TRPC1
in muriner Epidermis (Pani et al. 2006), eine genaue Beschreibung der Lokalisation
innerhalb der epidermalen Schichten fand sich allerdings nicht. Die Intensititsauswertung
von TRPC1 im AID-Mausmodell zeigte eine deutliche Verminderung der Intensitét in
lasionaler Haut, sowohl in der basalen als auch in den suprabasalen Schichten. Dies deutet
auf eine Herunterregulation von TRPC1 in allen Schichten hin. Eine Herunterregulation
von TRPC1 wurde zuvor in nicht-ldsionaler und lésionaler Haut von Psoriasis-Patienten
auf mRNA- und Protein-Ebene (Western Blot) beschrieben (Leuner et al.2011). Zur
TRPCI1-Expression in AD ist bisher nichts bekannt. Im AID-Mausmodell bestanden keine
signifikanten Korrelationen der TRPC1-Expression mit dem Ki67-Index, dem Marker
proliferierender Zellen und der Epidermisdicke. Passend hierzu fand sich auch keine
signifikante Korrelation mit der Ca2+-Baseline.

TRPC1 wird eine Rolle in der Differenzierung von Keratinozyten zugeschrieben (Cai et
al. 2005; Tu et al. 2005). In Basalzellkarzinom-Zellen korrelierte die Herunterregulation
von TRPC1 mit der Unfahigkeit der Zellen zu differenzieren (Beck et al. 2008). In dieser
Arbeit konnte nun in Maushaut bestitigt werden, dass TRPCI einen signifikanten Einfluss
auf den Differenzierungsprozess hat. Eine Verminderung der TRPCI-Intensitét korreliert
mit einer Verbreiterung der Expression von CK14 und mit einer Verminderung der
Expression von CK10 in den unteren suprabasalen Schichten. In welcher Weise TRPCI
nun Einfluss auf den Differenzierungsprozess nimmt, ist unklar. Dennoch legt die
signifikant positive Korrelation mit der intrazelluldren Ca2+-Konzentration im SG nahe,
dass TRPC1 in die Calcium-Homdostase der Haut involviert ist. TRPC1 bildet
Heterokomplexe mit anderen TRPs. TRPC1 Untereinheiten scheinen, beteiligt an der
Bildung der Kanalpore, die Calcium-Permeabilitit der Heteromere zu verringern; in
diesem Sinne fiihrte eine Herunterregulation von TRPC1 in GnRH Neuronen zu einer
erhohten Calcium-Permeabilitit und einer erh6hten zytosolischen Ca2+-Konzentration
(Storch et al. 2012). In Einklang mit dieser Studie konnte in dieser Arbeit in Maushaut

gezeigt werden, dass die Verminderung der TRPC1-Expression in der gesamten Epidermis
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mit einer erhohten intrazelluldren Ca2+-Konzentration im SG korreliert -mdglicherweise
eben durch eine dadurch verursachte erhdhte Calcium-Permeabilitit von heteromeren
Calcium-Kanélen bereits im SB. Es ist zudem bekannt, dass TRPC1 durch Bildung von
Heterokomplexen mit anderen in die Differenzierung eingebundenen Calcium-Kanélen
Einfluss auf den Differenzierungsprozess nimmt (Schindl et al. 2012). In meiner Arbeit
wurde auch untersucht, inwiefern andere Calciumkanile im AlD-Mausmodell verdndert
sind und mit der Herunterregulation von TRPC1 zusammenhingen.

Im AlD-Mausmodell bestand keine signifikante Korrelation mit der Expression von
Orail oder TRPV4. Dennoch konnte TRPCI1 mit diesen Kanélen interagieren — was im Fall
von Orail bereits beschrieben wurde (Cheng et al. 2011) - und ihre Aktivitdt modulieren.
Dieser mogliche indirekte Einfluss auf die Differenzierung kann anhand der hier
angewandten Methoden nicht niher beleuchtet werden, ist aber durchaus interessant. Die
molekularen Mechanismen anhand derer TRPC1-vermittelter Ca2+-Einstrom die
Differenzierung fordert ist noch unklar. Da die Expression von Keratinen vorwiegend auf
Transkriptionsebene reguliert wird (Fuchs und Green 1980), konnte TRPC1-vermittelter
Ca2+-Einstrom moglicherweise liber Ca2+-abhingige Transkriptionsfaktoren in die
Expression von Keratinen involviert sein.

Die Herunterregulation von TRPC1 im AlD-Mausmodell korrelierte zudem signifikant
mit der Expression der TJ-Proteine Cldn-1 und ZO-1 und umgekehrt. Ein derartiger
Zusammenhang wurde bisher nicht beschrieben, weshalb noch offen bleibt, ob und in
welcher Richtung eine kausale Beziehung dieser verschiedenen in die Calcium-
Homdostase involvierten Proteine besteht. Knockdown-Studien sollten hier in Zukunft
Aufschluss geben. Das gleiche gilt flir die Connexine Cx26 und Cx43. Wihrend zu Cx43
ebenfalls eine beidseitige Korrelation bestand, kann in Bezug auf Cx26 gezeigt werden,
dass die Expression von Cx26 in ldsionaler Haut statistisch die Herunterregulation von
TRPC1 im SB beeinflusst. Connexine ermoglichen den Austausch von second messengern
zwischen Zellen und kdnnten moglicherweise iiber diesen Weg in die Expression von
Calcium-Kanélen eingreifen.

Die immunhistochemischen Farbungen im humanen atopischen Ekzem zeigten
ebenfalls eine Herunterregulation von TRPC1 zumindest in den basalen Schichten, welche
sich jedoch im Gegensatz zu muriner Haut innerhalb der Schichten nicht homogen,
sondern als ein ,,buntes” Farbungssmuster mit Bereichen unterschiedlich starker Farbung
in Schichten unabhéngiger Verteilung darstellte. Ein moglicher Erklarungsansatz fiir dieses

Muster wére das Vorhandensein von proliferierenden Zellen in suprabasalen Schichten des
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Ekzems da die TRPC1-Expression abhingig von Zellzyklus-Stadien ist (Madsen et al.
2012). In jedem Fall konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Expression von
TRPC1 sowohl in einem AID-Mausmodell als auch im humanen atopischen Ekzem
verdndert ist. Dies ldsst eine mdgliche, bisher nicht bekannte Rolle von TRPC1 in der
Pathogenese von AD vermuten, die anhand von weiteren Studien im Detail untersucht

werden konnte.

5.3.3 TRPV4 im AID-Mausmodell und im humanen atopischen Ekzem

Meine Untersuchungen zeigten eine verminderte Intensitit der TRPV4-Féarbung im SG in
lasionaler Maushaut. TRPV4 spielt eine entscheidende Rolle in der Barrierefunktion der
Haut, wobei TRPV4 die Integritét der TJ-vermittelten Barriere positiv beeinflusst. In
meiner Arbeit fand sich eine signifikante Korrelation der TRPV4-Intensitét im SG mit
intensiv angefirbten ZO-1-Punkten. Eine Verminderung der TRPV4-Intensitdt korrelierte
mit einer Verminderung intensiv angefarbter ZO-1-Punkte. Eine Korrelation zwischen
TRPV4 Expression und ZO-1 wurde meines Wissens nach bisher in der Literatur nicht
untersucht. Nach TRPV4-Aktivierung blieben die ZO-1 Level in vitro unveriandert
(Akazawa et al. 2013), aber die Aktivierung geht vermutlich auch nicht mit einer
veranderten TRPV4-Expression einher. Eine Korrelation der TRPV4-Expression mit der
Cldn-1 Expression zeigte sich hingegen nicht, was im Einklang mit Studien an TRPV4-
defizienten murinen Keratinozyten steht, in denen sich auf mRNA- und Protein-Ebene kein
Unterschied in der Expression von Cldn-1 gegeniiber dem Wildtyp zeigte (Sokabe et al.
2010). Die Rolle von TRPV4 in der Differenzierung von Keratinozyten ist ebenfalls
Gegenstand aktueller Forschung und wird kontrovers diskutiert. Wahrend in TRPV4-
defizienten murinen Keratinozyten keine Verdanderungen in der Expression der
Differenzierungsmarker CK10 und CK14 beobachtet wurden (Sokabe et al. 2010),
berichtete eine aktuelle Studie von einer Erhohung der CK10-Expression in HaCaT Zellen
nach Baicalein-induzierter TRPV4-Aktivierung (Huang et al. 2016). Im AID-Mausmodell
zeigte sich eine signifikante Korrelation mit der Differenzierung der Keratinozyten, wobei
aber die statistischen Berechnungen auch umgekehrt einen Einfluss des
Differenzierungsstatus der Zellen auf die TRPV4-Expression nicht ausschlieBen. Aufgrund
der kontroversen Studienlage kann anhand dieser statistischen Korrelationen keine
eindeutige Aussage getroffen werden, ein positiver Einfluss von TRPV4 auf die

Differenzierung erscheint jedoch plausibel, da ein funktionierender
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Differenzierungsprozess die Basis dafiir darstellt, dass Keratinozyten ihre Aufgabe in der
Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut wahrnehmen konnen.

Die verminderte Intensitit der TRPV4-Féarbung im SG begiinstigt in signifikantem
Ausmal eine Verlidngerung der Ca2+-Baseline - wie sie im Ekzem zu finden ist. Aulerdem
bestand eine signifikant negative Korrelation zum Ki67-Index. TRPV4 scheint somit neben
seinem differenzierungsfordernden Effekt auch proliferationshemmend zu wirken.

Interessanterweise zeigte sich eine signifikante Korrelation der TRPV4-Intensitit im SG
mit der Orail-Intensitdt in den suprabasalen Schichten. Eine Verbindung dieser beiden
Calcium-Kanéle ist bisher nicht bekannt. Orail ist vor allem fiir das Auffiillen von
intrazelluldren Ca2+-Speichern verantwortlich. TRPV4 vermittelter Ca2+-Einstrom ist fiir
die Etablierung von Zell-Zell-Kontakten und damit fiir die Barrierefunktion wichtig. Orail
und TRPV4 werden beide STIM1 vermittelt zur Plasmamembran transloziert (Shin et al.
2015). Moglicherweise zeigt die Korrelation der Herunterregulation der beiden Kanéle in
der Plasmamembran im SG bzw. in den suprabasalen Schichten keine Kausalitdt zwischen
diesen Proteinen, sondern eine parallele Entwicklung aufgrund einer gemeinsamen Basis.

Die TRPV4 Expression im AID-Mausmodell korrelierte signifikant mit der Expression
von Connexinen, in welcher Weise und Richtung bleibt offen. Auf jeden Fall zeigt dieser
Umstand, dass Proteine, die in die Calcium-Homoostase der Haut involviert sind,
miteinander in Verbindung stehen. Bisher ist iiber eine Verbindung von TRPV4 zu
Connexinen in der Literatur noch nichts bekannt.

Im humanen atopischen Ekzem fand sich keine deutliche Verdanderung der Expression

von TRPVA4.

5.4 Diskussion des AID-Mausmodells und des Modellsystems ,,Maus“ im Allgemeinen

Das in dieser Arbeit verwendete AID-Mausmodell birgt, wie jedes Modell, Vor- und
Nachteile. Diese sollen, zur besseren Einordnung der gewonnen Erkenntnisse dieser
Arbeit, im Folgenden diskutiert werden.

Das AID-Mausmodell spiegelt wesentliche Charakteristika der Atopischen Dermatitis
wider, darunter die Th2-dominierte Immunreaktion mit typischem Zytokinprofil (Peters et
al. 2011) und Erhdhung des Serum-IgE (Bornchen 2013). Ein Kritikpunkt an diesem
Modell ist jedoch die festgeschriebene Rolle des Immunsystems. Durch die Injektion von
Ovalbumin wird eine Immunreaktion getriggert, welche eine vorher nicht vorhandene

Storung der epidermalen Barrierefunktion nach sich zieht. Verursacher der Barrierestorung
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ist somit das Immunsystem. Nach dem aktuellen Wissenstand {iber die Pathogenese der
AD, hat sich die vermutete Rolle des Immunsystems jedoch vom priméren zum
sekundiren Spieler gewandelt (als Ubersichtsartikel siehe Elias et al. 2008). Das
Immunsystem wird nicht mehr als Ausgangspunkt der vorhandenen Barrierestorung
betrachtet, sondern scheint durch vermehrtes Eindringen von Allergenen und Pathogenen
in die Haut als Folge einer dysfunktionalen Barriere aktiv zu werden. Erst als Folge
hiervon fiithren die immunologischen Verdnderungen dann zu einer weiteren, forcierten
Verschlechterung der Barrierefunktion — in einer Art Teufelskreis. Die Simulation einer
multifaktoriellen Erkrankung, wie der Atopischen Dermatitis, in einem Modell bringt
zudem die Schwierigkeit mit sich, zahlreiche verschiedene Faktoren mit einzubeziehen. So
reprisentiert dieses Mausmodell zwar die Charakteristika auf immunologischer Basis,
bezieht jedoch die genetische Komponente in der Pathogenese von AD nicht mit ein. Zur
Optimierung dieses Modells wire beispielsweise eine Kombination mit einem FLG-
Knockout moglich, da Mutationen im FLG-Gen bei etwa einem Drittel der Patienten mit
AD bekannt sind. Zudem wiirde dies eine vorbestehende Storung der Barrierefunktion
beinhalten und somit der aktuellen Auffassung der Pathogenese ndher kommen.

Des Weiteren ist bei den Ergebnissen dieser Arbeit zu beachten, dass ldsionale Haut mit
Kontrollhaut behandelter Tiere verglichen wird. Die Versuche mit normaler Haut
unbehandelter Tiere zur Kontrolle befinden sich derzeit noch in der Durchfiihrung.
Selbstverstindlich nehmen diese Versuche keinerlei Einfluss auf die in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse, konnten jedoch interessante Zusatzinformationen liefern. So wére
beispielsweise denkbar, dass die in dieser Arbeit ermittelten Verdnderungen und
Korrelationen sich im Vergleich mit normaler Haut noch ausgeprégter finden, oder
signifikante Korrelationen auftreten, die zwischen ldsionaler Haut und Kontrollhaut nicht
bestehen.

Die oben aufgefiihrten, in Maus und Mensch voneinander abweichenden,
Beobachtungen in Immunfluoreszenz-Farbemustern von Calcium-Kanélen sind ebenfalls
bemerkenswert. Da die in dieser Arbeit verwendeten Préparate von Maus und Mensch
jeweils in Paraffin eingebettet waren und sich auch die weitere Methodik nicht wesentlich
unterscheidet, lassen sich diesbeziiglich am ehesten Spezies-bedingte Unterschiede
vermuten. Dies wurde auch zuvor bereits fiir Connexine beschrieben (siehe Kapitel 1.9).
Im Gegensatz zur sehr diinnen Maushaut liel3 sich die Farbung der Calcium-Kanéle in der
vielschichtigen humanen Haut differenzierter betrachten. Beziiglich der Heterogenitét

einiger Ergebnisse konnte eine gezielte Auswahl der Spender von normaler humaner Haut
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von Vorteil sein, was in dieser Arbeit jedoch aufgrund unzureichender Dokumentation von
Patientendaten erschwert war. Einige der untersuchten Proteine konnten zudem in ihrer
Expression vom Alter der Patienten und von der Lokalisation des entnommenen Gewebes
abhingen.

Es ist bereits bekannt, dass die Modulation eines TRP-Kanals, des TRPC6, anhand eines
fiir diesen Kanal spezifischen Aktivators, dem Hyperforin (Leuner et al. 2007), das aus
Johanniskraut gewonnen wird, eine klinische Verbesserung des Hautbildes von Patienten
mit Atopischer Dermatitis bewirkt (Schempp et al. 2003). Dies lésst eine Rolle dieses
TRP-Kanals in der Pathogenese der Atopischen Dermatitis vermuten (Sun et al. 2012).
Eine Untersuchung der Expression von TRPC6 erzielte aufgrund unspezifischer Farbung in
dieser Arbeit zunédchst keine Ergebnisse, erscheint aber sowohl im AID-Mausmodell als
auch in der Haut von AD-Patienten weiterhin sehr interessant.

Bei aller Kritik an dem Mausmodell ist es jedoch wichtig festzuhalten, dass
Mausmodelle ein oft unabdingbares Medium der Forschung darstellen. Viele
Zusammenhinge werden zundchst im Mausmodell erforscht bevor die Forschung auf den
Menschen ausgeweitet wird. Daher sind die Ergebnisse aus dem Mausmodell, obwohl es
neben Ahnlichkeiten auch markante Unterschiede zum Menschen beinhalten kann,

dennoch als potenziell wegweisend zu betrachten.

6. Zusammenfassung/Summary

Die Epidermis weist einen charakteristischen Calcium-Gradienten auf. Dieser Calcium-
Gradient ist Grundlage der Balance von Proliferation und Differenzierung von
Keratinozyten und essenziell in der Etablierung und Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion der Haut.

Verinderungen des Calcium-Gradienten im Ekzem gehen mit Hyperproliferation und
einem gestorten Differenzierungsprozess einher, welche in einer Storung der
Barrierefunktion miinden. Aufgrund der Bedeutung von Calcium in der Steuerung dieser
Prozesse konnte die Verdnderung des Calcium-Gradienten ein Schliissel zu wichtigen
Aspekten der Pathogenese der Atopischen Dermatitis sein. Verdnderungen in Calcium-
Signalwegen sind bereits fiir einige Hauterkrankungen entschliisselt, welche ebenfalls eine
Storung im Gleichgewicht von Proliferation und Differenzierung aufweisen, fiir die

Atopische Dermatitis ist jedoch bisher nichts bekannt.
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Auf der Basis dieser Erkenntnisse wurde in dieser Arbeit die Expression von Proteinen
untersucht, die in den Ca2+-Transport involviert sind. Die Auswahl umfasst die drei
wichtigen Transportwege mithilfe derer sich Calcium-Ionen innerhalb der epidermalen
Schichten bewegen: parazellulédr — iiber Tight Junctions -, transzelluldr — tiber Calcium-
Kanéle - und interzellulédr — iiber Gap Junctions. In l4sionaler Haut fanden sich in der
semiquantitativen Auswertung immunhistochemischer Farbungen von in Paraffin
eingebettetem murinen und humanen Gewebe Verdnderungen in der Farbung der Proteine
aller drei Wege. Diese Erkenntnis unterstreicht die Komplexitit des Ca2+-signaling. Aus
der Integration der Daten dieser Arbeit und dem aktuellen Kenntnisstand in der Literatur
konnten mdgliche Zusammenhénge zwischen den Parametern Ca2+-Verteilung, Gap-
Junctions, Tight-Junctions, Calcium-Kanéle, Differenzierung, Proliferation und
Inflammation erarbeitet werden. In der Expression der Calcium-Kanéle fielen zum Teil
Unterschiede zwischen dem Mausmodell und der humanen Haut auf, worin deutlich wird,
dass Ergebnisse aus Méusen nicht immer komplett auf den Menschen iibertragbar sind,
aber dennoch wichtige Erkenntnisse ermdglichen, die eine gezielte Auswahl weiterer

Forschungsschwerpunkte erlauben.

The epidermis displays a characteristic calcium gradient. The calcium gradient is important
for keratinocyte proliferation and differentiation and is therefore vital in establishing and
maintaining the epidermal barrier function.

In eczema, alterations of the calcium gradient have been observed which correlate with
hyperproliferation and an impaired differentiation process, resulting in an epidermal barrier
dysfunction. Given the essential role of calcium in these processes, uncovering the
mechanisms behind the formation and maintenance of the epidermal calcium gradient
could be the key to understanding aspects of the pathogenesis of atopic dermatitis.
Currently, the reason for these alterations in calcium distribution remains unknown.

In my study, I focussed on the expression of proteins involved in calcium homeostasis,
including the three major pathways allowing calcium ions to travel within the epidermal
layers: paracellular — via tight junctions —, transcellular — via calcium channels — and
intercellular — via gap junctions. In lesional skin, semi-quantitative analyses of
immunohistochemically stained sections of paraffin-embedded murine and human skin
showed alterations in protein expression in all of the three implicated pathways. These
findings underline the complexity of the interactions of calcium signalling. Further,

considering the data of my work in the context of the existing body of knowledge, possible
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causalities between parameters of calcium distribution, gap junctions, tight junctions,
calcium channels, differentiation, proliferation and inflammation have been proposed.
Finally, even though differences in the expression pattern of calcium channels between the
mouse model and human skin may point to limitations in applying data from mice to
humans, the information gained in mouse models helps define the focus of future research

into calcium profiles and the pathogenesis of atopic dermatitis.

100



7. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.  Abbildung

AD Atopische Dermatitis

A. dest Aqua destillatum

AlD Atopic Dermatitis-like Allergic Dermatitis

AQP  Aquaporin

Ca?*  Calcium Ionen

CaR Ca2+-sensing receptor

CE Cornified Envelope

Cldn-1 Claudin 1

CRAC Ca2+-release-activated Ca2+

Cx Connexin

DAG  Diacylglycerol

DAPI  (4',6'-Diamidino-2"-phenylindol-dihydrochlorid)

ER Endoplasmatisches Retikulum

FLG Filaggrin

FLIM  Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (Fluoreszenzlebensdauer-
Mikroskopie)

GJ Gap Junction

HEKs Human Epidermal Keratinocytes

hPKs  Human Primary Keratinocytes

IF Immunefluorescence

IgE Immunglobulin E

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

IP; Inositol-1,4,5-Trisphosphate

IVL Involucrin

K Zytokeratin

LB Lamellar body

LOR  Loricrin

MMP  Matrixmetalloprotease

mRNA  Messenger RNA

NGS  Normal Goat Serum
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OVA
PBS
pH
PI3K
PIP;
PIP;

Ovalbumin

Phosphate buffered saline

potentium hydrogenii
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat

PIP5K1a Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-kinase, Typ |

PIXE
PLA2
PLC
PKA
PKC
qPCR
RNA
ROI
RT

SB

SC

SD
SEM
SERCA
SG
siRNA
SOC
SOCE
SPCA
STIM1
Tab.
TBST
TEC
TER
TEWL
TI(s)

Tris

Proton Induced X-ray Emission
Phospholipase A2
Phospholipase C
Proteinkinase A
Proteinkinase C
quantitative polymerase chain reaction
Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Region of interest
Raumtemperatur
Stratum basale
Stratum corneum
Standardabweichung (standard deviation)
Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase
Stratum granulosum
small interfering RNA
Store Operated Channel
Store Operated Calcium Entry
secretory pathway Ca2+-ATPase
Stromal Interaction Molecule 1
Tabelle
Tris Buffer Saline Tween20
TRIS/ EDTA/Citrate solution
Transepithelialer elektrischer Widerstand (transepithelial electrical resistance)
Transepidermaler Wasserverlust (transepidermal water loss)
Tight junction(s)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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TRP Transient receptor potential

TRPC  Transient receptor potential canonical
TRPV  Transient receptor potential vanilloid
TSLP  Thymic stromal lymphopoietin

qPCR  quantitative polymerase chain reaction
Z0-1  Zonula occludens Protein 1

Einheiten

g Gramm

h Stunde

min  Minute

rpm  rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
rcf  relative centrifugal force (Zentrifugalkraft)
sec  Sekunde

ms  Millisekunde

M Molar (Mol pro Liter)

mM  Milimolar (mMol pro Liter)

1 Liter

ml Milliliter

um  Mikrometer

°C Grad Celsius

w Watt

kDa kilo Dalton
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9. Anhang

9.1 Gesamttabelle der statistischen Auswertung

Einflussgrofle Zielgrofie Schétzung Konfidenzintervall 95% Signifikanz
DermInf Strecke kein CK 10 0,22 0,01 0,43 0,043
DermInf Strecke CK 14 0,26 0,04 0,48 0,026
DermInf Ki67-Index 0,01 0,00 0,02 0,014
DermInf Epidermisdicke 0,88 0,59 1,16 <0,001
DermInf Ca2+ Baseline 0,43 0,17 0,69 0,003
DermInf (Ca2+)intrazelutir SG 9,63 1,58 17,69 0,025
DermInf (Ca2+)extrazeltuiir SG 10,12 1,23 19,09 0,030
DermInf MeC 0,79 -9,61 11,19 0,875
DermInf Strecke ohne ZO-1 -0,18 -0,34 -0,02 0,031

gesamt
DermInf Strecke ohne ZO-1 0,46 -0,39 1,32 0,263
intensiv
DermInf Strecke ohne Cldn-1 0,57 0,21 0,94 0,006
DermInf Cldn-1 Intensitét -2,5 -5,15 0,15 0,061
basal
DermInf Cldn-1 Intensitét -3,69 -6,7 -0,37 0,037
suprabasal
DermInf Cx43 0,49 -0,36 1,34 0,225
DermlInf Cx26 0,70* 0,42 1,16 0,145
DermInf TRPC1-Intensitét basal -2,97 -6,10 0,16 0,061
DermInf TRPC1-Intensitat -3,27 -6,65 0,10 0,056
suprabasal
DermInf TRPV4-Intensitit basal -0,53 -2,50 1,44 0,564
DermlInf TRPV4-Intensitit SG -0,84 -2,69 1,01 0,335
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DermInf Orail-Intensitdt basal 0,06 -0,71 0,83 0,848

DermInf Orail-Intensitét -0,83 -2,14 0,49 0,174
suprabasal

DermInf IgE 45,57 -46,08 137,22 0,257

IgE DermInf 0,01 -0,01 0,02 0,271

IgE Ki67-Index 7,08E-5 -7,98E-5 0,00 0,326

IgE Epidermisdicke 0,00 -0,01 0,01 0,867

IgE Strecke ohne ZO-1 -0,00 -0,00 0,00 0,605

gesamt
IgE Strecke ohne ZO-1 0,00 -0,01 0,01 0,763
intensiv
IgE Strecke ohne Cldn-1 -1,21 -0,00 0,00 0,995
IgE Cldn-1 Intensitét -0,00 -0,02 0,01 0,552
basal

IgE Cldn-1 Intensitét -0,01 -0,03 0,01 0,395
suprabasal

IgE Cx43 -0,00 -0,01 0,01 0,783

IgE Cx26 1,00* 1,00 1,00 1,000

IgE TRPC1-Intensitdt basal -0,02 -0,07 0,04 0,459

IgE TRPC1-Intensitat -0,03 -0,09 0,03 0,253
suprabasal

IgE TRPV4-Intensitit basal 0,00 -0,02 0,03 0,904

IgE TRPV4-Intensitit SG 0,00 -0,02 0,02 0,981

IgE Orail-Intensitdt basal 0,01 -0,01 0,03 0,222

IgE Orail-Intensitét 0,01 -0,02 0,04 0,357
suprabasal

IgEova DermInf 0,10 -0,07 0,26 0,191
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IgEova Strecke kein CK 10 0,02 -0,03 0,06 0,484

IgEova Strecke CK 14 0,02 -0,04 0,07 0,538

IgEova Ki67-Index 0,00 -0,00 0,00 0,612

IgEova Epidermisdicke 0,03 -0,08 0,13 0,603

IgEova Strecke ohne ZO-1 -0,01 -0,04 0,03 0,749

gesamt
IgEova Strecke ohne ZO-1 0,02 -0,15 0,19 0,821
intensiv
IgEova Strecke ohne Cldn-1 -0,01 -0,07 0,05 0,777
IgEova Cldn-1 Intensitét -0,07 -0,35 0,21 0,579
basal

IgEova Cldn-1 Intensitét -0,13 -0,46 0,21 0,410
suprabasal

IgEova Cx43 0,00 -0,17 0,18 0,954

IgEova Cx26 1,00* 0,96 1,04 1,000

IgEova TRPC1-Intensitit basal -0,53 -1,41 0,36 0,194

IgEova TRPC1-Intensitét -0,68 -1,65 0,29 0,137
suprabasal

IgEova TRPV4-Intensitit basal -0,02 -0,48 0,44 0,927

IgEova TRPV4-Intensitit SG 0,07 -0,33 0,46 0,714

IgEova Orail-Intensitét basal 0,02 -0,45 0,49 0,914

IgEova Orail-Intensitét -0,02 -0,58 0,54 0,936
suprabasal

TRPCl1-Intensitdt basal | Orail-Intensitit basal 144,56 50,29 415,53 0,063

TRPC1-Intensitdt basal Orail-Intensitét 0,09 -0,09 0,27 0,318
suprabasal

TRPCl1-Intensitdt basal | TRPV4-Intensitit basal -0,01 -0,26 0,24 0,915
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TRPCl1-Intensitdt basal | TRPV4-Intensitit SG 0,14 -0,11 0,39 0,244
TRPC1-Intensitit basal Cx43 -0,10 -0,20 -0,00 0,050
TRPC1-Intensitit basal Strecke kein CK 10 -0,04 -0,07 -0,01 0,027
TRPC1-Intensitit basal Strecke CK 14 -0,05 -0,09 -0,02 0,007
TRPC1-Intensitit basal Ki67-Index -0,00 -0,00 0,00 0,147
TRPC1-Intensitit basal Epidermisdicke -0,03 -0,12 0,05 0,376
TRPC1-Intensitit basal Ca2+ Baseline -0,05 -0,10 0,01 0,088
TRPC1-Intensitit basal (Ca2+)intrazelutir SG -1,80 -2,83 -0,76 0,004
TRPC1-Intensitdt basal (Ca2+)extrazeltuiir SG -1,01 -3,44 1,41 0,380
TRPC1-Intensitét basal Strecke ohne ZO-1 0,033 0,00 0,06 0,033
gesamt
TRPC1-Intensitdt basal Strecke ohne ZO-1 -0,10 -0,24 0,04 0,164
intensiv
TRPC1-Intensitit basal Strecke ohne Cldn-1 -0,11 -0,14 -0,07 <0,001
TRPC1-Intensitdt basal Cldn-1 Intensitét 0,34 0,19 0,44 0,001
basal
TRPC1-Intensitdt basal Cldn-1 Intensitét 0,19 -0,00 0,38 0,051
suprabasal
TRPC1-Intensitat Orail-Intensitdt basal 0,00 -0,08 0,10 0,845
suprabasal
TRPC1-Intensitat Orail-Intensitét 0,08 -0,09 0,24 0,328
suprabasal suprabasal
TRPC1-Intensitat TRPV4-Intensitit basal -0,06 -0,28 0,16 0,555
suprabasal
TRPC1-Intensitat TRPV4-Intensitit SG 0,07 -0,15 0,30 0,494
suprabasal
TRPC1-Intensitat Cx43 -0,07 -0,16 0,03 0,147

suprabasal
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TRPC1-Intensitat Strecke kein CK 10 -0,03 -0,06 0,00 0,063
suprabasal
TRPC1-Intensitait Strecke CK 14 -0,04 -0,08 0,00 0,040
suprabasal
TRPC1-Intensitét Ki67-Index -0,00 -0,00 0,00 0,283
suprabasal
TRPC1-Intensitait Epidermisdicke -0,02 -0,09 0,06 0,619
suprabasal
TRPC1-Intensitat Ca2+ Baseline -0,04 -0,09 0,01 0,119
suprabasal
TRPC1-Intensitat (Ca2+)intrazelulir SG -1,35 -2,52 -0,18 0,028
suprabasal
TRPC1-Intensitat (Ca2+)extrazeltuiir SG -0,58 -2,83 1,67 0,585
suprabasal
TRPC1-Intensitat Strecke ohne ZO-1 0,03 0,00 0,06 0,049
suprabasal gesamt
TRPC1-Intensitat Strecke ohne ZO-1 -0,04 -0,17 0,10 0,566
suprabasal intensiv
TRPC1-Intensitat Strecke ohne Cldn-1 -0,08 -0,13 -0,03 0,010
suprabasal
TRPC1-Intensitat Cldn-1 Intensitét 0,10 -0,06 0,26 0,202
suprabasal basal
TRPC1-Intensitat Cldn-1 Intensitét 0,14 -0,04 0,33 0,111
suprabasal suprabasal
TRPV4-Intensitit basal | TRPCI1-Intensitét basal -0,10 -1,22 1,02 0,859
TRPV4-Intensitit basal TRPC1-Intensitat -0,44 -1,66 0,78 0,457
suprabasal
TRPV4-Intensitit basal | Orail-Intensitét basal 159,66 57,11 446,37 0,057
TRPV4-Intensitit basal Orail-Intensitét -0,01 -0,40 0,37 0,945

suprabasal
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TRPV4-Intensitit basal Cx43 -0,01 -0,26 0,23 0,904

TRPV4-Intensitit basal Strecke kein CK 10 0,01 -0,07 0,10 0,716

TRPV4-Intensitit basal Strecke CK 14 0,00 -0,10 0,11 0,929

TRPV4-Intensitit basal Ki67-Index 0,00 -0,00 0,01 0,660

TRPV4-Intensitit basal Epidermisdicke 0,02 -0,16 0,19 0,829

TRPV4-Intensitit basal Ca2+ Baseline -0,00 -0,12 0,12 0,982

TRPV4-Intensitit basal (Ca2+)intrazettutir SG 0,08 -3,36 3,53 0,958

TRPV4-Intensitit basal (Ca2+)extrazeltuiir SG 0,10 -5,14 5,34 0,967

TRPV4-Intensitit basal Strecke ohne ZO-1 0,02 -0,05 0,09 0,503

gesamt
TRPV4-Intensitit basal Strecke ohne ZO-1 0,07 -0,25 0,38 0,648
intensiv
TRPV4-Intensitit basal Strecke ohne Cldn-1 0,04 -0,07 0,15 0,444
TRPV4-Intensitit basal Cldn-1 Intensitét -0,10 -0,55 0,36 0,641
basal

TRPV4-Intensitit basal Cldn-1 Intensitét -0,10 -0,66 0,45 0,693
suprabasal

TRPV4-Intensitit SG | TRPC1-Intensitdt basal 0,62 -0,39 1,64 0,204

TRPV4-Intensitiat SG TRPC1-Intensitat 0,45 -0,71 1,60 0,414
suprabasal

TRPV4-Intensitiat SG Orail-Intensitdt basal 0,14 0,03 0,26 0,019

TRPV4-Intensitiat SG Orail-Intensitét 0,14 -0,17 0,45 0,332
suprabasal

TRPV4-Intensitiat SG Cx43 -0,31 -0,47 -0,15 0,001

TRPV4-Intensitiat SG Strecke Kein-CK 10 -0,07 -0,14 -0,00 0,045

TRPV4-Intensitiat SG Strecke CK 14 -0,1 -0,18 -0,02 0,021

TRPV4-Intensitiat SG Ki67-Index -0,01 -0,01 -0,00 0,042
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TRPV4-Intensitiat SG Epidermisdicke -0,14 -0,29 0,01 0,072
TRPV4-Intensitit SG Ca2+ Baseline -0,10 -0,19 -0,02 0,021
TRPV4-Intensitidt SG (Ca2+)intrazeitutar SG =221 -4,66 0,24 0,071
TRPV4-Intensitidt SG (Ca2+)extrazelnutar SG -2,15 -6,68 2,37 0,311
TRPV4-Intensitit SG Strecke ohne ZO-1 0,03 -0,03 0,10 0,316
gesamt
TRPV4-Intensitit SG Strecke ohne ZO-1 -0,3 -0,56 -0,04 0,028
intensiv
TRPV4-Intensitiat SG Strecke ohne Cldn-1 -0,09 -0,19 0,01 0,079
TRPV4-Intensitiat SG Cldn-1 Intensitét 0,26 -0,10 0,61 0,140
basal
TRPV4-Intensitiat SG Cldn-1 Intensitét 0,29 -0,15 0,73 0,175
suprabasal
Orail-Intensitit basal | TRPCI1-Intensitdt basal 0,61 -1,11 2,33 0,438
Orail-Intensitét basal TRPC1-Intensitét 0,40 -1,62 2,43 0,661
suprabasal
Orail-Intensitit basal | TRPV4-Intensitit basal 0,06 -0,76 0,87 0,879
Orail-Intensitdt basal TRPV4-Intensitiat SG -0,06 -0,81 0,69 0,867
Orail-Intensitdt basal Cx43 -0,23 -0,54 0,07 0,125
Orail-Intensitdt basal Strecke Kein-CK 10 -0,06 -0,17 0,05 0,269
Orail-Intensitdt basal Strecke CK 14 -0,05 -0,19 0,09 0,427
Orail-Intensitdt basal Ki67-Index 0,01 -0,00 0,01 0,128
Orail-Intensitdt basal Epidermisdicke -0,01 -0,25 0,23 0,934
Orail-Intensitdt basal Ca2+ Baseline 0,01 -0,23 0,25 0,923
Orail-Intensitét basal (Ca2+)intrazeitutar SG 0,61 -7,66 8,88 0,876
Orail-Intensitét basal (Ca2+)extrazeltuiir SG 7,32 -2,12 16,76 0,115
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Orail-Intensitdt basal Strecke ohne ZO-1 0,00 -0,10 0,10 0,975
gesamt
Orail-Intensitdt basal Strecke ohne ZO-1 0,04 -0,40 0,48 0,842
intensiv
Orail-Intensitdt basal Strecke ohne Cldn-1 0,02 -0,14 0,18 0,838
Orail-Intensitdt basal Cldn-1 Intensitét 0,11 -0,62 0,85 0,738
basal
Orail-Intensitdt basal Cldn-1 Intensitét 0,21 -0,67 1,09 0,609
suprabasal
Orail-Intensitét TRPC1-Intensitdt basal 0,60 -0,64 1,83 0,311
suprabasal
Orail-Intensitét TRPC1-Intensitat 0,63 -0,80 2,05 0,356
suprabasal suprabasal
Orail-Intensitét TRPV4-Intensitit basal -0,09 -0,68 0,49 0,730
suprabasal
Orail-Intensitét TRPV4-Intensitit SG -0,02 -0,59 0,56 0,947
suprabasal
Orail-Intensitét Strecke Kein-CK 10 -0,07 -0,15 0,02 0,106
suprabasal
Orail-Intensitét Strecke CK 14 -0,07 -0,17 0,03 0,163
suprabasal
Orail-Intensitét Strecke ohne ZO-1 0,00 -0,07 0,08 0,921
suprabasal gesamt
Orail-Intensitét Strecke ohne ZO-1 -0,04 -0,39 0,31 0,809
suprabasal intensiv
Orail-Intensitét Strecke ohne Cldn-1 -0,02 -0,14 0,11 0,748
suprabasal
Orail-Intensitét Cldn-1 Intensitét -0,04 -0,62 0,54 0,881
suprabasal basal
Orail-Intensitét Cldn-1 Intensitét -0,02 -0,72 0,69 0,958

suprabasal

suprabasal
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Orail-Intensitét Cx43 -0,23 -0,45 -0,00 0,046
suprabasal
Orail-Intensitét (Ca2+)intrazelutar SG -0,07 -5,16 5,02 0,978
suprabasal
Orail-Intensitét (Ca2+)extrazeltuiir SG 3,47 -3,23 10,17 0,284
suprabasal
Orail-Intensitét Epidermisdicke -0,07 -0,25 0,11 0,432
suprabasal
Orail-Intensitét Ki67-Index -0,00 -0,01 0,01 0,939
suprabasal
Orail-Intensitét Ca2+ Baseline -0,22 -0,37 -0,07 0,006
suprabasal
Cx26 Ca2+ Baseline -4.28 -7,24 -1,33 0,008
Cx26 (Ca2+)intrazeiiutar SG -99,93 -142,15 57,71 0,001
Cx26 (Ca2+)extrazeinutar SG -80,00 -217,06 57,07 0,215
Cx26 TRPCI Intensitit basal 38,3 13,19 63,38 0,008
Cx26 TRPC1-Intensitat 35,8 4,45 67,16 0,030
suprabasal
Cx26 TRPV4-Intensitit basal -1,24 -18,92 16,44 0,884
Cx26 TRPV4-Intensitit SG 16,3 0,19 32,48 0,048
Cx26 Orail-Intensitdt basal 2,08 -2,73 6,89 0,349
Cx26 Orail-Intensitét 5,65 -4,05 15,35 0,216
suprabasal
Cx26 Strecke ohne ZO-1 2,92 1,43 4,41 0,002
gesamt
Cx26 Strecke ohne ZO-1 -11,06 -20,59 -1,54 0,029
intensiv
Cx26 Strecke ohne Cldn-1 -6,13 -8,00 -4,26 <0,001
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Cx26 Cldn-1 Intensitét 6 18,55 8,61 28,49 0,005
basal
Cx26 Cldn-1 Intensitét 6 24,69 17,25 32,13 < 0,001
suprabasal
Cx26 Cx43 9 -9,66 -15,82 -3,50 0,007
Cx26 Strecke kein CK10 8 -4,20 -5,90 -2,51 < 0,001
Cx26 Strecke CK 14 7 -5,15 -7,21 -3,09 < 0,001
Cx26 Epidermisdicke 9 -8,32 -10,94 -5,81 <0,001
. -0,16
Cx26 Ki67-Index 6 -0,27 -0,04 0,013
TRPC1-Intensitdt basal Cx26 9 1,04%* 0,79 1,38 0,304
TRPC1-Intensitat Cx26 9 1,03* 0,83 1,28 0,341
suprabasal
TRPV4-Intensitit basal Cx26 9 0,10% 0,70 1,43 0,901
TRPV4-Intensitiat SG Cx26 9 1,07* 0,66 1,74 0,322
Orail-Intensitdt basal Cx26 9 1,01%* 0,62 1,66 0,781
Orail-Intensitét Cx26 9 1,02% 0,96 1,09 0,469
suprabasal
Strecke kein CK10 Cx26 9 <0,001* < 0,001 >999,999 0,911
Strecke CK 14 Cx26 8 <0,001* < 0,001 >999,999 0,891
Ki67-Index Cx26 7 <0,001* < 0,001 >999,999 0,254
Epidermisdicke Cx26 10 0,32% 0,06 1,60 0,152
Ca2+-Baseline Cx26 7 0,79* 0,63 0,98 0,034
(Ca2+)intrazeitutar SG Cx26 10 1,00* 0,99 1,00 0,113
(Ca2+)extrazelnutar SG Cx26 10 1,00* 0,99 1,00 0,197
Strecke ohne ZO-1 Cx26 9 2,71% 0,01 950,856 0,275
gesamt
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Strecke ohne ZO-1 Cx26 0,57* 0,01 36,886 0,334
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 Cx26 <0,001* < 0,001 >999,999 0,924
Cldn-1 Intensitét Cx26 >999,999* < 0,001 >999,999 0,939
basal
Cldn-1 Intensitét Cx26 5,82% < 0,001 >999,999 0,938
suprabasal
Cx43 TRPC1-Intensitdt basal -2,30 -4.34 -0,26 0,030
Cx43 TRPC1-Intensitat -2,13 -4,49 0,23 0,073
suprabasal
Cx43 TRPV4-Intensitit basal -0,07 -1,22 1,09 0,904
Cx43 TRPV4-Intensitit SG -1,57 -2,47 -0,68 0,002
Cx43 Orail-Intensitdt basal -0,35 -0,66 -0,05 0,029
Cx43 Orail-Intensitét -0,70 -1,37 -0,03 0,043
suprabasal
Cx43 Strecke kein CK10 0,28 0,19 0,37 < 0,001
Cx43 Strecke CK 14 0,32 0,21 0,43 <0,001
Cx43 Ki67-Index 0,02 0,01 0,03 0,001
Cx43 Epidermisdicke 0,55 0,31 0,80 <0,001
Cx43 Ca2-+-Baseline 0,30 0,13 0,47 0,002
Cx43 (Caz+)intrazellul€ir SG 7928 2999 1 1957 09004
Cx43 (Caz+)extraze]lu]€ir SG 4908 '6949 14965 0941 1
Cx43 Strecke ohne ZO-1 -0,13 -0,27 0,00 0,056
gesamt
Cx43 Strecke ohne ZO-1 0,73 0,18 1,29 0,014
intensiv
Cx43 Strecke ohne Cldn-1 0,28 0,09 0,46 0,008
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Cx43 Cldn-1 Intensitét -0,70 -1,49 0,09 0,075
basal
Cx43 Cldn-1 Intensitét -0,85 -1,81 0,10 0,075
suprabasal
Cx43 Cx26 <0,001* - - < 0,001
Strecke ohne ZO-1 Cx43 -1,72 -3,63 0,18 0,072
gesamt
Strecke ohne ZO-1 Cx43 0,50 0,12 0,87 0,014
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 Cx43 1,67 0,46 2,87 0,013
Cldn-1 Intensitét Cx43 -0,41 -0,88 0,07 0,082
basal
Cldn-1 Intensitét Cx43 -0,34 -0,73 0,06 0,083
suprabasal
Strecke ohne ZO-1 Epidermisdicke -1,67 -2,80 -0,54 0,007
gesamt
Strecke ohne ZO-1 Epidermisdicke 0,34 0,07 0,60 0,016
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 Epidermisdicke 1,22 0,66 1,79 0,001
Cldn-1 Intensitét Epidermisdicke -0,28 -0,54 -0,02 0,039
basal
Cldn-1 Intensitét Epidermisdicke -0,25 -0,43 -0,07 0,015
suprabasal
Strecke ohne Cldn-1 TRPC1-Intensitdt basal -7,70 -10,18 -5,21 <0,001
Strecke ohne Cldn-1 TRPC1-Intensitéit -7,18 -10,88 -3,47 0,003
suprabasal
Strecke ohne Cldn-1 TRPV4-Intensitét basal 1,22 -2,13 4,56 0,444
Strecke ohne Cldn-1 TRPV4-Intensitit SG -2,64 -5,65 0,36 0,079
Strecke ohne Cldn-1 Orail-Intensitdt basal -0,27 -1,15 0,61 0,478
Strecke ohne Cldn-1 Orail-Intensitét -0,95 -2,87 0,97 0,274

suprabasal
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Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitdt basal 2,54 1,59 3,49 0,001
basal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitéit 2,18 0,42 3,93 0,024
basal suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPV4-Intensitét basal -0,23 -1,29 0,84 0,641
basal
Cldn-1 Intensitét TRPV4-Intensitat SG 0,80 -0,31 1,90 0,140
basal
Cldn-1 Intensitét Orail-Intensitdt basal 0,18 -0,16 0,51 0,235
basal
Cldn-1 Intensitét Orail-Intensitét -0,04 -0,43 0,35 0,812
basal suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitit basal 1,87 0,69 3,05 0,009
suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPC1-Intensitat 1,66 0,03 3,30 0,047
Suprabasal suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPV4-Intensitét basal -0,16 -1,04 0,72 0,693
Suprabasal
Cldn-1 Intensitét TRPV4-Intensitat SG 0,61 -0,32 1,54 0,175
Suprabasal
Cldn-1 Intensitét Orail-Intensitdt basal 0,15 -0,12 0,42 0,210
Suprabasal
Cldn-1 Intensitét Orail-Intensitét -0,04 -0,36 0,27 0,729
suprabasal suprabasal
Strecke ohne ZO-1 TRPC1-Intensitit basal 9,54 1,86 17,22 0,020
gesamt
Strecke ohne ZO-1 TRPC1-Intensitéit 10,05 1,69 18,42 0,023
gesamt suprabasal
Strecke ohne ZO-1 TRPV4-Intensitit basal 1,46 -3,10 6,02 0,503
gesamt
Strecke ohne ZO-1 TRPV4-Intensitiat SG 2,22 -2,36 6,81 0,316

gesamt

133




Strecke ohne ZO-1 Orail-Intensitdt basal 0,80 -0,69 2,28 0,251
gesamt
Strecke ohne ZO-1 Orail-Intensitét 0,69 -2,41 3,78 0,627
gesamt suprabasal
Strecke ohne ZO-1 TRPC1-Intensitdt basal -1,64 -3,54 0,25 0,082
intensiv
Strecke ohne ZO-1 TRPC1-Intensitat -0,88 -3,16 1,41 0,418
intensiv suprabasal
Strecke ohne ZO-1 TRPV4-Intensitit basal 0,22 -0,80 1,25 0,648
intensiv
Strecke ohne ZO-1 TRPV4-Intensitit SG -1,00 -1,89 -0,10 0,032
intensiv
Strecke ohne ZO-1 Orail-Intensitdt basal -0,19 -0,51 0,13 0,210
intensiv
Strecke ohne ZO-1 Orail-Intensitét -0,45 -1,04 0,13 0,110
intensiv suprabasal
MeC TRPC1-Intensitit basal 0,04 -0,09 0,17 0,504
MeC TRPC1-Intensitat 0,05 -0,09 0,18 0,477
suprabasal
MeC TRPV4-Intensitit basal -0,01 -0,07 0,05 0,703
MeC TRPV4-Intensitit SG 0,00 -0,06 0,07 0,881
MeC Orail-Intensitdt basal 0,00 -0,02 0,03 0,782
MeC Orail-Intensitét -0,00 -0,05 0,05 0,895
suprabasal
MeC Strecke ohne ZO-1 -0,00 -0,01 0,00 0,630
gesamt
MeC Strecke ohne ZO-1 -0,01 -0,03 0,01 0,333
intensiv
MeC Cldn-1 Intensitét -0,01 -0,07 0,06 0,811

basal
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MeC Cldn-1 Intensitét -0,01 -0,07 0,06 0,811
suprabasal
MeC Cx43 -0,01 -0,04 0,02 0,467
TRPC1-Intensitit basal MeC 0,58 -1,60 2,76 0,588
TRPC1-Intensitait MeC 0,42 -1,63 2,48 0,678
suprabasal
TRPV4-Intensitit basal MeC -0,14 -4,80 4,53 0,952
TRPV4-Intensitiat SG MeC 0,38 -3,31 4,07 0,834
Orail-Intensitdt basal MeC -1,26 -10,46 7,94 0,756
Orail-Intensitét MeC -0,47 -6,49 5,54 0,869
suprabasal
Strecke ohne ZO-1 MeC -20,31 -55,44 14,83 0,243
gesamt
Strecke ohne ZO-1 MeC -1,68 -9,35 5,98 0,652
intensiv
Cldn-1 Intensitét MeC -0,03 -8,38 8,31 0,994
basal
Cldn-1 Intensitét MeC -1,39 -8,61 5,83 0,689
suprabasal
Cx43 MeC -2,52 -10,74 5,71 0,536
Cx26 MeC -67,59 -197,68 62,51 0,294
(Ca2+)extrazeltuiir SG TRPC1 Intensitat basal -0,02 -0,12 0,09 0,748
(Ca2+)extrazelnutar SG TRPC1-Intensitit 0,01 -0,11 0,12 0,878
suprabasal
(Ca2+)extrazeltuiir SG TRPV4-Intensitit basal -0,01 -0,05 0,04 0,790
(Ca2+)extrazelnutar SG TRPV4-Intensitidt SG -0,02 -0,07 0,02 0,263
(Ca2+)extrazeltuiir SG Orail-Intensitét basal 0,01 -0,01 0,03 0,275
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(Ca2+)extrazeltuiir SG Orail-Intensitét 0,01 -0,03 0,05 0,445
suprabasal

(Ca2+)extrazelnutar SG Strecke ohne ZO-1 -0,00 -0,01 0,00 0,313

gesamt
(Ca2+)extrazeltuiir SG Strecke ohne ZO-1 0,02 -0,01 0,05 0,167
intensiv
(Ca2+)extrazelnutar SG Strecke ohne Cldn-1 0,01 -0,00 0,02 0,097
(Ca2+)extrazelnutar SG Cldn-1 Intensitét -0,03 -0,09 0,03 0,307
basal

(Ca2+)extrazeltuiir SG Cldn-1 Intensitét -0,03 -0,11 0,04 0,378
suprabasal

(Ca2+)extrazeinutar SG Cx43 0,00 -0,02 0,02 0,645

(Ca2+)extrazeinutar SG Strecke kein CK 10 0,00 -0,01 0,01 0,458

(Ca2+)extrazelnutar SG Strecke CK 14 0,00 -0,01 0,02 0,473

Strecke ohne ZO-1 (Ca2+)extrazeinutar SG -18,08 -53,29 17,13 0,288

gesamt
Strecke ohne ZO-1 (Ca2+)extrazelnutar SG 5,63 -1,90 13,16 0,130
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 (Ca2+)extrazeltuiir SG 17,71 -5,29 40,70 0,113
Cldn-1 Intensitat (Ca2+)extrazeltuiir SG -3,53 -10,83 3,77 0,307
basal
Cldn-1 Intensitét (Ca2+)extrazeltuiir SG -2,61 -9,08 3,86 0,364
suprabasal

Strecke kein CK 10 (Ca2+)extrazeinutar SG 13,88 -12,64 40,40 0,268

Strecke CK 14 (Ca2+)extrazeinutar SG 11,47 -5,77 28,72 0,162

(Ca2+)intrazeiiutar SG TRPCI Intensitét basal -0,07 -0,20 0,07 0,289

(Ca2+)intrazeiiutar SG TRPCI1-Intensitét -0,02 -0,17 0,12 0,727
suprabasal

(Ca2+)intrazelutir SG TRPV4-Intensitit basal -0,01 -0,07 0,04 0,610
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(Ca2+)intrazeiiutar SG TRPV4-Intensitidt SG -0,03 -0,08 0,02 0,186
(Ca2+)intrazelulir SG Orail-Intensitét basal -0,01 -0,04 0,03 0,745
(Ca2+)intrazeiiutar SG Orail-Intensitét 0,01 -0,04 0,07 0,621
suprabasal
(Ca2+)intrazeiiutar SG Strecke ohne ZO-1 -0,01 -0,02 0,00 0,088
gesamt
(Ca2+)intrazeiiutar SG Strecke ohne ZO-1 0,02 -0,02 0,06 0,305
intensiv
(Ca2+)intrazeiiutar SG Strecke ohne Cldn-1 0,01 -0,00 0,03 0,056
(Ca2+)intrazelulir SG Cldn-1 Intensitat -0,02 -0,09 0,04 0,429
basal
(Ca2+)intrazelular SG Cldn-1 Intensitét -0,03 -0,11 0,05 0,453
suprabasal
(Ca2+)intrazeitutar SG Cx43 0,01 -0,01 0,03 0,399
(Ca2+)intrazeiiutar SG Strecke kein CK10 0,00 -0,01 0,01 0,420
(Ca2+)intrazeiiutar SG Strecke CK 14 0,01 -0,01 0,02 0,230
Strecke ohne ZO-1 (Ca2+)intrazeiiutar SG -25,31 -43,47 -7,14 0,011
gesamt
Strecke ohne ZO-1 (Ca2+)intrazeiiutar SG 5,17 1,00 9,33 0,020
intensiv
Strecke ohne Cldn-1 (Ca2+)intrazeiiutar SG 15,68 5,98 25,38 0,006
Cldn-1 Intensitat (Ca2+)intrazelutir SG -5,04 -8.,44 -1,64 0,012
basal
Cldn-1 Intensitét (Ca2+)intrazelutr SG -4,33 -6,55 -2,12 0,004
suprabasal
Strecke kein CK10 (Ca2+)intrazeiiutar SG 17,46 5,55 29,38 0,009
Strecke CK 14 (Caz+)intrazellul€ir SG 1 7944 7:43 27946 09004
Ca2+ Baseline TRPC1-Intensitit basal -2,73 -8,86 3,39 0,350
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Ca2+ Baseline TRPC1-Intensitat -2,06 -8,57 4,45 0,505
suprabasal

Ca2+ Baseline TRPV4-Intensitit basal -0,09 -3,01 2,83 0,946

Ca2+ Baseline TRPV4-Intensitit SG -2,06 -4,90 0,77 0,139

Ca2+ Baseline Orail-Intensitét basal -0,44 -1,65 0,76 0,412

Ca2+ Baseline Orail-Intensitét -2,26 -3,68 -0,83 0,007
suprabasal

Ca2+ Baseline Cx43 1,74 ,063 2,86 0,006

Ca2+ Baseline Strecke ohne ZO-1 -0,27 -0,57 0,03 0,070

gesamt
Ca2+ Baseline Strecke ohne ZO-1 1,90 0,65 3,14 0,006
intensiv
Ca2+ Baseline Cldn-1 Intensitét -2,32 -4,77 0,13 0,061
basal

Ca2+ Baseline Cldn-1 Intensitét -2,60 -5,39 0,19 0,064
suprabasal

Ki67-Index TRPC1-Intensitdt basal -128,35 -301,41 44,71 0,123

Ki67-Index TRPC1-Intensitat -108,69 -294,19 76,80 0,204
suprabasal

Ki67-Index TRPV4-Intensitit basal 24,47 -80,86 129,79 0,602

Ki67-Index TRPV4-Intensitit SG -72,00 -140,75 -3,24 0,042

Ki67-Index Orail-Intensitdt basal 3,81 -27,46 35,07 0,768

Ki67-Index Orail-Intensitét -56,77 -103,06 -10,49 0,025
suprabasal

Ki67-Index Cx43 38,59 22,01 55,18 0,001

Epidermisdicke TRPC1-Intensitit basal -2,42 -5,43 0,59 0,105

Epidermisdicke TRPC1-Intensitat -2,29 -5,69 1,10 0,164

suprabasal
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Epidermisdicke TRPV4-Intensitit basal 0,16 -1,43 1,76 0,829

Epidermisdicke TRPV4-Intensitiat SG -1,35 -2,84 0,14 0,072

Epidermisdicke Orail-Intensitdt basal -0,18 -0,71 0,35 0,455

Epidermisdicke Orail-Intensitét -0,77 -1,70 0,17 0,096
suprabasal

Epidermisdicke Cx43 1,06 0,59 1,53 <0,001
Epidermisdicke Strecke ohne ZO-1 -0,23 -0,39 -0,07 0,008
gesamt
Epidermisdicke Strecke ohne ZO-1 0,91 0,19 1,64 0,017
intensiv
Epidermisdicke Strecke ohne Cldn-1 0,46 0,24 0,68 0,001
Epidermisdicke Cldn-1 Intensitét -1,2 -2,42 0,03 0,054
basal

Epidermisdicke Cldn-1 Intensitét -1,48 -2,95 -0,01 0,049
suprabasal

Strecke kein CK 10 TRPC1-Intensitit basal -7,87 -14,08 -1,65 0,019

Strecke kein CK 10 TRPC1-Intensitat -1,75 -14,65 -0,86 0,032
suprabasal

Strecke kein CK 10 TRPV4-Intensitit basal 0,68 -3,24 4,59 0,716

Strecke kein CK 10 TRPV4-Intensitiat SG -3,57 -7,06 -0,09 0,045

Strecke kein CK 10 Orail-Intensitdt basal -0,71 -1,78 0,36 0,163

Strecke kein CK 10 Orail-Intensitét -1,85 -3,83 0,13 0,063
suprabasal

Strecke kein CK 10 Cx43 2,65 1,87 3,43 <0,001

Strecke CK 14 TRPC1-Intensitit basal -7,94 -13,52 -2,35 0,012

Strecke CK 14 TRPC1-Intensitat -7,05 -13,95 -0,15 0,046
suprabasal

Strecke CK 14 TRPV4-Intensitit basal 0,16 -3,67 3,99 0,929
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Strecke CK 14 TRPV4-Intensitat SG 7 -3,70 -6,75 -0,65 0,021

Strecke CK 14 Orail-Intensitdt basal 7 -0,67 -1,69 0,35 0,161

Strecke CK 14 Orail-Intensitét 7 -1,80 -3,49 -0,10 0,041
suprabasal

Strecke CK 14 Cx43 7 2,39 1,53 3,26 <0,001

* Odds Ratio

9.2 Syntax
* ZG auf Behandlungsebene, EG auf Behandlungsebene.

GET DATA
/TYPE=XLS
/FILE="D:\Statistiktermin 12.14\Die Liste 20130917 HillSlope GesamtMittel Ki67.xls'
/SHEET=name 'Daten'’
/CELLRANGE=full
/READNAMES=0n
/ASSUMEDSTRWIDTH=32767.
EXECUTE.

DATASET NAME DatenSet] WINDOW=FRONT.

DATASET ACTIVATE DatenSet1.

USE ALL.

COMPUTE filter $=(Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1).

VARIABLE LABELS filter $ 'Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter $ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.

FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter $.

EXECUTE.

MIXED Cx43 with Ki67Index

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
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/FIXED= Ki67Index | SSTYPE(3)

/METHOD=REML

/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).

MIXED Cx43 by Cx26

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
/FIXED= Cx26 | SSTYPE(3)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/EMMEANS=TABLES(Cx26) compare
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).

* ZG auf Behandlungsebene, EG: IgE bzw. ISEOVA (Mausebene).

*Filter fiir Einfluss von IgE bzw. IGEOVA auf andere Parameter in der Kontrolle.
USE ALL.

COMPUTE filter $=(Behandlung = 0 and Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1).

VARIABLE LABELS filter $ 'Behandlung = 0 and Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1
(FILTER).

VALUE LABELS filter $ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter $.

EXECUTE.

*Filter fiir Einfluss von IgE bzw. IGEOVA auf andere Parameter im Ekzem (verschiedene
Behandlungen, 1x, 2x und 3x).

USE ALL.
COMPUTE filter $=(Behandlung > 0 and Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1).

VARIABLE LABELS filter $ 'Behandlung > 0 and Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1
(FILTER).

VALUE LABELS filter $ 0 Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter_$ (f1.0).

141



FILTER BY filter_$.
EXECUTE.

MIXED TRPClbasalLW with IgE

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
JFIXED= IgE | SSTYPE(3)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).

*Filtern nach extra bzw. intrazelluléiirem Calcium. D.h. Mittelwert der extra. Ca2+-
Konzentration der 3 versch. Lokalisationen.

*1.Filtern nach extrazelluliirem Calcium.

USE ALL.

COMPUTE filter $=(ExIntra.Calcium = 1).

VARIABLE LABELS filter $ 'ExIntra.Calcium = 1 (FILTER)'
VALUE LABELS filter $ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter $.

EXECUTE.

AGGREGATE
/OUTFILE=* MODE=ADDVARIABLES
/BREAK=ID ExIntra.Calcium Behandlung

/CalciumKonz_mean 1=MEAN(CalciumKonz).

USE ALL.

COMPUTE filter $=(Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1).

VARIABLE LABELS filter $ 'Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 1 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter $ 0 Not Selected' 1 'Selected'.

FORMATS filter_$ (f1.0).
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FILTER BY filter_$.
EXECUTE.

MIXED CalciumKonz_mean_1 with TRPClbasalLW

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
/FIXED= TRPClbasalLW | SSTYPE(3)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).

*2.Filtern nach intrazellulirem Calcium im SG.

USE ALL.

COMPUTE filter $=(ExIntra.Calcium = 2).

VARIABLE LABELS filter $ 'ExIntra.Calcium = 2 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter $ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter $.

EXECUTE.

AGGREGATE
/OUTFILE=* MODE=ADDVARIABLES
/BREAK=ID ExIntra.Calcium Behandlung

/CalciumKonz_mean 2=MEAN(CalciumKonz).

USE ALL.

COMPUTE filter $=(Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 2).

VARIABLE LABELS filter $ 'Lokalisation = 1 and ExIntra.Calcium = 2 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter $ 0 Not Selected' 1 'Selected'.

FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter $.

EXECUTE.
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MIXED CalciumKonz_mean_2 with TRPClbasalLW

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
/FIXED= TRPClbasalLW | SSTYPE(3)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).

*EG auf Lokalisationsebene, ZG auf Behandlungsebene.
USE ALL.
SORT CASES BY ID Behandlung ExIntra.Calcium.
AGGREGATE
/OUTFILE='D:\Statistik\von Chrischi\agregiertneu2.sav'
/PRESORTED
/BREAK=ID Behandlung ExIntra.Calcium
/EpidermisHE_mean=MEAN(EpidermisHE)
/EpidermisHEMITTEL mean=MEAN(EpidermisHEMITTEL)
/DermisHE_mean=MEAN(DermisHE)
/DermisHEMITTEL mean=MEAN(DermisHEMITTEL)
/Infiltrathohe mean=MEAN(Infiltrathohe)
/InfiltrathoheMITTEL mean=MEAN(Infiltrath6heMITTEL)
/EpidermisSHG mean=MEAN(EpidermisSHG)
/EpidermisSHGM ittel mean=MEAN(EpidermisSHGMittel)
/realCa2Mittel mean=MEAN(realCa2Mittel)
/realCa2_mean=MEAN(realCa2)
/Ca2_mean=MEAN(Ca2)
/Ca2SG_mean=MEAN(Ca2SG)
/SteigungSCTop mean=MEAN(SteigungSCTop)
/SteigungTopDermis_mean=MEAN(SteigungTopDermis)

/SteigungUmkehrTop_mean=MEAN(SteigungUmkehrTop)
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/StreckeDermisUmkehr mean=MEAN(StreckeDermisUmkehr)
/StreckeKeinCld1 _mean=MEAN(StreckeKeinCld1)
/StreckeKeinCK10_mean=MEAN(StreckeKeinCK10)
/StreckeCK 14 _mean=MEAN(StreckeCK14)
/Ki67Index_mean=MEAN(Ki67Index)
/Lokalisation_mean=MEAN(Lokalisation)
/realCalciumKonz.mean_mean=MEAN(realCalciumKonz.mean)
/realCalciumKonz_first=FIRST(realCalciumKonz)
/CalciumKonz_mean=MEAN(CalciumKonz)
/IgE_mean=MEAN(IgE)
/IgEOVA_mean=MEAN(IgEOVA)
JTEWL_mean=MEAN(TEWL)
/Corneometrie_mean=MEAN(Corneometrie)
/Cld1_mean=MEAN(CId1)
/Cld1Inten_mean=MEAN(Cld1Inten)
/Cld4_mean=MEAN(Cld4)
/Cld4Inten_mean=MEAN(Cld4Inten)
/JAMA_mean=MEAN(JAMA)
/JAMAInten_mean=MEAN(JAMAInten)
/Occ_mean=MEAN(Occ)
/Occlnten_mean=MEAN(Occlnten)
/Z01_mean=MEAN(ZO1)
/Z01Inten_mean=MEAN(ZO1Inten)
/Trpcl_mean=MEAN(Trpcl)

/TrpclInten_ mean=MEAN(TrpclInten)

/Trpc45 _mean=MEAN(Trpc45)
/Trpc45Inten_mean=MEAN(Trpc45Inten)

/Trpc367 mean=MEAN(Trpc367)

/Trpc367Inten._ mean=MEAN(Trpc367Inten)
/CK110_mean=MEAN(CK110)
/CK110Inten_first=FIRST(CK110Inten)
/CK514_mean=MEAN(CK514)
/CK514Inten_mean=MEAN(CKS514Inten)
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/CK6 mean=MEAN(CK6)
/CK6Inten_mean=MEAN(CK6Inten)
/Filaggrin_mean=MEAN(Filaggrin)

/Filaggrinlnten mean=MEAN(FilaggrinInten)
/Involuvrin_mean=MEAN(Involuvrin)
/Involuvrinlnten_mean=MEAN(Involuvrinlnten)
/Loricrin_mean=MEAN(Loricrin)
/Loricrininten_mean=MEAN(Loricrininten)
/TRPClbasalLW_mean=MEAN(TRPC1basalLW)
/TRPClsuprabasal LW _mean=MEAN(TRPC1suprabasalLW)
/TRPV4basalLW_mean=MEAN(TRPV4basalLW)
/TRPV4suprabasal LW _mean=MEAN(TRPV4suprabasal LW)
/OrailbasalLW_mean=MEAN(OrailbasalLW)
/OrailsuprabasalLW_mean=MEAN(Orailsuprabasal LW)
/Cx43 _mean=MEAN(Cx43)
/Cx43Epi_mean=MEAN(Cx43Epi)
/Cx26_mean=MEAN(Cx26)
/Z01gesamt_mean=MEAN(ZO1gesamt)
/Z01gesamtEpi_mean=MEAN(ZO1gesamtEpi)
/ZOlintensiv_mean=MEAN(ZOlintensiv)
/ZOlintensivEpi_mean=MEAN(ZOlintensivEpi)
/CldnlIntbasal mean=MEAN(Cldn1Intbasal)
/Cldn1Intsupra_mean=MEAN(Cldn1Intsupra)

/DermInf mean=MEAN(DermInf)

/Ca2LifetimespsmitnFaktor mean=MEAN(Ca2LifetimespsmitnFaktor)

/N_BREAK=N.

GET FILE='D:\Statistik\von Chrischi\agregiertneu2.sav'.
dataset name aggr WINDOW=FRONT.
DATASET ACTIVATE aggr.

USE ALL.
COMPUTE filter 3$=(ExIntra.Calcium = 1).
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VARIABLE LABELS filter 3$ 'ExIntra.Calcium = 1 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter 3$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter 3$ (f1.0).

FILTER BY filter 38$.

EXECUTE.

MIXED TRPClbasalLW_mean with  StreckeDermisUmkehr mean

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
/FIXED= StreckeDermisUmkehr mean | SSTYPE(3)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).

* ZG auf Lokalisationssebene gemessen, EG auf Behandlungsebene.
DATASET ACTIVATE DatenSetl.

USE ALL.

COMPUTE filter 2$=(ExIntra.Calcium = 1).

VARIABLE LABELS filter 2§ 'ExIntra.Calcium = 1 (FILTER)'.
VALUE LABELS filter 2$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.

FORMATS filter 2$ (f1.0).

FILTER BY filter 28$.

EXECUTE.

MIXED Ca2LifetimespsmitnFaktor with TRPClbasalLW

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
/FIXED= TRPClbasalLW | SSTYPE(3)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC)
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/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID*lokalisation) COVTYPE(VC).

Rechnungen zur Signifikanz zwischen Kontrolle und Ekzem eines Parameters
RECODE behandlung (0=0) (1 2 3=1) (else=COPY) into behandlung].
RECODE behandlung (0=0) (1=1) (2=SYSMIS) (3=3) (else=COPY) into behandlung?.

execute.

MIXED ZOlgesamt by behandlungl

JCRITERIA=CIN(95) MXITER(100) MXSTEP(10) SCORING(1)
SINGULAR(0.000000000001) HCONVERGE(0,

ABSOLUTE) LCONVERGE(0, ABSOLUTE) PCONVERGE(0.000001, ABSOLUTE)
/FIXED= behandlungl | SSTYPE(3)
/EMMEANS=TABLES(behandlung1)
/METHOD=REML
/PRINT=CPS DESCRIPTIVES SOLUTION TESTCOV
/RANDOM=INTERCEPT | SUBJECT(ID) COVTYPE(VC).
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