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1 Einleitung 
Die Haut stellt eine große Grenzfläche zwischen unserem Körper und der Umwelt dar 

[8]. Sie ist in dieser Funktion andauernd vielfältigen Reizen ausgesetzt, aus der Umgebung wie 
dem Körperinneren [634]. Diese unterschiedlichen Einflüsse machen eine aktive Anpassung 
nötig, um eine erfolgreiche Barriere zu erstellen und zeitgleich eine Schutzfunktion aber auch 
Kommunikation mit der Umwelt aufrecht zu erhalten [44; 513]. Hierfür sind lokale und 
systemische Regulationsmechanismen notwendig, die zusammen ein komplexes System 
ergeben [513; 656].  

Stress ist einer der Faktoren, der die Funktionalität und das lokale 
Reaktionsvermögen des Systems „Haut“ auf mehrere Arten beeinflusst [28]. Bei einer 
Stressreaktion führen Botenstoffe und neuronale Signale zu lokalen Reaktionen [29]. Dabei 
sind, neben den bekannteren Botenstoffen wie Cortisol oder Katecholamine, auch verschiedene 
Neurotrophine (NT) und das cholinerge System beteiligt [125; 153; 513; 541]. Im Brennpunkt 
von Hautbarriere und Stressreaktion steht das Immunsystem der Haut, denn Stress und die 
Hautbarriere beeinflussen die lokale Immunfunktion und alle drei Komponenten regulieren sich 
gegenseitig [10; 72; 92; 281; 326; 336; 513].  

Von besonderem Interesse sind die Anpassungsmechanismen der Haut bei 
Erkrankungen wo lokale funktionelle und immunologische Störungen vorliegen, wie zum 
Beispiel bei der atopischen Dermatitis (AD). Dabei wird eine Störung der Hautbarrierefunktion 
vermehrt als Ursache und Trigger der AD gewichtet [116; 425]. Denn die Störung der 
Hautbarriere trägt potenziell dazu bei, dass der Entzündungsmechanismus bei AD in Gang 
kommt oder aufrechterhalten wird [388]. In bestimmten Kontexten kann außerdem ein 
inadäquates Verhalten der Haut gegenüber Stressoren interpretiert werden [193; 413]. Werden 
zum Beispiel an AD erkrankte Personen zusätzlichem Stress ausgesetzt, verschlimmert sich 
die Symptomatik der Haut [460]. Im Pathomechanismus dieser Verschlechterung spielen NT 
eine Rolle [244; 571]. Die Bedeutung dieser NT im Rahmen der Aufrechterhaltung der 
Barrierefunktion, sowie das Zusammenspiel zwischen Barrierefunktion und systemischer wie 
lokaler Stressreaktion wurden bisher wenig untersucht [426]. 

Diese Arbeit fasst wesentliche Aspekte der bekannten Systematik der 
Barrierefunktion und Immunologie der Haut, sowie der lokalen und systemischen 
Stressreaktion, zusammen. Ein Teil der Anpassungsmechanismen wird hier weiter untersucht, 
im Kontext von immunologischer Dysregulation bei AD-ähnlicher Inflammation, sowie unter 
Gewichtung von NT.  



 

2 

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund 

1.1.1 Struktur der Haut: eine mehrschichtige Barriere 

Die Barriere, welche die Haut gegen eindringende und entweichende Substanzen und 
Organismen bildet, ist in der äußersten Hautschicht, der Epidermis, zu finden [723]. Die 
Funktion und Regulation der Epidermis hängen direkt mit ihrer Struktur zusammen, die für alle 
Säugetiere ähnlich ist [8] und ein integriertes Netzwerk an zytoskelettalen Elementen und 
Zellverbindungen notwendig macht [628]. Während des Prozesses der Reifung der Epidermis 
bilden die Strukturzellen, die Keratinozyten (keratinocyte, KC), entsprechend eine Reihe von 
Proteinen und Lipiden, die zur Stabilität und Funktion der Haut beitragen [328]. Viele 
Untersuchungen sind dazu an menschlicher Haut erfolgt [458]. Da aber auch Mausmodelle 
regelhaft für Studien herangezogen werden [573], erfolgen hier auch strukturelle Vergleiche 
zwischen beiden Spezies. 

Durch den geregelten Ablauf der auch Differenzierung genannten Abfolge der 
Zellreifung, kommt es zur Bildung funktionell unterschiedlicher Schichten in der Epidermis, 
wodurch die Hautbarriere erst zustande kommen kann [46]. Für die Stabilität der Zellen sind 
unter anderem die Zytokeratine verantwortlich [87]. Diese zu den Intermediärfilamenten 
zählenden Komponenten des Zellskelettes dienen mechanischer Integrität, Konnektivität und 
Transportprozessen in den KC [432] und werden während der Differenzierung der Zellen 
schrittweise angepasst [390; 567]. Die Analyse dieser Proteine kann somit genutzt werden um 
den Differenzierungsgrad und damit die unterschiedlichen epidermalen Schichten abzugrenzen 
[379]. Zusätzlich sind die epidermalen Schichten anhand unterschiedlicher morphologischer 
Kriterien unterscheidbar, wie auch in Abbildung (Abb. 1) schematisch dargestellt.  

Auf der Basalmembran (BM) der Epidermis liegen die undifferenzierten KC des 
Stratum basale (SB). Die KC sind kubisch bis hochprismatisch und folgen der BM entlang des 
dermoepidermalen Übergangs [587]. Sie haben runde Zellkerne und zeigen eine mitotische 
Aktivität. An Zytokeratinen finden sich das kleinere Keratin 14 (K14) und der zugehörige 
Bindepartner Keratin 5 (K5) [88]. Zur mechanischen Stabilisierung der Zellen untereinander 
bestehen bereits ab dem SB basolateral spezialisierte Verbindungspunkte, die 
Hemidesmosome und Desmosome, sowie nach apical auch erste Adherens Junctions (AJ) 
[499]. Neben der mechanischen Stabilisierung sind diese spezialisierten Proteinkomplexe auch 
an der Signaltransduktion beteiligt [478].  

Im Rahmen des Differenzierungsprozesses wandern die KC aus dem SB nach apical 
und geben den Kontakt zur BM auf [497]. Auf das SB folgt das Stratum suprabasale oder 
Stratum spinosum (SS). Die KC werden hier größer, polygonal und synthetisieren zunehmend 
Strukturproteine. Der Zellkern nimmt an Volumen zu und flacht leicht ab [190]. Die Filamente 
der Zytokeratine werden dichter gepackt. Dabei werden das K14/K5 gegen die größeren und 
stabileren Keratine 1 und 10 ausgetauscht [88; 148]. Verschiedene Arten an Desmosomen 
verknüpfen die Intermediärfilamente einzelner KC mechanisch miteinander, AJ vermitteln 
zusätzlich Stabilität über Kopplung der zellulären Aktinfilamentsysteme [589]. In der Regel 
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besteht das SS der gesunden, behaarten Haut des Menschen aus 5-7 Zellschichten [463; 726]. 
Bei der Maus ist es in den Regionen der behaarten Haut, soweit sichtbar vorhanden, eine 
Zellschicht dick [314]. 

Weiter nach apical vom SS befindet sich das Stratum granulosum (SG). Hier flachen 
die Zellen und Zellkerne weiter ab [190]. In der Regel besteht das SG beim Menschen aus 3 
Zellschichten, bei der Maus ist lichtmikroskopisch in der Regel nur eine zellhaltige Schicht 
sichtbar [30]. In den oberen granulären Zellschichten findet sich das „cornified envelope“ im 
Inneren der Zellen, ein makromolekulares stabilisierendes Polymer, das unter anderem die 
Proteine Involucrin (INV), Loricrin und Filaggrin (FLG) enthält und wasserunlöslich ist [492]. 
Außerdem bilden die Zellen, beginnend im oberen SS, zunehmend spezialisierte Vesikel, 
sogenannte Lamellarkörperchen (lamellar bodies, LB) [198]. Hierüber werden Lipide und 
weitere Substanzen gemeinsam mit zugehörigen Enzymen in den Zwischenzellraum 
sezernieren [570]. Charakteristisch für das SG sind außerdem die Schlussleistenkomplexe oder 
Tight Junctions (TJ). Dies sind Proteinkomplexe der Zellmembran, die den Zwischenzellraum 
durchspannen und gegen Wasser und kleine Moleküle abdichten. Sie bilden den größeren Teil 
der physisch-chemischen Barriere und werden im Detail im Kapitel 1.1.1.3 beschrieben. 

Im letzten Schritt der Differenzierung stoßen die KC ihren Zellkern aus und platten zu 
Zellresten ab. Sie bilden schließlich eine stabile Keratinmatrix, die mit den zwischengelagerten 
Lipiden das Stratum corneum (SC) bildet, das die äußerste Grenze zur Umwelt darstellt [287] 
und dessen oberste Schicht sich kontinuierlich abschilfert [166].  

Die Epidermis benötigt zur Funktion und Stabilität zusätzlich die darunter liegende 
Dermis, die an die BM des SB anschließt [713]. Die Dermis und die darunter liegende Subkutis 
dienen der mechanischen Unterstützung und stellen die Verbindungsmatrix zum umgebenden 
Gewebe dar [335]. Sie sind vaskularisiert, innerviert und enthalten die lokalen Lymphgefäße, 
neben der Ernährung der Epidermis, auch für die Kommunikation mit dem Nerven- und 
Immunsystem Voraussetzung ist [1]. 

Um die Vernetzung mit dem Nervensystem zu optimieren, besteht in der Haut eine 
besondere Organisation der Nervenstrukturen. Die sensiblen und vegetativen Nervenfasern 
bilden in der behaarten Haut einen oberflächlichen (subepidermaler Plexus, SEP) und einen 
tiefen dermalen Plexus (deep dermal plexus, DDP), die miteinander in Verbindung stehen [75] 
und sich dynamisch entwickeln und anpassen [309; 312]. Neben den zu Mechanosensoren 
gehörenden, teils myelinisierten, Fasern finden sich in der Haut auch unmyelinisierte Nerven, 
die vom DDP und SEP Richtung Epidermis ziehen und via synapsenähnlichen Verbindungen 
in Kontakt mit den KC [123], aber auch mit den Immun- und Mastzellen der Haut treten [309]. 
Zur Vernetzung der Zellen der Haut mit dem Immunsystem besteht somit ein „direkter Draht“. 
Freie Nervenendigungen sind in der gesamten Epidermis zu finden und es besteht eine direkte 
Interaktion mit der Hautbarriere und den TJ [654]. Die Epidermis wurde entsprechend bereits 
als „sensorisches Epithel“ beschrieben [655].  
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Abb. 1: Schematischer Aufbau der Haut  

Das Bild (A) zeigt den schematischen Aufbau der Haut mit einzelnen Komponenten des lokalen funktionalen Systems, 
der Ausschnitt (B) im Detail den Aufbau der Epidermis. Gezeigt sind die Verteilung der basalen Zytokeratine wie 
beispielsweise Keratin-14 (dunkelblau) und eines der barrieretragenden Moleküle, das Claudin-1 (rot, siehe Kapitel 
1.1.1.3). Außerdem ist der epidermale Calciumgradient angedeutet (blaues Dreieck, siehe Kapitel 1.1.1.1). 
Abkürzungen: BM= Basalmembran, LC= Langerhanzellen, MC= Mastzelle, SB= Stratum basale, SC= Stratum 
corneum, SEP: Subepidermaler Nervenplexus, SG= Stratum granulosum, SS= Straum spinosum. 

1.1.1.1 Die Regulation der epidermalen Differenzierung 

Der Vorgang der Differenzierung der Epidermis beinhaltet den komplexen Ablauf von 
Proliferation der KC bis hin zur Bildung der Zellresiduen des SC [651]. Störungen dieses 
Ablaufes können Hauterkrankungen verursachen und mediieren [7] und bis zu einem 
Zusammenbruch der epidermalen Funktion führen [30; 192]. Der Prozess der Differenzierung 
wird entsprechend durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst (z.B. Transkriptionsfaktoren, 
Signalwege u.v.m. [81; 109; 384]), die aufeinander abgestimmt sind. Der gesamte Ablauf wird 
zusätzlich durch epigenetische Faktoren beeinflusst [3]. Es stehen zwei wesentliche Gradienten 
in der Epidermis zur Verfügung, die eine zeitliche Koordinierung der Differenzierung 
ermöglichen: ein Calcium- [61] und ein Acetylcholin-Gradient (ACh-Gradient) [153].  

Die Konzentration des Calciums ist im Bereich des SB am niedrigsten und nimmt bis 
zum SG zu, um über das SC wieder abzunehmen [60; 202; 456; 680] (siehe Abb. 1). Der 
Wechsel der Calciumkonzentration ([Ca2+]i) führt zu morphologischen und genomischen 
Veränderungen der KC mit Bildung und Veränderung der Zell-Zell-Kontakte [61], was auch die 
Bildung von INV und FLG initiiert [61; 710]. Dieser Prozess ist Voraussetzung zur Reifung der 
KC vom SS in das SG und zum Aufbau der Barrierefunktion der Epidermis [680]. Somit sind 
Calcium-abhängige Zellkontakte, deren intrazelluläre Komponenten und der Calciumgradient 
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ein potenter Ansatzpunkt für Regulationsmechanismen, wofür bereits mathematische Modelle 
vorgeschlagen wurden [164]. Über das ACh als weiteren Differenzierungsfaktor und –gradient 
wird in Kapitel 1.1.2 berichtet. 

Die verschiedenen zellulären Kompartimente und Komponenten in der Epidermis 
führen zu einer mehrschichtigen Barriere der Haut [458], die von außen nach innen zunehmend 
spezialisierter wird. Die Barrierefunktion entwickelt sich von unspezifisch-allgemein zu gerichtet 
und reizadaptiert [46; 210], was auf verschiedenen Ebenen reguliert und im Folgenden im Detail 
aufgeführt wird. 

1.1.1.2 Mechanisch-unspezifische Barriere im Stratum corneum 

Das SC als äußerste Schicht der Haut und erstes Hindernis für Fremdstoffe hat primär 
physisch-chemische Eigenschaften durch Fettgehalt, Art der vorhandenen Fettsäuren und pH-
Wert [72; 216; 555]. Das SC besteht im Wesentlichen aus Corneozyten, Lipiden und Wasser. 
Funktionell resultiert eine wie „Ziegel und Mörtel“ anmutende Struktur aus Corneozyten und 
Lipidmatrix [492]. Die Corneozyten, als Residuen der ausdifferenzierten KC, bestehen aus 
aggregierten Keratinen, die an das „cornified envelope“ aus vernetztem INV und Loricrin 
anschließen, was wiederum extrazellulär an ein „lipid envelope“ kovalent gebunden ist [429]. Es 
resultiert somit eine Verbindung zwischen Protein- und Lipidschicht. Die Lipide bilden hierbei 
organisierte Schichten [198], es entstehen regelrechte multilamellare extrazelluläre Systeme 
[199]. Die Lipide sorgen für die hydrophobe Eigenschaft, was die Permeabilität des SC 
einschränkt [199]. Der „freie“ Wasseranteil ist ungleichmäßig im SC verteilt [86], in Form von 
hydrophilen „Zisternen“, die im Austausch mit der Umgebung stehen [702]. 

Der saure pH des SC ist, als zusätzliche chemische Abwehr gegen pathogene 
Mikroorganismen, fein reguliert [201]. Er beeinflusst das lokale Mikrobiom [383], reguliert aber 
auch die Desquamation der Epidermis und die strukturelle Integrität des SC [200]. Die 
Feinstruktur und Organisation des SC ist aber nicht statisch, sondern kann bei Bedarf aktiv 
angepasst werden. Zum Beispiel wird auf eine Störung der Hautbarriere die Exozytose von 
Lipiden aus den LB im SG aktiv gesteigert [457], im Sinne eines Homöostasemechanismus.  

Neben der chemischen Abwehr ist im SC aber auch ein biologischer 
Abwehrmechanismus zu finden [210]. Zwischen den oberflächlich abschilfernden Zellresten des 
SC findet sich eine große Anzahl an Mikroorganismen [142]. Sie können potenziell pathogene 
Bakterien in ihrem Wachstum einschränken oder verdrängen, beispielweise über 
bakterieneigene, antimikrobiell wirksame Peptide (AMP) [304]. Es resultiert eine große 
Ansammlung variabel zusammengesetzter Mikroorganismen, mit bis zu 106 Bakterien pro cm² 
Haut [273]. Die Epidermis wird bei der Geburt mit Mikroorganismen besiedelt und dieses 
Mikrobiom reift mit jedem Individuum, zusammen mit dessen Immunsystem [126]. Es ist für 
jeden Menschen einzigartig [1] und eine Voraussetzung für eine funktionierende 
immunologische Barriere [486]. Das Mikrobiom interagiert mit dem lokalen Immunsystem der 
Epidermis über die Grenzen des SC hinweg, sodass ein „Fine Tuning“ der lokalen 
Immunantwort erfolgt [401; 485]. Die Interaktion findet in beide Richtungen statt, die 
Zusammensetzung des Mikrobioms hängt also auch von der lokalen Immunsituation ab [653]. 
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Durch eine immungesteuerte Unterstützung einer gesunden Flora können beispielsweise 
pathogenetische Erreger oder deren Virulenzfaktoren, wie beim Bakterium Staphylococcus 
aureus, kontrolliert werden [24]. 

1.1.1.3 Tight Junctions: Physikalisch-spezifische Barriere im Stratum granulosum 

Die hauptsächliche Barrierefunktion der Epidermis findet sich im oberen SG bei den 
TJ [303]. Hier werden Wasser und lösliche Substanzen wie Ionen und größere Moleküle 
zurückgehalten, effektiver und gezielter als im SC und mit Anpassung der Durchlässigkeit nach 
Bedarf [19; 373]. Lokalisiert ist diese Barriere beim Menschen zwischen der zweiten und dritten 
Zellschicht des SG [723]. Die teils zirkumferenten oder „gürtelähnlichen“ Proteinkomplexe der 
TJ verbinden an der apicalen Zellmembran die KC miteinander und kompartimentieren dadurch 
den interzellulären Raum [93]. TJ haben neben der reinen Barrierebildung weitere wichtige 
Funktionen in vielen Zellen. Sie ermöglichen die Entwicklung der Zellpolarität [184; 449], 
regulieren die Genexpression [449] wie auch die zelluläre Proliferation [678]. Zudem spielen sie 
bei der Signaltransduktion eine wesentliche Rolle [261]. TJ erscheinen in der Differenzierung 
der Haut bereits vor der Bildung des SC [556] und beeinflussen die SC-Bildung und -Integrität 
[373; 649; 729].  

Viele Arten an TJ-Proteinen sind bekannt und sie können in Bezug auf die 
Zellmembran in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden: integrale Membranproteine und 
zytoplasmatische Plaque-Proteine [609]. Die Membranproteine durchspannen die Zellmembran 
und besitzen luminale und intrazelluläre Komponenten [19]. Die Plaque-Proteine schließen 
intrazellulär an die integralen Membranproteine an und koppeln diese an das Zellskelett und an 
das intrazelluläre Informationssystem [609]. Von den TJ-Molekülen sind Claudin-1 (CLDN-1) 
und Zonula occludens-Protein-1 (ZO-1) bei der Barriere in der Haut gegen größere Moleküle 
besonders wichtig [373].  

CLDN-1 ist in der Haut eines der wichtigsten barrieretragenden Proteine [663]. Im 
Tierversuch versterben Mäuse ohne funktionales CLDN-1 in den ersten Lebenstagen an den 
Folgen eines Barriereverlustes [236]. Die Familie der Claudine umfasst bei Säugetieren 
mindestens 27 Mitglieder [679], die mit vier Transmembrankomponenten und jeweils kurzen 
amino- und carboxyterminalen zytoplasmatischen Enden ausgestattet sind [387]. CLDN-1 als 
Vertreter dieser Familie ist 23 kDa groß und sein carboxyterminales Ende bindet an die 
zytoplasmatischen Plaque-Proteine [677]. CLDN-1 ist in allen Zellschichten der Epidermis von 
Mensch und Maus zu finden [93]. Die Lokalisation in der Zelle spiegelt auch die Funktion wieder 
[54; 727]. Basal in der Epidermis ist CLDN-1 ein potenzieller Proliferations-, Migrations- und 
Verankerungsfaktor [54; 373; 515], apical dient es der Barrierebildung. Die nach apical 
zunehmende [Ca2+]i in der Epidermis löst einen Lokalisationswechsel aus, mit Translokation von 
CLDN-1 von nukleär und perinukleär an die Zellmembran [54; 727]. Im SB und SS findet sich 
das Protein entsprechend teils peri- und intrazellulär, im SG wechselt es auf Zell-Zell-Kontakte 
[371] (siehe Abb. 1). CLDN-1 beeinflusst bei dessen Inkorporation in die TJ auch deren Form. 
Die TJ bilden hierdurch ein großes, verzweigtes Netzwerk [235]. Alleine kann CLDN-1 jedoch 
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keine funktionierende TJ bilden, Voraussetzung für eine funktionelle Anordnung des CLDN-1 in 
den TJ sind weitere, zytoplasmatische Proteine, wie das E-Cadherin und das ZO-1 [682; 690]. 

ZO-1 ist ein zytoplasmatisches Plaque-Protein von 220 kDa Größe, das eine 
„scaffolding“-Funktion im Sinne einer Strukturierung von Proteinkomplexen der Zellmembran 
hat [282; 449]. Hierfür hat es mehrere strukturelle Domänen zur Proteininteraktion, unter 
anderem eine Membran-assoziierte Guanylatzyklase und eine C-terminale Domäne zur 
Aktinbindung [37; 329]. ZO-1 findet sich entsprechend seiner Funktion in TJ [329], auf die 
Epidermis bezogen folglich in den suprabasalen Zellschichten, vor allem im oberen SS und im 
SG [92; 371]. Es reguliert unter anderem die Polymerisation von Claudinen in den TJ [690], 
verbindet TJ mit dem Aktinfilamentsystem und ist an der Signaltransduktion beteiligt [37]. Unter 
gewissen Umständen ist ZO-1 auch im Zellkern zu finden [609], wo es die Proliferation der Zelle 
herunterregulieren kann [37; 449]. Die essenzielle Rolle von ZO-1 wird auch dadurch bestätigt, 
dass ZO-1-Knock-out (KO)-Mäuse bereits intrauterin versterben [345]. 

Occludin (Ocl) ist ein weiteres integrales Membranprotein der TJ [609]. Es ist ein 4-
Transmembranprotein von ca. 60 kDa Größe, mit zwei extrazellulären „loops“ und beiden 
Proteinenden im Intrazellulärraum [609]. Es existieren zwei Splicevarianten mit etwa gleicher 
Verteilung [480]. In den epidermalen TJ findet sich Ocl im Bereich des oberen SG [371], wo es 
den parazellulären Raum apical, in Kooperation mit Claudinen, abschließt [369]. Es bindet 
ebenso an zytoplasmatische Proteine wie ZO-1 [89]. Allerdings zeigen Studien von KO-Mäusen, 
dass in Abwesenheit von Ocl die TJ trotzdem normal konfiguriert und funktional sind [592]. 
Weitere TJ-Moleküle haben eine relevante Bedeutung in der Haut [91], sind jedoch nicht Inhalt 
dieser Arbeit. 

Um die notwendige Flexibilität für ihre dynamische Aufgabe zu erhalten, werden die 
drei hier vorgestellten TJ-Moleküle nach Bildung in der Zelle verändert, also einer 
posttranslationalen Modifikation unterzogen [221; 261]. Dies beeinflusst deren Funktion und 
Mobilität in der Zelle (siehe auch Kapitel 1.1.5.3). Während ZO-1 selbst Kinaseaktivität besitzt 
[300], können CLDN-1 [221; 261] und Ocl [594], von ZO-1 und anderen Kinasen phosphoryliert 
und aktiviert werden. Entsprechend ihrer Aktivität unterliegen die TJ-Moleküle einem 
„Remodeling“. Sie sind zwischen der Zellmembran und dem Intrazellulärraum mobil, auch in 
ruhendem Gewebe [405]. Dies macht eine schnelle „Bedarfsanpassung“ möglich [36; 370]. 
CLDN-1 wechselt dabei primär innerhalb lokaler TJ, muss aber phosphoryliert sein, um 
funktionell aktiv zu sein [261; 598]. ZO-1 tauscht sich überwiegend mit dem intrazellulären Pool 
aus [405]. Ocl-Moleküle sind innerhalb der Plasmamembran sehr dynamisch mobil, für die 
Inkorporation in TJ muss Ocl ebenso phosphoryliert sein [214; 594]. Unphosphoryliert findet es 
sich vor allem an der basolateralen Membran einer Zelle [214]. 

Durch die Menge der TJ-Proteine, ihrer Verteilung in der Zelle und ihrer Funktionalität 
kommt eine effektive Hautbarriere zustande. Dabei handelt es sich um einen dynamischen 
Prozess, sodass die ausdifferenzierenden KC bei der Apicalwanderung im SG durch eine 
kontinuierliche Erneuerung der TJ-Verbindungen die Barriere „dicht halten“ können [722].  
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1.1.1.4 Immunologische Barriere der Epidermis 

Die Haut stellt ein eigenes „immunologisches Organ“ dar und beinhaltet in allen 
Schichten Vertreter des Immunsystems [1]. Die Epidermis mit ihrer Immunausstattung ist als 
erste Kontaktstelle mit der Außenwelt ein funktionell eigenes Kompartiment, das eine 
Schlüsselrolle bei immunvermittelten Hauterkrankungen einnimmt [130]. Eine lokale 
Fehlregulation in der Epidermis kann bereits zu immunmediierten Hauterkrankungen führen 
[336] oder diese verstärken [352]. Entsprechend wird das Immunsystem der Epidermis hier 
gesondert aufgeführt, denn es ist fest verknüpft mit den anderen Barrierekomponenten [644; 
645].  

Von außen an die Haut herantretend, finden sich auf und im SC, neben dem 
Mikrobiom und dessen Abwehrstoffen, bereits körpereigene antimikrobielle Fette und Proteine, 
die als AMP zusammengefasst werden [200; 242]. Sie werden weiter basal von den vitalen KC 
und von Schweißdrüsen sezerniert [283; 299]. AMP bilden eine erste unspezifische 
Abwehrstation und helfen dem Mikrobiom der Haut pathogene Keime in Schach zu halten [53]. 
Die Ausschüttung von AMP kann bei Bedarf, wie z.B. bei einer Inflammation, hochreguliert 
werden [283].  

Wird das SC von einem Pathogen überwunden, ist anschließend ein Treffen mit 
Vertretern des zellulären Immunsystems der Epidermis vorprogrammiert [1]. KC selbst haben 
als „first line“ Verteidigung eigene Abwehrmechanismen [130] (s. auch Kapitel 1.1.5.2.2). Die 
anschließend am weitesten verbreitete epidermale Immunzellart ist beim Menschen die 
Langerhanszelle (LC), bei Mäusen die den Lymphozyten zuzuordnende dendritische 
epidermale T-Zelle (DETC) [493].  

LC als epidermaler Teil des Monozytären-Makrophagen-Systems machen ca. 2 – 4 % 
der epidermalen Zellen aus [180]. Sie sind Vertreter des angeborenen Immunsystems, die 
schnell und ohne vorherigen Kontakt mit einem Pathogen reagieren können [1]. LC sind im SS 
zu finden, wobei ihre Pseudopoden bis zum SC reichen (s. Abb. 1), mit Erhalt der TJ zu den 
KC, sodass ein Antigenkontakt ohne Kompromittierung der Barriere stattfinden kann [7]. Die LC 
überwachen damit, ob eine Infektion oder Verletzung der Haut besteht [161; 180]. Natürliche 
lymphoide Zellen (innate lymphoid cells, ILC), werden auch dem angeborenen oder innerten 
Immunsystem zugeordnet und in Kapitel 1.1.5.2.1 beschrieben. Für eine geregelte epidermale 
Funktion ist jedoch ein immunologisches Gleichgewicht vor Ort von Nöten, wofür auch Vertreter 
des adaptiven Immunsystems in der Epidermis zu finden sind [1; 102; 152], die hier in Kürze 
vorgestellt werden.  

In gesunder Epidermis finden sich mehrere Arten von T-Lymphozyten während B-
Lymphozyten fast vollständig fehlen [152] (s. auch Kapitel 1.1.5.2). T-Zellen werden anhand der 
Art ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) in αβ- und γδ-T-Zellen unterteilt [152]. Sie sind entweder 
ortsansässig in der Epidermis oder Dermis vorhanden, oder sie wandern über Blut- und 
Lymphbahnen ab, um im Verlauf in die Haut zurückfinden, ein „Rezirkulieren“, was auch 
„homing“ genannt wird [653].  
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Eine Unterteilung der αβ-T-Zellen erfolgt über die Co-Rezeptoren an der Oberfläche 
der Zellen. Hier werden CD4+-T-Helferzellen, die major Histokompatibilitäts-Komplex-II-
abhängig (MHC-II-abhängig) von anderen Zellen aktiviert werden und selbst andere 
Immunzellen aktivieren können, von zytotoxischen CD8+-T-Zellen unterschieden, die MHC-I-
abhängig sind [152]. In die Epidermis werden bei einer Entzündungssituation unter anderem 
mehrere Arten der CD4+-T-Helferzellen rekrutiert, die proinflammatorisch aktiv sind [315]. Nach 
Oberflächenmarkern und ihrem Zytokinverhalten werden diese CD4+-T-Zellen in Subtypen 
unterteilt, wie die TH1, TH2, TH9, TH17 oder TH22-Zellen [703]. Von den aktiven oder auch 
„Effektor“-T-Zellen werden T-regulatorische Zellen (Treg) und verschiedene Subtypen von 
ruhenden T-Gedächtniszellen (TMC) unterschieden [703]. Die meisten αβ-T-Zellen in der 
Epidermis gehen nach Beseitigung des aktivierenden Pathogens in Apoptose über, bis auf die 
langlebigen TMC [152]. Diese sind vor allem gegen epidermale Viren gerichtet und können bei 
Bedarf schnell reaktiviert werden [315]. CD4+-TMC rezirkulieren häufig, während CD8+-TMC in der 
Epidermis nahe des Infektionsortes verbleiben [245]. Wenn keine Entzündungssituation in der 
gesunden Epidermis vorliegt, sind die zu findenden αβ-T-Zellen entsprechend fast 
ausschließlich CD8+-TMC [493]. Die wesentliche Funktion von αβ-T-Zellen in der Haut werden in 
Tabelle 1 zusammengefasst, für das Verständnis der lokalen Immunfunktion und –Reaktion.  

T-Zellen, die den γδ-TCR exprimieren, entsprechen in der Epidermis von Mäusen den 
DETC [188] und bilden dort den Großteil der epidermalen sessilen T-Zellen [305]. DETC-
ähnliche γδ-T-Zellen finden sich auch beim Menschen [498; 660]. Ihre Aktivierung erfolgt 
unabhängig von MHC, lediglich über den TCR [477; 660]. Der sessile Teil der DETC liegt 
zwischen den vitalen Zellschichten der Epidermis [660]. Nach apical über eher starren Dendriten 
besteht jeweils Kontakt mit den TJ-tragenden KC, nach basal über mobile Dendriten mit 
angrenzenden Zellen [660]. Bei Mäusen können DETC über Zytokine weitere Zellen des 
innerten Immunsystems rekrutieren und über Interleukin (IL)-17A und Interferon (IFN)-γ KC 
aktivieren [428; 652]. Ihnen wird eine Rolle bei der Wundheilung und der Tumorabwehr 
zugesprochen. Die γδ-T-Zellen haben beim Menschen wahrscheinlich eine ähnliche Funktion 
[498].  

Tabelle 1: αβ-Effektor-T-Zellen und ihre Funktion 

Dargestellt sind die CD4+-T-Helferzell-Subtypen, zytotoxische CD8+-T-Zellen sowie T-regulatorische Zellen (Treg), 
jeweils mit ihren wichtigsten Eigenschaften sowie den Chemokinen, die sie bei Aktivierung exprimieren. Abkürzungen: 
AMP= antimikrobielle Peptide, DC= dendritische Zellen, FOXP3= Forkhead box P3, IFN= Interferon, IL= Interleukin, 
KC= Keratinozyten, TNF= Tumor-Nekrosefaktor. 

Immunzelle Typische 
Chemokine 

Funktion, Pathologie und Besonderheit Quelle 

TH1  IFN-γ, IL-12 Bekämpfung von Bakterien und intrazellulären 
Pathogenen. Spielen eine Rolle bei 
Autoimmunerkrankungen und immunmediierten 
Hauterkrankungen wie Psoriasis. 

[469; 506] 

TH2 IL-4, IL-5, IL-
13, IL-31 

Abwehr extrazellulärer Erreger und nicht-bakterieller 
Fremdsubstanzen, Aktivierung eosinophiler 
Granulozyten und Mastzellen in der Dermis. Spielen 
eine Rolle bei atopischen Erkrankungen. 

[22; 23], s. 
auch 
Kapitel 
1.1.6.1 

TH9 IL-9 Werden durch IL-9 aktiviert, mit Folge einer 
mehrere Tage anhaltenden IL-9-Ausschüttung. 
Beteiligung bei Abwehr extrazellulärer Erreger, 

[103; 605; 
719] 
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Immunzelle Typische 
Chemokine 

Funktion, Pathologie und Besonderheit Quelle 

Rekrutierung anderer T-Zellen. Spielen eine Rolle 
bei atopischen Erkrankungen. 

TH17 IL-17, IL-22 Werden über KC aktiviert oder über dendritische 
Zellen aus Lymphknoten in die Haut rekrutiert. 
Locken neutrophile Granulozyten an. Abwehr von 
extrazellulären Bakterien und Pilzen. Spielen eine 
Rolle bei Autoimmunerkrankungen wie der 
Psoriasis. 

[506; 580; 
599; 642] 

TH22 IL-22 Schütten unabhängig von IL-17 das IL-22 aus. 
Aktivieren Zellen des innerten Immunsystems, 
fördern epidermale Differenzierung, steigern KC-
Proliferation und Ausschüttung von AMP aus KC. 
Spielen eine Rolle bei diversen Hauterkrankungen. 

[209; 233; 
506; 712] 

CD8+-T-
Zellen 

IFN-γ, TNF- α Werden durch Virusinfektionen und entartete Zellen 
aktiviert, der Signalweg erfolgt über DC. Lysieren 
infizierte Zellen und produzieren 
proinflammatorische Zytokine. 

[330] 

Treg  Kennzeichen ist der Transkriptionsfaktor FOXP3. 
Funktion ist die Zytotoxizität oder Inhibition von B-
Zellen bzw. DC oder Suppression von anderen T-
Zellen. Sind nur selten proinflammatorisch aktiv. 
Bilden Kontrollelemente der Autoimmunität, 
begrenzen eine epidermale Inflammationsreaktion, 
regulieren die immunologische Homöostase der 
Haut. Die Population entwickelt sich mit dem 
Mikrobiom und reguliert die Selbst- und Mikrobiom-
Toleranz. 

[55; 290; 
593; 604] 

Der allgemeine Ablauf einer Immunreaktion in der Haut ist äußerst komplex, 
beinhaltet viele Zellgruppen aus Epidermis, Dermis und anderen Kompartimenten und das 
Verständnis dieser Interaktionen ist weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung [487]. Ein 
Überblick wird gemeinsam mit einer Einführung über die Immunausstattung der Dermis in 
Kapitel 1.1.5.2.1 gegeben. 

1.1.2 Epidermales cholinerges System, eine Schnittstelle zwischen Differenzierung, 
Immunfunktion und Homöostase 

Zwischen Aufbau und Funktion der Epidermis, sowie bei der Integration des lokalen 
Immunsystems, sind funktionelle „Brücken“ notwendig, die übermittelnde lösliche Faktoren 
beinhalten [513]. Eine von diesen Brücken kann das cholinerge System der Haut bilden. Denn 
das ACh, das parakrin und autokrin wirksam ist, ist ein Kontrollelement der epidermalen 
Differenzierung [264; 268], der funktionellen Barriere [153; 400] sowie der Immunreaktion [73; 
153]. Es bildet einen eigenen homöostatischen Kontrollmechanismus der Haut [709]. Da diese 
cholinerge Regulation in der Epidermis unabhängig von der Funktion des ACh als 
Neurotransmitter ist, gilt sie als Teil des nicht-neuronalen cholinergen Systems (NNCS) [397; 
709]. 

Die Konzentration von ACh in der Epidermis ist von der Regulation der Enzyme zu 
dessen Bildung und Abbau abhängig. ACh wird von den KC mittels der Cholinazetyltransferase 
(ChAT) synthetisiert, die in allen epidermalen Zellschichten zu finden ist [264]. Die 
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Acetylcholinesterase (AChE) degradiert ACh und findet sich vor allem in den basalen 
Zellschichten [264]. In der Epidermis bildet sich, analog zum Calciumgradienten, ein 
„cholinerges Mikromilieu“ aus, mit höchster Konzentration von ACh in den äußersten 
Epidermisschichten [153; 494].  

Der Effekt von ACh wird über verschiedene Rezeptoren vermittelt und umfasst unter 
anderem die Proliferation und Differenzierung von KC, deren Adhäsions- und 
Migrationseigenschaften, sowie deren Apoptose [163; 264; 395; 732]. In der Epidermis ändert 
sich nach Reifegrad der KC auch die Ausstattung der Zellen mit ACh-Rezeptoren, sodass je 
nach Differenzierungsstufe der KC eine angepasste Reaktion auf ACh erfolgen kann [269]. Bei 
den Rezeptoren für ACh werden nikotinerge Rezeptoren (nAChR), welche Ligand-aktivierte 
Ionenkanäle sind [228], von muskarinergen Rezeptoren (mAChR) unterschieden, die G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren darstellen [324]. 

Die nAChR sind Pentamere aus transmembranen Untereinheiten (α-, β-, γ-, δ-, ε-
Untereinheiten), die als Homo- oder Heteropentamere vorliegen können, von denen KC nur α- 
und β-Untereinheiten exprimieren [265]. Die Zusammensetzung der Rezeptoren entscheidet 
über die Sensitivität gegenüber Kanal-Agonisten und  
-Antagonisten, sowie über die Permeabilität der geöffneten Kanäle für Katione wie Calcium, 
Natrium und Kalium [239]. Die Zusammensetzung eines Rezeptors kann somit zu 
unterschiedlichen metabolischen Konsequenzen in der Zelle führen [398]. Bei den KC ist der 
nAChR-abhängige Calcium-Influx ein wesentlicher Akteur [267]. 

Die mAChR sind monomere 7-Transmembranrezeptoren, von denen es fünf 
verschiedene genetische Varianten gibt, mit jeweils unterschiedlichen „second messenger“-
Signalkaskaden [324]. Angeschlossene second messenger sind Gq-Proteine (M1, M3, M5) mit 
Phospholipase C- oder D-Anschluss, oder Gi-(M2, M4) Signalkaskaden, mit Inhibierung der 
Adenylatzyklase. Alle Rezeptortypen sind in der Epidermis zu finden [266; 396; 489] und haben 
hier vielfältige Effekte auf die KC [271].  

In der Epidermis ist die Verteilung der AChR variabel, vor allem die der α3-
Untereinheiten, die je nach Lokalisation, Alter und Gesundheitszustand des Individuums 
variieren können [398]. In gesunder, humaner Haut findet sich typischerweise im SB der 
α3β2(β4) nAChR, mit oder ohne α5-Untereinheiten, sowie M2 und M3-AChR. Im SS sind mehr 
α3nAChR, die zusätzlich α5-Untereinheiten enthalten können, aber auch α9nAChR sowie M4 
und M5 zu finden. Das in Bezug auf die Barrierefunktion wichtige SG hat vor allem eine 
Ausstattung mit α7-nAChR und α9-nAChR, zusätzlich werden dort auch M1-AChR exprimiert 
[269; 400].  

Der α7-nAChR wird durch α7-Untereinheiten zusammengesetzt, die wiederum durch 
das „cholinergic receptor nicotinic alpha subunit“-7-Gen (CHRNA7) kodiert werden [400]. 
Erwartungsgemäß ist der α7-nAChR an der terminalen Differenzierung und Barrierebildung der 
KC beteiligt [33; 519], sowie potenziell auch notwendig für einen Funktionserhalt der Barriere 
[154]. Nicht nur die Aktivierung des α7-nAChR, sondern auch dessen Modulation mittels nicht-
kanonischer Liganden wie „secreted mammalian Ly-6/urokinase-type plasminogen activator 
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receptor-related proteins“ (SLURP) -1 und -2, sind für ein Fine Tuning der Rezeptoren verfügbar 
[128; 129]. 

Der α9-nAChR und M1-AChR haben ebenso eine Bedeutung in der KC-Proliferation 
und epidermalen Differenzierung im SG [154; 269; 398; 688], ob ein Einfluss auf die TJ der 
Epidermis besteht, ist aber bisher nicht bekannt. Entsprechend wird auf ihre Funktion in dieser 
Arbeit nicht weiter eingegangen. 

1.1.3 Neuropeptide und Neurotrophine: Schlüsselposition zwischen Nervensystem 
und Autoregulation der Haut 

Zwischen Nervensystem und Haut sind zur Übermittlung von Informationen, neben 
den direkten Zell-Zell-Kontakten, auch eine Vielzahl kleiner Peptide bekannt („Neuropeptide“), 
die hormonell aktiv sind und eine wichtige Rolle für die epidermale Homöostase, sensorische 
Wahrnehmung, Regulation der Durchblutung aber auch für die lokale Inflammation spielen 
[635]. Substanz P, Calcitonin gene-related peptide (cGRP), vasoaktives intestinales Peptid, 
Neuropeptid Y und β-Endorphin sind einige Vertreter dieser Neuropeptide [127; 635]. Zum 
Zusammenspiel zwischen verschiedenen Neuropeptiden und der epidermalen Funktion, 
insbesondere im Kontext von Stress und Hautinflammation, gibt es bereits einige Studien  [31; 
517; 540; 635]. In dieser Arbeit wird entsprechend nur auf die Gruppe der NT eigehen, die zu 
den Neuropeptiden zählen [80; 82].  

NT beeinflussen nicht nur Wachstum und Überleben von cutanen Nervenfasern, wie 
der Gruppenname suggeriert [416]. Sie sind auch homöostatische Faktoren in der Haut [80; 
541], die zusätzlich zwischen den Zellen von Haut [674], Immunsystem [455] und Nervensystem 
vermitteln [584]. Die NT sind strukturell und funktionell ähnliche Substanzen, die an Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren (Trk) binden [415]. Sie wirken in der Haut überwiegend para- und autokrin 
[97; 546]. Zielrezeptoren der NT sind der unselektive p75-NT-Rezeptor, sowie die Trk-
Rezeptoren A, B und C [415]. Die einzelnen NT haben eine unterschiedliche Affinität zu den 
Rezeptoren, auch abhängig davon ob das jeweilige NT in reifer oder unreifer Form vorliegt [80]. 
An den unselektiven p75-NT-Rezeptor binden alle NT-Vorstufen mit hoher Affinität, reife NT 
aber mit niedriger Affinität [80]. 

Quelle der NT in der Haut sind Nervenendigungen [584] und dermale sowie 
epidermale Zellen, wie zum Beispiel KC [177; 673], Mastzellen [410], Fibroblasten [114] oder 
lokale Immunzellen [276]. Den NT-sezernierenden Zellen ist gemeinsam, dass sie auf Trigger 
wie eine Verletzung oder Inflammation die Sekretion von NT anpassen können [584]. Alle drei 
Trk-Rezeptoren der NT wurden in epidermalen humanen KC gefunden, wobei der TrkB dort 
nicht funktional ist [439], während bei murinen KC nur der TrkA und der TrkB exprimiert wird 
[78]. Von den bekannten NT wird in dieser Arbeit der Nerve growth Factor (NGF) und der Brain-
derived neurotrophic Factor (BDNF) weiter untersucht. 

NGF bindet mit hoher Affinität an TrkA [636]. Mit Beginn der Innervation ist NGF auch 
in der Haut zu finden [127], wobei die Epidermis eine relevante Quelle des NGF darstellt [65]. 
Schmerzwahrnehmung, Juckreiz und neurogene Inflammation werden über NGF moduliert [18]. 
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Als lokaler Stressmediator in der Haut kann NGF Nervenendigungen der Haut zu Wachstum 
und Verzweigung anregen, Mastzellen zur Degranulation bringen und die Ausschüttung von 
anderen NT, Neuropeptiden, sowie proinflammatorischen Zytokinen bewirken, aber auch über 
diese vermehrt ausgeschüttet werden [80; 127; 636]. In KC-Kulturen führt NGF zur vermehrten 
Proliferation und verminderten Apoptose im Sinne eines „Überlebenssignals“ [438; 547]. Dabei 
wird NGF von proliferierenden KC selbst ausgeschüttet [546], sodass eine konstante NGF-
Konzentration in den basalen Zellschichten der Epidermis besteht, die autokrin auf die Zellen 
wirksam ist [65; 127; 548]. Auch Mastzellen und andere Immunzellen synthetisieren und 
schütten NGF aus [67; 500; 715].  

BDNF bindet mit hoher Affinität an den TrkB [691]. Im zentralen Nervensystem (ZNS) 
ist BDNF im Zusammenhang mit neuronaler Regulation und neuronalem Überleben ausgiebig 
erforscht worden. Ein Zusammenhang zwischen BDNF und psychischen Verhaltensweisen, 
psychischen Erkrankungen, kognitiver Funktion, Lernen, Gedächtnis sowie neurodegenerativen 
Erkrankungen wurde beschrieben [418; 424]. In der Haut findet sich BDNF bei Mäusen 
hauptsächlich an Nervenendigungen [78], beim Menschen auch in KC, Mastzellen und 
Fibroblasten [276], sowie allgemein in der Epidermis mit Konzentration auf das SG [65]. Diverse 
Immunzellen können auch BDNF sezernieren [501]. Bei Mäusen beeinflusst BDNF die 
Nerventrophik im Rahmen der sensorischen [394; 409] und adrenergen Innervierung [76]. Beim 
Menschen erfüllt es wahrscheinlich eine ähnliche Funktion [127]. Auch wirkt sich BDNF bei 
Menschen und Mäusen proliferativ auf die Trophik der Epidermis aus und beeinflusst das 
Haarwachstum [77–80]. BDNF der Nervenendigungen spielt auch eine Rolle in der 
Schmerzverarbeitung [627]. Lokaler Stress, wie Behandlung mit Milchsäure, steigert hierbei die 
BDNF-Ausschüttung von KC [302]. Da humanen KC ein funktioneller TrkB-Rezeptor fehlt [439], 
wird davon ausgegangen, dass der Effekt von BDNF auf KC entsprechend über Zwischenwege 
erfolgen muss, oder nur den p75-NT-Rezeptor involviert, was die proapoptotischen Effekte in 
einigen Versuchen erklären würde [675]. Ein Binden von BDNF an die verkürzte 
Rezeptorvariante des TrkB in der humanen Epidermis könnte dazu dienen, lokales freies BDNF 
zu reduzieren oder intrazelluläre Signale zu reduzieren [409]. 

Zusammengefasst vermitteln NT über die hochaffinen TrkA-, B- oder C-Rezeptoren 
„Überleben und Proliferation“ und gemeinsam mit den Trk unterstützt der p75-NT-Rezeptor die 
jeweilige Trk-Aktivität [80]. Alleine aktiviert, induziert der p75-NT-Rezeptor jedoch eine 
Apoptose [80]. 

1.1.4 Stressreaktion: eine „Black Box“. Systemtheoretische Analyse von 
Stressmechanismen 

Stress spielt eine relevante Rolle für die Hautbiologie [525], steuert die 
Immunsituation der Haut [173] und beeinflusst somit die Ausprägung und Entwicklung von 
Hauterkrankungen [571]. Entsprechend ist das Verständnis von Stress und den verschiedenen 
Stressmechanismen ein zentrales Thema dieser Arbeit. Um nachvollziehbare Konzepte von 
Stressoren, Stressmediatoren und lokalem Resultat zu erstellen, ist es sinnvoll, 
systemtheoretische Ansätze zu verwenden, die in der Lage sind, komplexe biologische 
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Netzwerke und deren Systematik zu modellieren [183]. Die wichtigsten Theorien und Termini 
hierzu werden im Folgenden aufgeführt. 

Historisch betrachtet stammt der Begriff „Stress“ von der physikalischen 
Beschreibung einer Kraft, die deformiert und mit gegenwirkenden Rückstellkräften assoziiert ist 
[260]. Cannon und Selye übernahmen den Begriff und beschrieben damit die Störung der 
Homöostase eines lebenden Körpers [111]. Als Homöostase definierten sie die Fähigkeit eines 
höher entwickelten Lebewesens, trotz Veränderungen der Umgebungsbedingungen, die 
inneren „Konditionen“ stabil zu halten, mit Hilfe von koordinierten Reaktionen [111]. Stress ist 
dabei Ausdruck der „allgemeinen Alarmsituation“ eines Organismus, der plötzlich mit einer 
kritischen Situation konfrontiert ist [616] und führt zu einer „fight or flight“-Reaktion, einer 
unspezifischen Reaktion die unabhängig von den auslösenden Faktoren ist [110; 614; 615]. 
Moderner beschrieben McEwen und Seeman die Stressreaktion als eine über hormonelle und 
Neurotransmitter-Mediatoren koordinierte physiologische Reaktion von Zellen und Geweben im 
gesamten Körper, als Reaktion auf ein internes oder externes Umfeld [452, p. 31]. Nach Juster 
resultiert „Stress“ zudem aus einer realen oder real gewerteten Bedrohung der physischen und 
psychischen Unversehrtheit, die zu einer biologischen oder Verhaltens-Reaktion führt [343]. Der 
Sinn der Stressreaktion für den Organismus besteht darin, eine „unmittelbare Krise“ zu 
überstehen, was schützende und adaptive, aber auch schädliche Effekte haben kann [452].  

Dieses Konzept der Reaktion eines System im Rahmen von „Stress“ wurde von 
Sterling und Eyer übernommen und so formuliert, dass ein Organismus erst über eine 
Veränderungen von Parametern des internen „Milieus“ (z.B. Blutdruck, 
Hormonkonzentrationen) auf externe Anforderungen adäquat reagieren und somit Stabilität 
erreichen kann. Diese Fähigkeit „Stabilität durch Veränderung“ zu erlangen, wurde „Allostasis“ 
genannt [641] und stellt einen Ansatz zum Verständnis der akuten und chronischen biologischen 
Konsequenzen einer Stressreaktion dar [259]. 

Eine anhaltende Stressreaktion ist für den Körper ein Ressourcen-intensives 
Unterfangen [260]. Eine allostatische Reaktion, die durch einen Stressor initiiert wurde, wird 
entsprechend nach angemessener Reaktionszeit durch Gegenregulations-Mechanismen des 
Organismus beendet [452]. Regulatorische Systeme, welche die allostatische Auslenkung 
beenden können, minimieren die Belastung des Systems und führen den Organismus zu einer 
Gleichgewichtssituation zurück [121]. Ein Organismus befindet sich somit zu jedem Zeitpunkt in 
einem „allostatischen Zustand“ [259], der die Gesamtheit der Interaktionen von Gehirn und 
Körper beinhaltet [408]. 

Die allostatische Belastung oder allostatische Last („allostatic load“) ist entsprechend 
ein Maß der Belastung, die ein Organismus durch wiederholte Auslenkung aus seinem 
Gleichgewicht beziehungsweise seiner Homöostase erfährt [382]. Auch eine fehlende 
Adaptation auf einen Stressor, das verzögerte Herunterfahren einer Stressreaktion oder eine 
inadäquate Stressreaktion kann eine allostatische Last bedeuten, die chronifizieren kann [452]. 
Chronischer Stress ist in dem Zusammenhang definiert als ein andauernder Stimulus über Tage 
bis Wochen oder ein repetitiver Einzelstress auf täglicher Basis mit hoher Intensität [169; 326]. 
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Die dadurch entstehende allostatische Belastung führt zu einer katabolen Energiesituation, die 
bei längerer Dauer zur Dysregulation des Organismus führen kann [382]. 

McEwen und Seemann unterschieden beim Messen einer allostatischen Belastung 
im Rahmen einer Stressreaktion folgende Komponenten [452]:  

- Primäre Mediatoren: Substanzen, die im Rahmen der Allostasereaktion ausgeschüttet 
werden, z.B. Cortisol, Adrenalin. 

- Primäre Effekte: Zelluläre Reaktionen auf die primären Mediatoren, z.B. Enzymaktivierung, 
Aktivierung sekundärer Messenger-Systeme, Protein-Phosphorylierung. 

- Sekundäres „Outcome“: Gewebe- oder organspezifische Reaktion auf die Summe der 
Primärmediatoren, z.B. Blutdruckanstieg, allergische Reaktion, Inflammation. 

- Tertiäres „Outcome“: Erkrankungen als Folge der allostatischen Belastung, die durch 
Messen von Primärmediatoren oder sekundärem Outcome teilweise vorhergesagt werden 
können, wie kardiovaskuläre Erkrankungen, Krebserkrankungen oder in Kontext dieser 
Arbeit Hauterkrankungen. 

Vielfältige Reize können als Stressoren dienen und allostatische Reaktionen 
auslösen. Dazu gehören physikalische Einflüsse (z.B. Hitze, Kälte, Strahlung), aber auch 
körperliche Faktoren, wie physische Aktivität, Ernährung, Verletzung, Infektion oder 
Tumorerkrankung [525; 616]. In die Liste der Stressoren gehören gleichermaßen psychosoziale 
Faktoren oder Emotionen, psychische Herausforderungen oder Lebenserfahrungen [452]. Die 
allostatische Reaktion und Belastung ist entsprechend für jeden Organismus individuell und 
unter anderem abhängig von genetischen Eigenschaften und epigenetischen Komponenten 
[454]. Darüber hinaus bestimmen auch Lernprozesse das Verhalten des Systems [356; 509]. 
Das bedeutet, persönliche Erfahrungen, Kultur, traumatische Ereignisse, Persönlichkeit und 
andere prädisponierende Faktoren können die psychologische Reaktion beeinflussen und 
festlegen, ob eine Situation Stress auslöst oder nicht [351]. Die Interaktion dieser Einflüsse legt 
die individuelle Vulnerabilität einer Person oder eines Organismus fest [121], beeinflusst somit 
dessen allostatisches Auslenkungs-Stadium und das entsprechende Gleichgewicht oder 
Ungleichgewicht. Die Fähigkeit wiederum, sich von negativen Erfahrungen zu erholen oder mit 
Widrigkeiten auf positive Art und Weise zurechtzukommen, wird Resilienz genannt [629].  

Die Intensität eines Stressors, die Anzahl an Stressoren, aber auch die Dauer der 
Einwirkung, beeinflussen somit die allostatische Belastung und bestimmen, zusammen mit der 
Resilienz, ob und welches System eines Organismus von einer Dysregulation betroffen sein 
wird [121]. Lernvorgänge, die zum Herausbilden unterschiedlicher (stabiler) Gleichgewichte 
führen, beeinflussen die Stressreaktion eines Organismus, sind individuell und fangen bereits 
vor der Geburt an [159]. 

Mechanismen der Allostase- und Homöostase-Prozesse sind unter anderem negative 
und positive Feedback-Systeme [122; 259; 686]. Im biologischen System liegt ein negatives 
Feedback vor, wenn ein Signal sich selbst inhibiert oder die Expression seines eigenen 
Inhibitors hervorruft. Es dient dazu, das eigentliche Signal abzudämpfen oder zu limitieren [226], 
es entsteht ein „steady state“ [183]. Durch negatives Feedback kann beispielsweise die stabile 
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Expression von Enzymen gewährleistet werden [640]. Bei positivem Feedback bewirkt ein 
Signal die eigene Induktion, die Funktion ist eine Verstärkung oder Verlängerung des Signals 
[226]. Der Wechsel zwischen verschiedenen Gleichgewichtssituationen ist erst durch ein 
positives Feedback möglich [122], es können somit auch zelluläre 
„Entscheidungsmechanismen“ wie eine Differenzierung in Gang gesetzt werden [640]. Eine 
schnelle Reaktion auf bedrohende Reize oder Prozesse kann durch positives Feedback 
erfolgen, das System gewinnt an Sensitivität [122]. Bei einer Immunreaktion kann theoretisch 
die „stochastische“ Aktivierung einer einzelnen Zelle, gefolgt von positivem Feedback, den 
Unterschied zwischen „gesund“ und „krank“ ausmachen [250]. Positive Feedback-
Mechanismen werden entsprechend in ihrem Verhalten unvorhersagbar, wenn sie nicht durch 
negatives Feedback begrenzt werden [311]. Die Kombination beider Feedback-Mechanismen 
führt zur „Robustheit“, also der Fähigkeit eines Systems, trotz sich ändernder 
Rahmenbedingungen eine stabile, gleichbleibende Funktion aufrecht zu erhalten [402], ganz im 
Sinne der Homöostase. 

Neben der Robustheit durch Feedback gewinnt ein System durch organisatorische 
und hierarchische Eigenschaften an Funktionalität [183] (siehe auch Kapitel 1.1.5). 
Zusammenfassen lassen sich diese Eigenschaften in einem „komplexen adaptiven System“ 
(KAS) [121; 246; 350], also ein System, das sich selbst organisiert, reguliert und unter anderem 
durch drei essenzielle Komponenten definiert ist: 

1. „Irritabilität“: Die dynamische Reaktion (Allostase) auf eine Störung, bei der von dem 
Zustand des „Gleichgewichtes“ abgewichen wird, um einer Anforderung zu begegnen und 
schließlich zum Gleichgewicht zurückzukehren.  

2. „Vernetzung“ oder „Konnektivität“: Die Ausprägung von Verbindungen der Komponenten 
oder Subkomponenten des Systems untereinander, beispielsweise durch 
selbstregulierende Feedback-Wege.  

3.  „Plastizität“: Die Fähigkeit auf Veränderungen in der Umgebung auch strukturell zu 
reagieren. Diese Veränderungen, die entsprechend der Einwirkung der Umwelt entstehen, 
können persistieren [167].  

Diese plastischen Veränderungen finden oft auf eine nicht-lineare Art statt, im Sinne 
einer „Phasenumkehr“ (engl. „state transition“ oder „phase transition“) [121]. Solch eine 
Phasenumkehr ist definiert als qualitative Änderung des Verhaltens eines Systems, bei 
gleichbleibendem oder sich graduell veränderndem Stimulus, und ist ein gängiges biologisches 
Phänomen [215]. Ein wichtiges Charakteristikum dieser „nicht-Linearität“ ist, dass bereits kleine 
Reize zu großen Veränderungen führen können, obwohl starke Reize dies nicht unbedingt 
vermögen [121]. Biologische Beispiele solch einer nicht-Linearität sind die Zelldifferenzierung 
[219; 686; 687], aber auch Immunprozesse [179; 277] oder die Komplementaktivierung [381].  

Zusammengefasst wird ein adaptives System durch Allostase aus seinem 
Gleichgewicht ausgelenkt um anschließend durch seine Homöostase-Mechanismen zum 
ursprünglichen Zustand zurückzukehren oder, je nach plastischer Veränderung, in ein anderes 
stabiles Gleichgewicht überzugehen [259]. Beschreiben lässt sich diese Eigenschaft der zwei 
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oder mehreren unterschiedlichen, stabilen Zustände eines Systems mit dem Begriff der Bi- bzw. 
Multistabilität [258; 661; 686]. Es handelt sich um distinkte allostatische Zustände [259]. 
Autoimmunerkrankungen und deren Verlauf wurden bereits mit dem Konzept von multistabilen 
System erklärt [569]. Trigger können die Erkrankung zum Aufflammen bringen („Flares“). Eine 
Immunsuppression führt bestenfalls über die Unterbrechung einer positiven Feedbackschleife 
zur Wiederherstellung eines apathogenen Zustands, zu einer Remission. Nach aktuellen 
Erkenntnissen liegt dabei häufig keine Heilung im Sinne einer „gesunden“ Funktion vor, da 
weiterhin eine immunologische Dysregulation fortbesteht [453]. Es besteht also weiter die 
Bereitschaft zu einer Phasenumkehr, einem Rezidiv. Gesundheit, Remission und Flare stellen 
jeweils stabile Situationen dar. Das System ist tristabil. 

In einem multistabilen System wird der Übergang zwischen den Stadien durch 
Veränderung der “Input”-Parameter herbeigeführt [21]. Die Ausprägung der Stabilität eines 
Zustandes wird durch die Robustheit bzw. Resilienz des Systems bestimmt [51; 402]. Die Input-
Faktoren sind meist so vielfältig und interagierend, dass eine monokausale Beschreibung in der 
Regel unzureichend ist. In der Kybernetik und Systemtheorie wird in diesem Fall auf das 
Konzept der sogenannten „Black Box" zurückgriffen [254]. Das bedeutet, dass ein letztlich nicht 
ganz in seiner Funktion verstehbares System vorliegt, das ein bestimmtes Verhalten aufweist 
[694].  

Die Frage dabei ist, ob diese Black Box ein erwartbares Verhalten aufweist oder nicht. 
Hilfreich ist in diesem Zusammenhang der Begriff der trivialen und nicht-trivialen Maschine, die 
auf Alan Turing zurückgeht und von Heinz von Förster modifiziert wurde [224]. Wenn das 
Verhalten erwartbar und voraussagbar ist, handelt es sich um einen trivialen Prozess. Ist das 
Verhalten nicht vorhersagbar, ist der Prozess nicht-trivial. Maschine bezeichnet in diesem 
Zusammenhang einen Satz von gegenseitigen Abhängigkeiten. Eine triviale Maschine besitzt 
einen festgelegten, Vergangenheits-unabhängigen Mechanismus, wobei jeder eingehende 
Reiz in derselben Weise beantwortet wird (Abb. 2a). Dieses Prinzip trifft für KAS nicht zu, sie 
funktionieren nach dem Prinzip der nicht-trivialen Maschine [223]. Hierbei trifft ein Stimulus auf 
einen inneren Funktionsmechanismus, der sich entsprechend des Reizes adaptiert, wobei ein 
späterer Reiz zu einer anderen Reizantwort führen kann (Abb. 2b), im Sinne einer plastischen 
Reaktion. Die Reizantwort ist somit vergangenheitsabhängig und zu einem bestimmten Grad 
unvorhersagbar [222]. Das Konzept der Black Box sowie der trivialen und nicht-trivialen 
Maschine sind geeignet, die Reizantwort eines Organismus auf einen Stressor angemessen zu 
modellieren [718]. In dieser Arbeit wird postuliert, dass dies nicht nur die Gesamtreaktion eines 
Organismus betrifft, sondern auch die lokalen Auswirkungen, beispielsweise in der Haut.  
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Abb. 2: Schematische Zeichnung einer trivialen und 
nicht-trivialen Maschine 

Bei der trivialen Maschine (a) führt ein Reiz „x“ über 
einen festgelegten Mechanismus „f“ zu einer 
vorhersagbaren Antwort „y“. Bei der nicht-trivialen 
Maschine (b) liegt ein innerer Mechanismus „Z“ vor, 
der anhand des Reizes „x“ adaptiert werden kann 
(„z“/“z´“), was die Funktionsweise „F“ verändert. Die 
Antwort „y“ bleibt zu gewissem Maße 
unvorhersagbar und ist Vergangenheits-abhängig.  

Abbildung von Heinz von Förster, aus Foerster, H. 
von, Pörksen, B., 2013. Wahrheit ist die Erfindung 
eines Lügners: Gespräche für Skeptiker, 10th ed. 
Carl-Auer-Systeme-Verl., Heidelberg. Abdruck 
genehmigt durch Carl-Auer Verlag GmbH. 

 

 

Trotz der nicht-trivialen Natur von Stressreaktionen funktioniert die Reizantwort eines 
Systems nach festen Prinzipien und Ablaufmechanismen, nach festen „Clustern“ oder „Mustern“ 
[483], es gibt gewissermaßen Verhaltens-„Schemata“ eines Systems [247]. Dieses Prinzip der 
distinkten Musterbildung einer Reizantwort wurde z.B. bei Escherichia Coli mittels eines in-silico 
Modells gezeigt [47], das mit in-vivo-Ergebnissen übereinstimmt [217]. Als Antwort auf 
Umgebungsveränderungen bilden sich nur wenige stabile metabolische Situationen aus, trotz 
einer Vielzahl von Reaktionsmöglichkeiten [47]. Ein ähnliches Konzept der distinkten Cluster an 
Reaktionen trifft auch auf das Immunsystem [417] und die Inflammationsreaktion des Menschen 
zu [618]. Das Immunsystem kann entsprechend als eigenständiges KAS mit distinkten 
Verhaltenschemata betrachtet werden [247; 366], wobei das Verhalten in gewissem Maße 
unvorhersagbar bleibt.  

Zur Beschreibung des unvorhersagbaren Verhaltens eines dynamischen Systems, 
obwohl eine klare zugrundeliegende Ordnung besteht, kann auch der Begriff des 
deterministischen Chaos genutzt werden [622]. Die Chaostheorie, auf ein biologisches System 
bezogen, besagt, dass selbst wenn alle Ausgangsparameter eines Systems bekannt sind, 
dessen Verhalten nicht vorhersehbar sein wird, da durch minimal unterschiedliche 
Ausgangsbedingungen und die nicht-lineare Dynamik des Systems ein komplett 
unterschiedliches Verhalten resultieren kann [380]. Ein dynamisches System ist hierdurch in der 
Lage zu reagieren und sich zu adaptieren [622]. Der sogenannte Attraktor legt in solch einem 
System die Art der Multistabilität fest [551] und repräsentiert entsprechend die stabilen 
Verhaltensmuster oder Zustände, auf die sich das System hinbewegt [622]. In einem 
chaotischen System ist der Attraktor immer nicht-periodisch und scheinbar irregulär 
(sogenannter „seltsamer Attraktor“) und per Definition ein Fraktal [622], also ein sich „selbst 
ähnliches“ Gebilde, dessen Einzelkomponenten kleine Kopien des Ganzen darstellen [435]. 
Fraktale sind in biologischen Systemen von Interesse, da chaotische Systeme mathematisch 
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dadurch angenähert werden können und gesunde, stabile lebende Systeme grundsätzlich 
Chaos- und Fraktalnatur haben [380]. Durch die fraktale Dimension kann auf die „Gesundheit“ 
des Systems geschlossen werden [380]. Je höher die fraktale Dimension des Attraktors, desto 
„zufälliger“ scheint das Verhalten des Systems [622] und desto komplexer und variabler kann 
das Verhalten und die Reaktion des Systems sein [380]. Entsprechend könnte die fraktale 
Analyse von primären Mediatoren eines biologischen Systems, wie beispielsweise des 
Immunsystems, herangezogen werden um Dysfunktionen zu erkennen und eine Optimierung 
zu unterstützen [179]. 

Zusammengefasst hat ein KAS über Allostasereaktionen die Fähigkeit auf externe 
oder interne Stressoren zu reagieren, was bei Ineffizienz zu einer allostatischen Belastung 
führen kann. Neben stabilisierenden Homöostasemechanismen führen eine Konnektivität 
innerhalb des Systems, sowie eine Adaptierung im Sinne von „plastischem“ Verhalten zu 
Robustheit und individueller Resilienz. Es resultiert eine Multistabilität, geprägt durch nicht-
lineares Verhalten, was teils unvorhersagbar ist, auch wenn äußere Bedingungen berechenbar 
erscheinen.  

1.1.5 Kontrollebenen des Körpers: ein Beispiel der „distributed control“ 

Für ein detaillierteres Verständnis der Adaptationsvorgänge des Organismus auf 
Stressfaktoren ist es erforderlich, die lokalen und systemischen Reaktionsmuster zu integrieren. 
Sie finden auf verschiedenen Ebenen statt, was als „zentrale“ und „dezentrale Kontrolle“ 
bezeichnet werden kann [26]. Mit „Kontrolle“ ist dabei die Regulierung, Handhabung oder 
zielgerichtete Beeinflussung eines Prozesses oder Systems gemeint [251]. Die „zentrale 
Kontrolle“ kann als eine Einflussnahme eines Zentrums auf periphere Stellglieder oder 
Effektoren verstanden werden [122]. Dieses Konzept lässt sich jedoch nicht auf komplexe 
Netzwerke und selbstorganisierende biologische Systeme anwenden [25; 468]. Am Beispiel des 
Organs „Haut“, das lokal und autonom seine Homöostase wahren kann [120; 635], zweigt sich 
das Konzept einer dezentralen Kontrolle oder „distributed control“ [631].  

Eine zentrale Kontrolle, am Beispiel eines mit unendlichen Bearbeitungs-Kapazitäten 
ausgestatteten „Supercomputers“, verliert durch die Verzögerung von Informationsweitergabe 
und –Verarbeitung erheblich an Effizienz [251]. Eine dezentrale Kontrolle löst dieses Problem 
und ist zugleich widerstandsfähiger gegenüber Fehlern. Wenn eines der Module eine 
Fehlfunktion aufweist, kann das restliche System noch verlässliche Lösungen bieten [251; 311]. 
Bei zentraler Kontrolle hört im Falle eines Fehlers im zentralen Prozessor oder in den 
Informationskanälen das gesamte System auf zu funktionieren [251]. Die dezentrale 
Organisation eines biologischen Netzwerkes in „semi-autonome funktionelle Einheiten“, also 
eine „Modularität“ des Netzwerkes, trägt daher zur Robustheit des Systems bei [183]. In KAS 
sind die einzelnen Module oder Ebenen teilweise autonom. Sie organisieren und regulieren sich 
selbst, stehen für die höhere Funktion des Systems aber miteinander in Verbindung [122].  

Nach Chapman führt bei einer Stressreaktion diese Konnektivität der einzelnen 
Ebenen zu einer systemischen Gesamtreaktion, mit Beteiligung aller Formen des 
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physiologischen Informationsaustausches. Involviert sind beispielsweise neuronale Bahnen, die 
Blutbahn und das Immunsystem. „Werkzeuge“ oder primäre Mediatoren der Konnektivität sind 
unter anderem Neurotransmitter, Peptide, Hormone oder Zytokine [122]. Diese können nach 
anatomischen oder funktionellen Gesichtspunkten in verschiedene „Kommunikationsachsen“ 
oder „Stressachsen“ gegliedert werden [29; 121; 306; 527; 535]. Durch den konstanten 
Informationsaustausch im Körper kann so eine koordinierte Antwort auf den Stressor erfolgen, 
ganz gemäß der Definition von McEwen und Seeman [452]. Im Rahmen dieser Arbeit wird in 
Bezug auf die Haut zwischen einer systemischen, einer lokal-immunologischen und einer lokal-
morphologisch-funktionellen Kontrollebene unterscheiden. Diese und wichtige Verbindungen 
zueinander werden im Folgenden aufgeführt. 

1.1.5.1 Systemische Kontrollebene: Nervenbahnen und Mediatoren 

Das ZNS, als primärer Integrationsort des Informationsflusses im Körper, kann als 
Reaktion auf Reize Nervenimpulse aussenden oder via neuronaler Bahnen primäre Mediatoren 
lokal oder in den Blutstrom ausschütten [137; 206; 256; 521]. Neben der selektiven Ansteuerung 
eines Organs oder Systems mittels Nervenfasern liegt bei systemisch verbreiteten löslichen 
Mediatoren eine geringere Selektivität auf das Ziel vor, die im Wesentlichen von den Rezeptoren 
der Gewebe und Zellen abhängt.  

Beide Informationsachsen, Nervensystem und endokrine Faktoren, können zur 
Übermittlung von Stressreaktionen genutzt werden und ihre Analyse ist entsprechend 
wesentlicher Bestandteil der psychoneuroimmunologischen Forschung [717]. Von den 
Stressachsen des Nervensystems werden die Systematik der Nervenbahnen, die 
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse) und die systemischen 
Neurotrophine hier einführend vorgestellt. 

1.1.5.1.1 Das autonome und sensible Nervensystem, der „direkte Draht“ 

Das somatische und das autonome sympathische und parasympathische 
Nervensystem sind in die Informationsvermittlung im Rahmen der Stressreaktion vom ZNS zu 
Geweben wie der Haut eingebunden [196]. Durch die vegetative Innervation können Gewebe 
zielgerichtet angesprochen [333; 553; 584] oder systemisch über Adrenalin und Noradrenalin 
aus dem Nebennierenmark erreicht werden [704]. Auch besitzt das sensible Nervensystem 
efferente Eigenschaften [49]. Aus Nervenendigungen können Neuropeptide und NT 
ausgeschüttet werden, die para-, auto- und endokrin wirksam sein können [131; 635].  

In der Haut überwiegen sensible und sympathische cholinerge Nervenfasern [698], 
die mit verschiedenen lokalen Strukturen, Zellen der Epidermis und dem cutanen Immunsystem 
in Kontakt treten (s. auch Kapitel 1.1.1). Es handelt sich somit um eine Eingliederung der lokalen 
Kontrolle in die Gesamtfunktion des Organismus („neuro-immuno-cutaneus system“) [85]. Die 
Aktivität des autonomen Nervensystems ist nicht zuletzt auch mit der Hautbarrierefunktion 
verknüpft [507]. Periphere Nervenendigungen können, entsprechend dem Konzept der 
autonomen Funktion, auch direkt auf Reize wie Toxine reagieren und immunotrope Substanzen 
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ausschütten [126]. Die lokale Interaktion der sensiblen Nervenfasern mit dem hauteigenen 
Immunsystem ist dabei wesentlich für die lokale Homöostase [656]. 

1.1.5.1.2 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse: Beispiel eines Systems 
mit Multistabilität  

Die HHN-Achse umfasst den Hypothalamus mit Ausschüttung des Corticotropin-
releasing Hormons, die Hypophyse mit hierdurch stimulierter Freisetzung des 
adrenokortikotropen Hormons (ACTH), sowie die Nebennierenrinde mit folgender 
Glukokortikoid (GC)-Sekretion [162]. Die Aktivität dieser Achse ist essenziell zur Modulation von 
physiologischen Prozessen im Körper sowie zur Übermittlung einer Stressreaktion und ist 
entsprechend über Feedback-Systeme vernetzt [162]. 

Je nach Stress-Kontext können die ausgeschütteten systemisch wirksamen GC auf 
die Zielzellen des Immunsystems suppressiv oder unter gewissen Umständen auch 
proinflammatorisch wirksam sein [170; 579]. Dysregulationen der physiologischen 
Tagesrhythmik oder eine verminderte Aktivität der HHN-Achse im Stressfall, eine 
„abgestumpfte“ Reaktion, sind in der Pathophysiologie vieler Erkrankungen beschrieben [162]. 
Beispielsweise wurden eine abgestumpfte Reaktionsfähigkeit der HHN-Achse unter 
wiederholtem [124] oder chronischem Stress [186; 464] oder nach traumatischen Ereignissen 
beobachtet [145; 578]. Neben dem Einfluss der Umwelt werden auch genetische und 
epigenetische Ursache einer HHN-Achsen-Dysregulation diskutiert [145; 407; 720]. Nicht nur 
die Effektorachsen zeigen ein variables Verhalten im Organismus, sondern auch die Adressaten 
[579]. Unter chronischem Stress kommt es zu erhöhten systemischen Cortisol-Konzentrationen 
[419], bei zeitgleich verminderter HHN-Aktivität [464]. Die GC-Sensitivität im peripheren 
Gewebe wird herabgesetzt, beispielsweise durch die Reduktion von GC-Rezeptoren [577; 579], 
möglicherweise auch durch eine veränderte Wirkung der GC-Rezeptoren auf die Zielzellen 
[681]. Es zeigt sich zusammengefasst ein multistabiles Verhalten. 

Dieses Verhalten ist vermutlich ein adaptiver Prozess der peripheren Gewebe, um 
die allostatische Belastung möglichst gering zu halten und beispielsweise eine weiterhin 
funktionierende Stressvermittlung über das sympathische Nervensystem zu ermöglichen [565] 
oder eine ausreichende Wundheilung in Geweben wie der Haut zu erhalten [35].  

1.1.5.1.3 Neurotrophine: endokrine Stress- und Homöostasefaktoren 

NT und Neuropeptide werden bei Menschen und anderen Säugetieren 
stressabhängig nicht nur lokal, sondern auch systemisch sezerniert [11; 502]. Da zusätzlich 
multiple Zellen mit Rezeptoren für NT und Neuropeptide ausgestattet sind [11; 501; 696], wurde 
das Konzept einer eigenen NT/Neuropeptid-Stressachse etabliert [543]. Die Funktion der 
systemisch sezernierten NT ist unter anderem immunmodulatorisch, möglicherweise als Teil 
einer adaptiven, homöostatischen Reaktion [139; 522; 696; 705]. Zu der zusätzlichen 
neuronalen Wirkung von NT und deren Effekt im ZNS besteht eine breite Datenbasis [253; 416]. 
NT sind dabei „essenzielle Werkzeuge in der aktivitätsabhängigen neuronalen Plastizität“ [115]. 
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Bei der systemischen Ausschüttung und Wirkung von NT gibt es speziesabhängige 
Unterschiede und nicht zuletzt auch gravierende Unterschiede innerhalb der 
Nachweismethoden, was die Vergleichbarkeit der Werte einschränkt [502; 564]. In dieser Arbeit 
wird auf die wichtigsten Daten zu NGF und BDNF beschränkt. 

Das systemische NGF stammt bei Mäusen und Ratten am ehesten aus den 
Speicheldrüsen [139], beim Mensch ist die Herkunft nicht genau beschrieben [502], wenngleich 
viele Zelltypen und -verbände in Frage kommen (s. Kapitel 1.1.5.2.1 und 1.1.6.2). Bei akuten 
Stressereignissen ist bei Menschen wie Mäusen eine NGF-Freisetzung ins Blut festgestellt 
worden, unabhängig des sympathischen Nervensystems [14; 15]. Besonders emotionaler 
Stress und Angst sind mit NGF-Ausschüttung assoziiert [12; 139]. Es besteht dabei keine 
sichere Korrelation von NGF-Konzentration zur Aktivierung der HHN-Achse [502]. Im 
Tierversuch konnte durch NGF jedoch die Ausschüttung von GC angeregt [520] und eine 
Hypertrophie der Nebennieren induziert werden [13]. Bei chronischem Stress oder damit 
assoziierten Erkrankungen finden sich teils normale [340], teils erhöhte [289] Serum-NGF-
Konzentrationen. Darüber hinaus können Stressepisoden während der Entwicklung die NGF-
Produktion im Erwachsenenalter beeinflussen [12; 139]. In dem Zusammenhang wurde eine 
Verstärkung oder Sensibilisierung der HHN-Achse durch NGF postuliert [139]. Nicht zuletzt wird 
durch NGF auch eine cholinerge Modulation vermutet, durch Einfluss von NGF auf die Funktion 
des zentralen cholinergen Systems [139] und des NNCS von Zielgeweben wie der Haut [270]. 

Als Quelle des systemischen BDNF werden unter anderem Thrombozyten vermutet, 
da diese BDNF aufnehmen, speichern und abgeben können [232]. Eine Ausnahme bilden 
Mäuse, bei denen kein BDNF in Serum oder Plasma nachgewiesen werden konnte [374; 564], 
da wahrscheinlich Maus-Thrombozyten kein BDNF enthalten [119]. BDNF-Messungen beim 
Menschen zeigen entsprechend einen bis zu 200-fachen Unterschied zwischen Serum und 
Plasma [585]. Dabei besteht wie bei Cortisol eine zirkadiane Rhythmik des Plasma-BDNF [52]. 
Körperliche Aktivität, Hyperthermie oder andere körperliche Stressoren steigern die 
Konzentration von BDNF in Serum [699] und Plasma bzw. Thrombozyten [133]. Mentale Arbeit 
[657] oder psychosozialer Stress [139] führen ebenso zur BDNF-Ausschüttung, wobei keine 
sichere Korrelation zwischen Stress-Intensität und Plasma-BDNF besteht [104]. Vielmehr 
konnte gezeigt werden, dass wenn gesunde Probanden nach psychosozialem Stress höhere 
Serum-BDNF-Werte haben, eine geringere Cortisol-Ausschüttung stattfindet [420]. Eine BDNF-
assoziierte HHN-Modulation wurde somit vermutet [139; 484]. Bei gesunden Probanden konnte 
unter Stress eine Negativ-Korrelation zwischen BDNF- und Cortisol-Konzentrationen in 
Haarproben gefunden werden, wobei niedrigere BDNF-Konzentrationen mit Angaben von 
vermehrtem Stressempfinden korrelierte [298]. Marosi et al. postulierten entsprechend, dass 
BDNF bei körperlicher oder psychischer Belastung die negativen Effekte von Stress im 
Allgemeinen und GC im Speziellen relativieren und vor negativen Stressauswirkungen schützen 
könnte [442; 450; 586].  



 

23 

1.1.5.2 Immunologische Ebene: deterministisches Chaos in Aktion 

Das Immunsystem eines Individuums stellt ein eigenes „sensorisches System“ dar, 
das auf interne und externe Stimuli reagieren und sich adaptieren muss, um seine 
„Reaktionsfähigkeit“ zu erhalten [96]. Funktionelle immunologische Ziele eines Organismus sind 
dabei die Verteidigung des Wirtes, bei zeitgleich geringer Ausprägung von Allergien oder 
autoimmuner Erkrankungen, mit optimaler Organ- und Gewebehomöostase und möglichst 
wenig schädigender Reaktion auf Stressoren [179]. Als Folge der multiplen Einflussfaktoren 
resultiert eine hohe interindividuelle Variabilität im immunologischen Verhalten [96; 179]. Da 
nicht-lineares Verhalten eine wesentliche Eigenschaft von physiologischen System wie dem 
Immunsystem ist [179], ist eine systemtheoretische Immunologie („Systems immunology“) eine 
vielversprechende Herangehensweise für ein tieferes Verständnis der Funktion [96; 160]. 

Die Bestandteile und Funktionen des Immunsystems können als Teil eines 
chaotischen Systems betrachtet werden [96; 155; 176]. Das System zeigt dabei keine zufällige 
Unvorhersagbarkeit, sondern einen gewissen Determinismus, die Zufälligkeit bewegt sich 
innerhalb spezifischer Parameter und nach nachvollziehbaren Regeln [155]. Es bestehen 
distinkte Muster in der Reaktion [648], deren Analyse über die „Gesundheit“ des Systems 
Auskunft geben kann [417]. 

Eine Strukturierung oder Stratefizierung ist außerdem eine wichtige Voraussetzung 
für die Funktion dieses hochkomplexen Systems [179], was unter anderem mittels Organisation 
in zell- und gewebespezifische Netzwerke erfolgt [296; 648]. Hier wird ein Überblick über die 
Strukturierung, Vernetzung sowie wesentlichen Regeln des Immunsystems der Haut gegeben. 

1.1.5.2.1 Cutanes Immunsystem: ein Beispiel von Konnektivität und adaptiver Funktion 

Das funktionelle Immunsystem der Haut beinhaltet alle lokalen immunologisch 
kompetenten Zellen, sowie die zugehörigen lokalen Lymphknoten [71]. Neben der 
Immunausstattung der Epidermis (s. Kapitel 1.1.1.4) beinhaltet das System somit viele 
Zellgruppen, inklusive Fibroblasten, Mastzellen und Endothelzellen [1]. Die Dermis bietet eine 
deutlich heterogene und variablere Immunlandschaft als die Epidermis, mit stark variierender 
Anzahl an Zellen des innerten Immunsystems, wie dendritische Zellen (DC), Makrophagen, oder 
ILC [330; 436]. 

DC der Haut sind zum Beispiel die epidermalen LC (s. Kapitel 1.1.1.4) sowie sessile 
dermale myeloide DC oder plasmazytoide DC [731]. Je nach Inflammationsreaktion werden 
zusätzliche DC rekrutiert [523]. Den DC ist als Antigen-präsentierenden Zellen (Antigen 
presenting cells, APC) gemeinsam, dass sie Zellen des innerten und adaptiven Immunsystems 
aktivieren können, speziell zur Reifung naiver T-Zellen.  

Gewebsmakrophagen und Monozyten sind phagozytierende Zellen und APCs, 
welche die Haut „patrouillieren“ zur Unterstützung der DC [475]. Sie stehen im engen Austausch 
mit Zellen des adaptiven Immunsystems und tragen die Inflammationsreaktion mit [391]. 
Mastzellen können ebenso eine Inflammationsreaktion initiieren und modulieren, durch schnelle 
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antigenvermittelte Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine aus ihren Granula oder durch 
APC-Fähigkeiten. Sie unterstützen die DC in der Aktivierung von T-Zellen, rekrutieren aber auch 
selbst Effektor-T-Zellen [187].  

Die ILCs sind eine Sondergruppe von Lymphozyten, die weder B- noch T-Zell-Marker 
tragen [66; 178]. Anhand ihrer exprimierten Transkriptionsfaktoren könne sie in drei Kategorien 
unterteilt werden (ILC1-3) [377]. Bei den wenigen Exemplaren in der interfollikulären Epidermis 
überwiegt der ILC3-Phänotyp [697], in der Dermis findet sich vor allem der ILC2-Typ. Die ILC1 
sind in ihrem Zytokinmuster TH1-ähnlich, ihnen werden außerdem die natürlichen Killerzellen 
(NK) zugeordnet. Ihre Funktion bei der Virusbekämpfung oder der Bekämpfung maligner 
transformierter Zellen ist überwiegend zytotoxisch [117; 146]. Die ILC2 machen bis zu 5 – 10 % 
aller dermalen Leukozyten aus [66; 361], sie exprimieren bereits im inaktiven Zustand konstitutiv 
IL-13. Das macht sie zu bedeutenden Akteuren bei der TH2-gewichteten Inflammation im 
Rahmen der Parasitenabwehr oder bei allergischen oder atopischen Erkrankungen [361]. Sie 
stehen vermehrt in Interaktion mit eosinophilen Granulozyten und Mastzellen [574]. ILC3 
schütten IL-17 und IL-22 aus und sind somit bedeutsam für die epidermale 
Inflammationsreaktion [117; 697].  

Auch Zellen des adaptiven Immunsystems, wie B-Lymphozyten, Subpopulationen 
von αβ-T-Zellen (TH1, TH2, TH9, TH17, TH22 und Treg) und γδ-T-Zellen sind in der Dermis zu 
finden [506]. Die reine Anzahl von T-Lymphozyten in normaler menschlicher Haut (Epidermis 
und Dermis) wird doppelt so hoch geschätzt, wie die der zirkulierenden T-Zellen [140]. Die 
wichtigsten Eigenschaften der Effektor-T-Zell-Gruppen wurden im Kapitel 1.1.1.4 vorgestellt, 
hier wird auf die Besonderheiten der Dermis eingegangen.  

Die CD4+-T-Zellen sind in gesunder menschlicher Haut überwiegend (ca. 95 %) TH1-
Lymphozyten [140], was durch ein besseres Ansprechen der KC auf TH1-typischen Zytokine 
zurückgeführt wurde [9]. Eine Fehlregulation mit Überexpression der TH2-assoziierten 
Immunmodulatoren kann zur atopischen oder allergischen Inflammation führen [508]. Die Treg 
der Dermis sind sessil und können durch Antigeninduktion zusätzlich akkumulieren [596]. In 
gesunder menschlicher Haut bilden sie ca. 20 % der CD4+-T-Lymphozyten [290; 620]. Beim 
Menschen befindet sich die überwiegende Anzahl der Treg an den Haarfollikeln und nur ein 
kleiner Teil in der interfollikulären Dermis am dermoepidermalen Übergang [596; 617]. Die 
verschiedenen Treg-Subtypen und -Phänotypen reifen mit dem Mikrobiom [620] und unterliegen 
epigenetischen Kontrollmechanismen, was verschiedene adaptive Veränderungen der 
Hautimmunologie erklären aber auch einen pathologisch stabilisierenden Faktor bei 
Hauterkrankung bilden könnte [593].  

Durch eine zusätzlich hohe Anzahl an TMC in der oberen Dermis und in geringerem 
Maße auch in der basalen Epidermis liegt eine vollständige Ausstattung des adaptiven 
Immunsystems in der Haut vor [140]. Die Gedächtniszellen bilden mehrere Untergruppen je 
nach Funktionalität und Mobilität [1]. TMC sind dabei entweder sessil oder stehen im Austausch 
mit den Blut-TMC [315]. Die Gesamtheit der TMC macht in der gesunden menschlichen Haut ca. 
80 % der T-Zellen aus [140]. Hierdurch kann ein guter Teil der Immunabwehr autonom und lokal 
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erfolgen, ohne ein weiteres System in Anspruch zu nehmen [140]. Somit können Zeit und 
Ressourcen für das System gespart werden [330]. Eine Rolle bei der Konzentration der TMC 
spielt das körpereigene Mikrobiom und dessen Interaktion mit dem Immunsystem, da die Anzahl 
und Art der TMC daran angepasst wird [315]. Eine Barrierestörung und Fehlbesiedelung der Haut 
kann dementsprechend eine Entzündungsreaktion begünstigen [353] und ist als 
Erklärungsansatz in der Pathogenese von Hauterkrankungen wie der AD aufgeführt worden [1].  

1.1.5.2.2 Immunologische Reaktion der Haut bei Barrierestörung, eine „hoch organisierte 
Abwehrreaktion“ 

Eine akute Barrierestörung, beispielsweise durch eine Wunde, führt zu einer 
proinflammatorischen Immunreaktion. Abdallah et al. fassten die Reaktion der 
„Immunlandschaft der Haut“ zusammen, und beschrieben drei große Schritte: 1. Das 
Zusammenspiel aus cutanem Immunsystem und einer Pathogeninvasion, 2. den Beginn der 
Immunantwort und 3. das Immungedächtnis [1].  

KC, die mit eindringenden Mikroorganismen und körperfremden Substanzen in 
Kontakt kommen, können mittels spezieller Rezeptoren (Pattern-Recognition-Rezeptoren und 
mehrere Kategorien von Toll-Like-Rezeptoren) verschiedene Antigene erkennen und über 
MHC-II-Rezeptoren sogar Antigene wie APC präsentieren [545]. KC lösen über diese 
Rezeptoren im Falle einer fehlenden Inflammationsreaktion eine Immuntoleranz auf die 
Fremdstoffe aus [38]. Durch die Aktivierung der eigenen Rezeptoren oder über Zytokine anderer 
Immunzellen werden KC aktiviert und schütten pro- aber auch antiinflammatorische Zytokine 
und Chemokine (z.B. IL-1β, Tumor-Nekrosefaktor [TNF]-α, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18), sowie AMP, 
Wachstumsfaktoren, NT und Neuropeptide aus [1; 64; 711]. Den Substanzen ist gemeinsam, 
dass sie para- und autokrin wirksam sind, aber auch Zellen des nachgeschalteten, innerten 
Immunsystems aktivieren und rekrutieren können. Außerdem leiten sie die notwendigen 
Reparaturmechanismen der Haut ein [545]. 

Die LC, DC oder andere sessile oder mobile Zellen mit Phagozyten-eigenschaften 
können unabhängig von KC Pathogene aufnehmen und zur Antigenpräsentation prozessieren. 
Dabei reifen einige von ihnen und wandern in die drainierenden Lymphknoten ab, um naive T-
Lymphozyten zu rekrutieren (s. Abb. 3) [731]. Neutrophile Granulozyten und Makrophagen 
wandern zur Unterstützung der LC aus der Demis ein, um eingedrungene Mikroben zu 
eliminieren. Dabei wandeln sich die Monozyten-Vorläufer und die sessilen dermalen 
Makrophagen in proinflammatorische (CD80/CD86+) Makrophagen um, die Zytokine 
ausschütten (z.B. TNF-α, IL-6, IL-1β), um die Inflammationssituation aufrecht zu erhalten [391]. 
Wenn eingedrungene Mikroorganismen beseitig wurden, werden Makrophagen 
antiinflammatorisch wirksam, zur Eindämmung der Inflammation und um den lokalen Aufräum- 
und Heilungsprozess voranzutreiben [385]. Die Intensität der immunologischen Gegenreaktion 
hängt dabei vom Gleichgewicht des individuellen Immunsystems ab [1; 451]. Sollte durch das 
innerte Immunsystem keine Eindämmung der Infektion oder Inflammation möglich sein, kommt 
das adaptive Immunsystem ins Spiel (s. Abb. 3). Die Zusammensetzung der lokalen Zytokine 
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bestimmt dabei, welche T-Effektorgruppen aktiviert werden und welche Inflammation resultiert 
[1].  

 
Abb. 3: Adaptive Immunantwort der Haut und Differenzierung von Lymphozyten 

Bei der Aktivierung von T- und B-Zellen (engl. T cell, B cell) bestimmt die Zusammensetzung der Zytokine und 
Chemokine (engl. Cytokines bzw. Chemokines, z.B. aus der Epidermis = oberer großer Pfeil), die Rezeptor-
Ausstattung der antigen-präsentierenden Zellen (APC), das Vorliegen von Co-Faktoren (wie im Schaubild CD28, als 
Co-Rezeptor des TCR [378]), die Art des Antigens sowie die Population der lokalen dendritischen Zellen (DC), welche 
TH-Subgruppenentwicklung aus den naiven TH-Zellen (TH0) erfolgt oder ob die T-Zellen in Anergie gehen [38; 295; 
465; 495] (Literatur zu TH1 und TH2 [144], zu TH17 [665], zu TH22 [207–209]). Auch ist die Aktivierung von TH9-Zellen 
(über IL-4 und TGF-β) möglich, was hier nicht aufgeführt ist [332; 505]. Die Zytokine IL-17, IL-22 oder TNF-α führen 
zur Aktivierung von KC (großer Pfeil rechts), die ihrerseits vermehrt Zytokine ausschütten (positives Feedback) oder 
z.B. über antimikrobielle Peptide (AMP) direkte Abwehrfunktion haben. Voraussetzung für die Initiierung der 
Inflammation ist eine Aktivierung von KC oder die Aufnahme eines Antigens durch eine APC (in der Epidermis hellblau 
dargestellt) mit Präsentation an T-Zellen über den MHC-II-Rezeptor. Dafür wandern APCs regelhaft in drainierende 
Lymphknoten ab (linker schmaler Pfeil). Bild von Abdallah et al. [1], veröffentlicht unter Creative Commons Lizenz CC 
BY 4.0. Weitere Abkürzungen: CD= Cluster of differentiation, IFN= Interferon, IL= Interleukin, KC=Keratinozyten, 
MHC= major Histokompatibilitäts-Komplex, TH= T-Helferzelle, TNF= Tumornekrosefaktor. 

In der Epidermis von Mäusen findet die „First Line“-Abwehr auch über DETC statt 
[315], die TMC-ähnliche Eigenschaften haben und die murine Immunantwort bei einer 
Barrierestörung beeinflussen [305].  

Neben den CD4+-T-Helferzellen werden je nach Antigen auch zytotoxische CD8+-T-
Zellen hinzugezogen, sowie bei anhaltender cutaner Inflammation auch B-Lymphozyten. B-
Zellen produzieren ihre spezifischen Antikörper (AK) und schütten diese lokal und systemisch 
aus. Antigen-gebundene AK aktivieren weitere APCs. Zusätzlich können B-Zellen auf TH1 und 
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TH17 durch Ausschüttung von IL-10 supprimierend wirken und Treg aktivieren. Sie wurden in 
dieser Rolle auch als B-regulatorische Zellen („Breg“) bezeichnet [113]. Über ihren MHC-II-
Komplex können B-Zellen auch eine TH2-gewichtete Inflammation unterstützen [411]. Über KC, 
DC und Lymphozyten erfolgt ein positives Zytokin-Feedback, sodass eine TH-Subgruppen-
Differenzierung weiter verstärkt wird [22]. 

Der inflammatorischen Antwort des adaptiven Immunsystems wirken die Treg 
entgegen, die sich im Inflammationsbereich ansammeln und die Geweberegeneration 
unterstützen [620]. Es resultiert im Normalfall ein Gleichgewicht, bei dem im Verlauf die 
Inflammationsreaktion konsekutiv eingedämmt wird. Zeitgleich erfolgt eine Anpassung der 
lokalen TMC [427], im Sinne einer „plastischen Reaktion“ und Bildung eines 
Immungedächtnisses. 

1.1.5.2.3 Cholinerges System und immunologische Modulation  

Eine potente antiinflammatorische neuroimmunologische Homöostasereaktion durch 
eine cholinergen Aktivierung über den N. Vagus als efferenten „Reflexschenkel“ („inflammatory 
reflex“) [349; 530; 671] wurde bereits im Jahr 2000 nach Verletzungen oder Mikroben-Invasion 
bei einem Wirt beobachtet [69]. Die Unterdrückung einer Zytokin-vermittelten Inflammation 
konnte so erreicht werden. Mittlerweile wird vermutet, dass es sich eher um eine 
immunmodulierende Wirkung handelt [73], in Abhängigkeit vom lokalen Zytokinmilieu [344].  

Solch eine neurogene Modifikation von Struktur und Funktion des lokalen cholinergen 
Netzwerkes über das ZNS wurde als Signalweg auch in der Haut postuliert [269]. Eine 
cholinerge Regulation könnte demnach systemisch, parakrin und lokal stattfinden. Eine 
neuronale ACh-Ausschüttung aus efferenten und möglicherweise auch afferenten Nervenfasern 
kann zusätzlich die lokale Freisetzung von nicht-neuronalem ACh triggern, im Sinne eines 
positiven Feedbacks mit entsprechender lokaler Verstärkung und Weitergabe des neurogenen 
Signals [514; 709]. Diese Veränderung des lokalen cholinergen Systems kann wiederum das 
Immunsystem vor Ort modulieren, durch eine vielfältige Wirkung auf Komponenten des 
Immunsystems und durch Modulation der lokalen Allo- und Homöostase [73; 230; 347; 399; 
445].  

Lymphozyten haben, ähnlich wie KC, die vollständige Enzymausstattung zur 
Herstellung und Degradation von ACh [346], mit zeitgleich variierender Rezeptorausstattung je 
nach Aktivität. Bei murinen T-Zellen ist eine Wirkung von ACh abhängig von der Rezeptorart 
gezeigt worden; eine Stimulation der nAChR führt zur TH1-Differenzierung, eine Aktivierung der 
mAChR zur TH2 und TH17-Differenzierung [557]. Aber auch hier scheint eine Abhängigkeit vom 
inflammatorischen Milieu zu bestehen [237]. Auch B-Zellen können cholinerg moduliert werden 
[231], in-vitro führt ACh auch bei Makrophagen und ILC2 zur Unterdrückung von 
proinflammatorischen Zytokinen oder zu einer TH2-gewichteten Zytokinproduktion [73; 153]. 

Beim cholinergen immunmodulierenden Signalweg scheint der nAChR-α7 eine 
besondere Rolle zu spielen [318]. Über diesen Rezeptor wirkt ACh an vielen aktivierten 
Immunzellen hemmend auf die Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen (z.B. TNF-α, 
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IL-1β, IL-6) [519; 557]. Auch wirkt sich der nAChR-α7 dämpfend auf die zelluläre Immunreaktion 
aus [230; 709], mit zumindest in-vitro gezeigter Stimulation von Treg [700]. Dabei ist die 
allosterische Regulation des Rezeptors über SLURP-1 möglicherweise eine Schaltstelle 
zwischen einer pro- und antiinflammatorischen Wirkung des nAChR-α7 [128; 204; 474].  

Zusammengefasst hängt der cholinerge Effekt von Umgebungsbedingungen des 
Zielgewebes ab, bei einer nikotinergen Aktivierung insbesondere vom inflammatorischen 
Kontext. Zusätzlich scheint die Dauer der cholinergen Aktivierung bei der immunologischen 
Reaktion auf ACh eine Rolle zu spielen [519]. 

1.1.5.2.4 Neuroimmunologische Achsen: wie Stress in die Haut kommt 

Systemischer Stress kann über mehrere Regulationsebenen die Immunzellen der 
Haut erreichen und ansprechen [121; 323]. Es besteht ein „direkter Draht“ durch Nervenfaser-
Immunzellkontakte, zum Beispiel zwischen den dermalen Nervenzellen und Mastzellen [301; 
625; 626], LC [157; 322] oder direkt mit den KC [123; 313]. Außerdem schütten 
Nervenendigungen parakrin Botenstoffe aus und endokrine Substanzen können von der 
Blutbahn in die Haut übertreten [455; 656].  

Dabei trifft die zentrale Regulation auf die autonome „endokrine Einheit“ Haut, die 
funktionell in eine epidermale und dermale Komponente aufgeteilt werden kann [635]. Die Haut 
beinhaltet neben einer lokalen HHN- [632] und adrenergen Achse [269] sowie dem lokalen 
NNCS [269; 397] auch weitere autonome endokrine Komponenten wie ein serotoninerges, ein 
melatoninerges oder ein cannabinoides System [635]. Hier sind auch die lokalen Neuropeptide 
und NT integriert, die im Kapitel 1.1.3 beschrieben wurden. Bei einer systemischen, aber auch 
lokalen, Stressreaktion kommt es zu einem komplexen Zusammenspiel aus systemischen und 
lokalen Informationssignalen, aber auch homöostatischen Mechanismen [635], von denen hier 
nur eine Auswahl vorstellt wird, unter Berücksichtigung der immunologischen Bedeutung. 

Bei einer akuten systemischen Stressreaktion kommt es in der Haut zu einer 
Zytokinausschüttung der KC mit folgendem vermehrten Abwandern von LC in die lokalen 
Lymphknoten [375]. Auch verteilen sich mehrere Subgruppen von Immunzellen über den 
Blutstrom [169; 172; 552; 634], was zu einer schnellen, aber reversiblen Zunahme der 
zirkulierenden Lymphozytenzahl führt [17]. Die hautselektiven NK, DC, T- und B-Lymphozyten 
finden über Homing-Mechanismen wieder in die Haut zurück [171; 572; 602]. Diese Mobilisation 
und Migration der Immunzellen führt dazu, dass immunaktive Zellen schnell potenziell verletztes 
Gewebe erreichen [341]. Akuter Stress führt außerdem zur systemischen Ausschüttung pro- 
(IL-1β, TNF-α, IL-6) und antiinflammatorischer (IL-10) Zytokine mit insgesamt TH1-
polarisierender Wirkung [431; 443]. Über die KC führt akuter Stress zu einer IL-12-Ausschüttung 
und Unterstützung der TH1-Immuninduktion, chronischer Stress führt jedoch zur TH2-Induktion 
und über IL-10 zur Immunsuppression [4; 174; 195; 255; 414; 552].  

Als Ursache der stressbedingten Ausschüttung von Zytokinen und der 
Immunzellmobilität wurde neben der Wirkung von GC eine gesteigerte sympathische und 
verminderte parasympathische Aktivität diskutiert [171; 256; 481; 531; 566]. Durch die Wirkung 
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von GC ist die zeitliche Komponente im Effekt der Stressreaktion auf KC teilweise erklärbar. GC 
blockieren in-vitro bei humanen KC nach bereits einer Stunde die TNF-α-Wirkung, nach 24 
Stunden die Wirkung von IL-1β, IL-4 und IL-11 und nach 48 Stunden die Signalwege von IFN-
γ [643]. In der Haut kann zusätzlich ihr lokales Korrelat der HHN-Achse auf lokale Stressoren 
schnell und effektiv reagieren [632; 633]. Eine periphere Gegenregulation bei zentraler 
Überaktivierung ist als zusätzliche Funktion denkbar [341; 342].  

Die Aktivierung der adrenergen Achse kann, je nach Kontext, zu einer verminderten 
Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine führen, was in Richtung einer TH2- Immunantwort 
polarisiert [137; 482]. Eine zentrale Modulation des lokalen „nicht-neuronalen“ adrenergen 
System in der Epidermis ist ebenso zu vermuten, da in der Haut, ähnlich wie bei der lokalen 
HHN-Achse, auch vor Ort Katecholamine produziert und degradiert werden können [269]. 
Lokale Katecholamine können entsprechend die Hauttrophik und Homöostase der Haut 
beeinflussen [153].  

Nervenzellen, GC, die cholinerge und die adrenerge Achse sind mit NT und deren 
Expression in der Haut gekoppelt [319]. Eine akute Stressreaktion führt zur Ausschüttung 
verschiedener Neuropeptide und NT aus dem System von Nervenendigungen, Mastzellen und 
Immunzellen [125]. NGF und BDNF können dabei als Akteure, Ziel- aber auch 
Homöostasefaktoren der Stressreaktion fungieren und sie können zusätzlich gezielt von KC 
ausgeschüttet werden [156; 272; 326; 543]. Mastzellen, Endothelzellen, Makrophagen und 
Lymphozyten können auch selbst NGF ausschütten [274; 560; 696]. Auch andere Neuropeptide 
haben immunologische Effekte [455], auf die hier jedoch nicht eingegangen wird. 

NGF führt bei T-Zellen zur Proliferation und Verstärkung der Antigenpräsentation, bei 
B-Zellen unter Umständen zu Wachstum, Differenzierung und verstärkter IgM-Ausschüttung 
[257]. BDNF wurde in Bezug auf das Immunsystem sowohl als modulatorisch beschrieben, als 
auch verstärkend im Rahmen einer allergischen Inflammation [504]. BDNF scheint dabei eine 
TH2-spezifische Immunantwort zu verstärken [319]. Dies mag daran liegen, dass eher TH1-
typische Zellen mit einem funktionalen TrkB-Rezeptor ausgestattet sind [57] und statt einer 
allgemeinen Inflammations-Eindämmung eine TH1-selektive Immunsuppression stattfindet.  

Ein Teil der immunologischen BDNF-Wirkung könnte auf eine Interaktion mit dem 
cutanen cholinergen Systems zurückzuführen sein. Eine Assoziation von BDNF mit dem 
nAChR-α7 ist für das ZNS bereits beschrieben, mit einer BDNF-induzierten Steigerung von 
nAChR-α7 [447; 692], aber auch einer BDNF-gesteuerten Reduktion des postsynaptischen 
nAChR-α7-Effektes [218]. Im peripheren Nervensystem führte eine BDNF-Gabe zur Zunahme 
von nAChR-α7 [700]. Je nach Zielzelle oder -Gewebe könnte entsprechend BDNF im 
Zusammenhang mit dem nAChR-α7 einerseits nikotinergen Stress verstärken, andererseits als 
Homöostasehormon wirken, das den Stresseffekt abmildert.  

Die Barrierefunktion der Haut kann durch akuten Stress beim Menschen und im 
murinen Versuch gleichermaßen kompromittiert werden [17; 132; 134; 135; 154]. Auch erholt 
sich die Hautbarriere unter Stressbedingungen weniger gut von einer Störung [135; 243]. Akuter 
Stress kann dabei über das cholinerge System zur Veränderung der terminalen Differenzierung 
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und somit zur Störung der Hautbarriere führen [154; 398]. Bei chronischem Stress mit 
entsprechender Barrierestörung scheint insbesondere der nAChR-α7 eine Rolle zu spielen, da 
eine spezifische lokale Blockade der Rezeptors mittels α-Bungarotoxin den Stress-Effekt 
aufhebt [154].  

Zusammengefasst besteht für die Stressreaktion eine enge Interaktion zwischen der 
systemischen Ebene und dem Immunsystem, die eine Vielzahl von Signalwegen nutzt und sich 
autonomer lokaler Homöostasesysteme bedient, bei denen NT und das cholinerge System eine 
Rolle zu spielen scheinen, und die ultimativ eine Auswirkung auf die Barrierefunktion der Haut 
haben. 

1.1.5.3 Lokal-funktionelle Ebene der Epidermis und „Crosstalk“ der Kinasen 

Die Epidermis stellt funktionell ein eigenständiges System dar, das autonom seine 
Homöostase wahrt und den Ablauf der Differenzierung und Barrierebildung koordiniert [227; 
263; 722]. Sie ist jedoch auch Ziel von vielen lokalen und systemischen Stressoren [294; 426; 
524], schließlich sind hier die Endstrecken der neuroimmunologischen Stressachsen zu finden 
[125], deren Auswirkungen in das lokale Homöostasesystem integriert werden [157; 319; 440; 
513; 579], und die sich folglich auch auf die Hautbarriere auswirken. Bei Störung der 
Barrierefunktion durch Stressoren resultiert eine proinflammatorische Immunreaktion [210] (s. 
Kapitel 1.1.5.2.2). Die lokale Reaktion auf systemischen Stress ist nicht unähnlich der Reaktion 
bei „zellulärem“ Stress (z.B. oxidativem Stress) und führt zu eher gleichförmigen 
Reaktionsmechanismen, ganz nach der „allgemeinen Alarmreaktion“ von Cannon und Selye, 
also einem allgemeinen „Reaktionsmuster“ mit konsekutiven („plastischen“) morphologischen 
Veränderungen [525; 591]. Eine Verbindung zwischen der zellulären und systemischen 
Stressreaktionen ist dabei wahrscheinlich [714]. Die lokale Allostasereaktion ist gekennzeichnet 
durch eine Veränderung der Lipid- und Protein-Bildung mit einer entsprechend vermehrten 
DNA-Synthese [17; 29; 125]. Strukturelle Veränderungen sind in der Regel erst nach ein bis 
drei Tagen Stresseinfluss sichtbar und beinhalten unter anderem eine Verminderung der 
epidermalen Proliferation [134; 135] oder eine Reduktion der LB-Sekretion mit folgender 
Störung der SC-Integrität [2; 200].  

Um eine Reaktionsfähigkeit und Wiederherstellung der Hautbarriere nach Störung zu 
ermöglichen, gibt es ein starkes lokales Informations-Netzwerk in der Epidermis [150; 210; 261]. 
Gemeinsamer Kommunikationsweg für die Barrierefunktion, also auch die Vernetzung der TJ 
mit dem intra- und interzellulären Informationsstrom, ist im Wesentlichen ein kompliziertes 
System von Kinasen und Phosphatasen [261]. Zu dieser „Informations-Endstrecke“ zählt die 
Familie der Proteinkinasen C (PKC) [165; 261; 449; 630], die sich in drei Untergruppen einteilen 
lassen: „konventionelle“ PKC, „atypische“ PKC und „neue“ PKC (nPKC). Je nach Isoform wirken 
die Kinasen unterschiedlich und sind anders in der Epidermis und den KC verteilt [308]. Die 
verschiedenen Kinasen und Phosphatasen beeinflussen neben der korrekten Lokalisation der 
TJ-Moleküle auch deren Aktivierung [261; 307] und bilden somit potenzielle lokale 
Homöostasefaktoren. Wenn die TJ-Funktion gestört wird, beispielsweise durch oxidativen 
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Stress [623], erfolgt entsprechend ein lokaler Kinasen-vermittelter Reparaturversuch [5]. Als 
erster Schritt werden dabei bestehende TJ-Proteine wiederverwendet [461].  

PKCs sind jedoch nicht nur Bestandteile der Homöostasemechanismen, sie können, 
neben vielen anderen Faktoren auch, Stress weiter an das System der Epidermis vermitteln 
[261; 297]. Die Endstrecke der PKCs kann auch über die Trk-Rezeptoren der NT genutzt 
werden [416]. Zudem spielen PKCs eine Rolle bei Inflammationsreaktionen [149]. Passend 
hierzu verändert sich auch dynamisch und zeitabhängig die Phosphorylierung und Lokalisation 
von TJ-Markern unter Inflammationsbedingungen [533], von einer Steigerung der Mobilität von 
TJ-Proteinen bis hin zu einer Steigerung der Proteinexpression der TJ, was möglicherweise 
PKC-mediiert ist [684; 685]. Insgesamt haben PKCs im Inflammationskontext an epithelialen 
Barrieren Einfluss auf die TJ-Funktion [149; 248; 262; 728]. Eine mögliche Rolle der PKC bei 
der Integration der Barrierefunktion und TJ in das neuroimmunologische cutane System wird in 
dieser Arbeit daher angenommen. 

1.1.6 Atopische Dermatitis: eine stresssensitive Hauterkrankung mit Dysregulation 
von Immunsystem, Hautbarriere und Neurotrophinen 

Die AD ist eine der häufigsten Hauterkrankungen der Industrieländer, die 15 bis 25 % 
der Kinder betrifft und bei 1 bis 10 % der Erwachsenen zu finden ist [490; 668]. Dieser 
chronisch-rezidivierenden Hautentzündung liegen multiple pathogenetische Faktoren 
zugrunde, wie eine Dysfunktion des Immunsystems und eine Hautbarrierestörung [229]. Bei der 
AD liegt dabei nicht nur eine lokale, sondern auch eine systemische immunologische 
Fehlreaktion vor [662]. Es besteht dabei ein Zusammenhang zu anderen atopischen 
Erkrankungen, denen die AD häufig voraus geht. In der weiteren Entwicklung kann eine 
allergische Rhinitis, eine Lebensmittelallergie oder ein Asthma bronchiale hinzukommen, im 
Rahmen des sogenannten „atopischen Marsches“ (engl. „atopic march“) [668]. Auch besteht 
eine Assoziation zu Stress, da die Erkrankung durch Stress verstärkt wird [45] sowie 
psychologische Faktoren in der Pathogenese eine Rolle spielen [31]. Aufgrund der 
zunehmenden Prävalenz und den psychosozialen sowie ökonomischen Kosten dieser 
chronischen Erkrankungen besteht ein zunehmendes Interesse an der Pathogenese und den 
Behandlungsmöglichkeiten der AD [105]. 

Charakteristisch für die AD ist ein Ekzem an prädisponierten Körperstellen, dessen 
Ausprägung und Lokalisation je nach Lebensalter differiert und das mit ausgeprägtem Juckreiz 
assoziiert ist [412; 706]. Histologisch betrachtet kann die AD der allergischen Kontaktdermatitis 
in ihrer Entzündungsreaktion pathophysiologisch als ähnlich beschrieben werden [354], wobei 
die allergische Kontaktdermatitis der AD häufig vorausgeht [554]. Histologisch und funktionell 
liegen dem Ekzem ein vermehrter Blutfluss, ein intra- und interzelluläres Ödem, eine 
intrazelluläre Blasenbildung bzw. Vesiculation mit dem histologischen Bild einer Spongiose, 
eine Immigration von Immunzellen in die obere Dermis und eine Freisetzung von pruritogenen 
Substanzen zugrunde. Die Epidermis weist durch Störungen im Proliferationsablauf eine 
verminderte Stabilität auf [676], mit einer Reduktion von INV und Loricrin [42; 43; 359]. Auch 
liegt eine pathologische Veränderung des SC vor, mit einer Reduktion des FLG-Gehaltes [612], 
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einer veränderten Lipidzusammensetzung, einer reduzierten Menge an Lipiden [325] sowie 
einer veränderten Expression von AMP [240]. Die Dermis ist insgesamt hyperinnerviert und es 
penetrieren vermehrt Nervenendigungen in die Epidermis [473; 664]. Charakteristisch für die 
AD ist außerdem eine Störung des Mikrobioms mit geringer Diversität und vermehrter 
Staphylococcus-aureus-Last, sowohl auf der läsionalen wie auch der unbetroffenen Haut [365; 
404].  

Mehrere funktionelle autoregulatorische Systeme sind bei der AD gestört, wie unter 
anderem das cholinerge System mit einer veränderten Expression verschiedener ACh-
Rezeptoren [367]. Die Expression des nAChR-α7 ist in der läsionalen Haut von AD-Patienten 
auf RNA-Ebene vermindert, die des allosterischen Liganden SLURP-1 in nicht-läsionaler Haut 
[537]. Die ACh-Konzentration ist in der Haut von AD-Patienten deutlich erhöht, bis zu 14-fach 
[611; 708], entsprechend auch die ChAT-Konzentration in läsionaler Haut [708]. Ein Überwiegen 
der proinflammatorischen cholinergen Funktion hierdurch wurde postuliert, mit begleitendem 
Einfluss auf die Hautbarriere [638]. Auf die Pathogenese der Erkrankung, die Rolle der 
Hautbarriere und anderer lokaler regulatorischer Systeme wie der NT gehen wir im Folgenden 
ein. 

1.1.6.1 Pathogenese der atopischen Dermatitis und Rolle der Barrierefunktion 

Obgleich eine Vielzahl von intrinsischen und extrinsischen Faktoren für die 
Ausprägung der AD bekannt ist, ist das Ergebnis in seiner Erscheinungsform relativ stabil [59]. 
Man könnte es als distinktes „Reaktionsmuster“ der Haut beschreiben. Häufig haben die 
auslösenden Faktoren eine vorübergehende oder dauerhafte Barrierestörung zur Folge [158]. 
Zu den intrinsischen Faktoren zählen Stress und andere psychosoziale Komorbiditäten sowie 
eine genetische und epigenetische Prädisposition [48; 558]. Erwähnenswert sind beispielsweise 
FLG-Mutationen, die bei bis zu 50 % der AD-Patienten zu finden sind. Extrinsische 
Einflussfaktoren sind vielfältig, unter anderem eine Exposition gegenüber Allergenen oder 
Toxinen, aber auch Ernährungs- und Genussgewohnheiten, Umweltfaktoren und 
Veränderungen des individuellen Mikrobioms [376; 496; 662]. Diese Faktoren prädestinieren 
bei Menschen mit empfindlicher Haut entsprechend auch zur Entwicklung einer AD [213]. 

Die Barrierestörung durch intrinsische oder extrinsische Faktoren oder ein frühes 
mechanisches Trauma der Haut führt zur Aktivierung von KC mit nachfolgender 
Zytokinproduktion (z.B. IL-1α, IL-1β, IL-8, IL-18, IL25, IL33, TNF-α) [100; 353; 354; 360]. Die 
Aktivierung von KC kann über Feedback-Schleifen auto- und parakrin verstärkt werden [354; 
595; 637]. Durch die Aktivität der KC werden Effektor-T-Zellen in die Haut rekrutiert und LC 
sowie DC zur Antigenpräsentation angeregt. Es erfolgt jedoch kein geregelter und 
selbstlimitierender Inflammationsprozess, sondern es entwickelt sich eine gestörte 
Immunabwehr [476]. Unter anderem überleben T-Zellen und eosinophile Granulozyten in der 
Haut deutlich länger als bei einer physiologischen Immunaktivierung [672], es persistiert eine 
Inflammationssituation. Dieses multistabile Verhalten der Haut, abhängig von 
Pathogeninvasion, Barrierefunktion und Immunaktivität, mit plastischem Übergang von 
reversibler akuter Inflammation zu irreversibler immunologischer Störung, wurde anhand von 
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in-silico Modellen bereits modelliert [181]. Dieser „Schalter“ in der frühen Pathogenese der AD 
ist weiterhin Gegenstand der Forschung. Neben einem (unkontrollierten) positiven Feedback 
[181] wurden auch potenziell autoallergische oder autoreaktive Immuneigenschaften [575] 
sowie eine prädispositionsbedingte lokale Dysbalance an Zytokinen [99] als Ursache 
vorgeschlagen. 

Die Folge der initialen Immunaktivierung kann ein „Juckreiz-Kratz-Zyklus“ sein, mit 
hierdurch Verstärkung der Barrierestörung, zunehmender Inflammation und sukzessiv 
zunehmender Lymphozyten-Infiltration in die Haut [288]. Die gestörte Hautbarriere führt zu 
vermehrtem Übertreten von Substanzen, die die Inflammation triggern können, darunter auch 
Allergene und potenzielle Pathogene [63; 404; 619]. Es finden sich in den Infiltraten zunehmend 
CD4+-T-Zellen, inklusive TH9-, TH17- und TH22-Subtypen, ILC2 und TH2-Zytokinprodzierende 
CD8+-T-Zellen [207; 404; 719]. Einige KC gehen im Verlauf der Inflammation, teils T-Zell-
induziert, in Apoptose. Das kann die Inflammation erhalten oder limitieren [354; 672].  

Es entsteht insgesamt eine dynamische wie statische Dysregulation der Zytokin- und 
Inflammationssituation, die erkrankte ebenso wie äußerlich gesunde Hautareale betrifft [471; 
662]. Nicht-läsionale Haut zeigt entsprechend auch einen „pathologischen Phänotyp“ mit einer 
gestörten terminalen Differenzierung und funktionellen Veränderungen [425]. Es finden sich 
auch höhere Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen und deren Rezeptoren in 
Zellen der Epidermis und Dermis [647]. Auch liegen vermehrt T-Lymphozyten in der Dermis vor, 
wobei über ein Gleichgewicht proinflammatorischer und antiinflammatorischer Lymphozyten 
eine Toleranzsituation entsteht [433; 662]. Durch eine getriggerte Expansion der 
pathognomonischen Lymphozytengruppen, beispielsweise durch die Zunahme der lokalen 
Zytokin-Dysregulation, kann der ruhende Phänotyp in den der akuten AD-Läsionen übergehen 
[647].  

In Bezug auf die epidermale Barrierefunktion kommt es durch Zunahme von TH2-
typischen Zytokinen in der Haut von AD-Patienten zu einer zunehmend undichten Barriere, über 
eine konzentrationsabhängige Herunterregulation von Proteinen wie FLG und CLDN-1 [50; 662] 
sowie Veränderung weiterer TJ-Proteine [516; 725]. Die Expression von CLDN-1 ist dabei am 
detailliertesten beschrieben, mit verminderter Bildung in läsionaler Haut, im SG wie in den 
tieferen Zellschichten [205; 279]. Klinisch ist passend dazu im Bereich von Läsionen die 
funktionelle Barriere gestört, wie Messungen des Wasserverlustes über die Haut 
(transepidermal water loss, TEWL) demonstrieren [362]. Zur Verteilung von ZO-1 und Ocl in 
läsionaler Haut von AD-Patienten wird anhand der Pathophysiologie insgesamt eine Reduktion 
oder Funktionsstörung dieser TJ-Proteine in der Epidermis angenommen [650]. Eine Verteilung 
und Verbreiterung von ZO-1 auf mehr Zellschichten, sowie eine allgemeine Reduktion von ZO-
1 in der Haut, wurde beschrieben, mit einer Ocl-Verteilung die sich dabei überwiegend mit der 
von ZO-1 deckte [724; 730].  

Was die Veränderung der TJ-Marker in nicht-läsionaler AD-Haut angeht, besteht eine 
uneinheitliche Studienlage, je nach Herkunft der AD-Patienten oder Art des genutzten 
Mausmodells. Teilweise wird eine reduzierte Expression von CLDN-1 beschrieben, aber auch 
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eine vermehrte Präsenz in den suprabasalen Zellschichten [48; 54; 279; 730]. ZO-1 und Ocl 
fanden sich in nicht-läsionaler Haut teilweise nur im oberen SG [54], bzw. ZO-1 reduziert in der 
gesamten Haut [730]. Funktionell liegt auch in den nicht-läsionalen Bereichen der Haut eine 
Störung der Barriere vor, wie erhöhte TEWL-Werte demonstrieren [68; 406; 613]. Die gestörte 
lokale Homöostase bei AD ist somit auch mit einer dauerhaften Barrierestörung assoziiert, was 
sich funktionell und morphologisch darstellen lässt. 

1.1.6.2 Neurogene Inflammation und Neurotrophine bei atopischer Dermatitis 

Einen wesentlichen Aspekt bei der Pathogenese der AD stellt eine neurogene 
Inflammation dar [118; 584]. Neben der pathologischen Innervierung liegt eine gestörte 
Neurophysiologie der Haut vor [466], mit Veränderung der assoziierten Zytokine und 
Chemokine [244]. Exo- oder endogene Trigger können über die Stimulation afferenter 
Nervenfasern Neuropeptid- und NT-Ausschüttungen hervorrufen, mit konsekutiver 
Inflammationsreaktion [639]. Es folgt eine Störung der lokalen Regulationssysteme, mit Folge 
einer Zunahme und Unterhaltung von Inflammation, Juckreiz und Ekzem [244; 437]. In dieser 
Arbeit wird nur auf die NT NGF und BDNF weiter eingegangen, weitere NT und Neuropeptide 
spielen in der neurogenen Inflammation bei AD aber ebenso eine Rolle [212; 252; 272; 334; 
344; 576]. 

Die NGF-Konzentration ist in Hautläsionen von AD-Patienten deutlich erhöht [274], 
betont in den basalen Zellschichten der Epidermis [512]. Auch der zugehörige Rezeptor TrkA 
ist, überwiegend in den basalen Zellschichten, vermehrt exprimiert [392; 448], beides passend 
zur beschriebenen Hyperproliferation [554]. Im Zellmodell ließ sich diese TrkA-Steigerung durch 
TH2-spezifische Zytokine auslösen [448]. Auch kann die KC-Apoptose im Rahmen einer 
allergischen Hautreaktion durch NGF beeinflusst werden [118], möglicherweise über den 
unspezifischen p75-NT-Rezeptor. Bei AD-Patienten wird NGF vermehrt aus Mastzellen, KC 
[275] und potenziell Lymphozyten ausgeschüttet [597]. NGF führt aber wiederum selbst bei 
Mastzellen zur Histamin-Ausschüttung [321]. Dies kann einen parakrinen, positiven Feedback-
Loop zwischen KC und Mastzellen bilden, was die Inflammation antreiben kann [502]. Auch die 
vermehrte Innervierung der Haut in AD-Läsionen, die NGF-vermittelte Ausschüttung von 
Neuropeptiden wie Substanz P oder cGRP [698] sprechen für ein neurogenes 
Inflammationskonzept [664]. 

BDNF ist in läsionaler Haut bei AD-Patienten auch vermehrt zu finden, mit einer 
Zunahme der Konzentration je nach Schwere der lokalen Reaktion [544]. Nicht-läsionale Haut 
scheint ebenfalls eine erhöhte BDNF-Konzentrationen zu besitzen [544]. Der zugehörige 
Rezeptor TrkB ist in der Haut von AD-Patienten auch hochreguliert [584]. In eosinophilen 
Granulozyten und peripheren Nervenendigungen aus der Haut von AD-Patienten ließ sich 
vermehrt BDNF nachweisen [284]. Das BDNF, das von eosinophilen Granulozyten aus der Haut 
von AD-Patienten ausgeschüttet wurde, steigerte wiederum in-vitro die Verzweigung von 
Hautnervenendigungen [284]. BDNF wurde, wie NGF, bei AD lokal als 
inflammationsverstärkend beschrieben, da durch chemotaktische Eigenschaften weitere 
eosinophile Granulozyten und Inflammationszellen in die Haut rekrutiert werden können [559; 
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562]. Neben der Expression von NT und Neuropeptiden ist auch deren lokaler Abbau 
maßgeblich für den Erhalt der Inflammation verantwortlich. Eine Störung in der Regulation von 
Endopeptidasen mit einer verminderten Aktivität wurde als weiterer Faktor im Erhalt der 
atopischen Inflammation diskutiert [584].  

Bei Betrachtung der NT im systemischen Kontext der AD zeigen sich ebenfalls 
relevante Veränderungen. Es sind beispielsweise deutlich erhöhte NGF-Werte im Serum und 
Plasma von AD-Patienten festgestellt worden, korrelierend mit der Krankheitsaktivität [561; 659; 
670]. Das Gleiche wurde für BDNF in Serum und Plasma von AD-Patienten gezeigt [225; 320; 
559]. Trotz der Einflüsse von NGF und BDNF auf den Verlauf der AD besteht, zumindest anhand 
einer deutschen Kohorte, kein Hinweis für eine Mutation im NGF- oder BDNF-Gen als Ursache 
von AD [316].  

1.1.6.3 Atopische Dermatitis und Stress 

Zum Einfluss von psychosozialem Stress auf AD und einer Stress-assoziierten 
Exazerbation der Erkrankung gibt es eine breite Datenlage [31; 105; 352; 536; 646]. 
Longitudinale Studien zeigen, dass Änderungen im Stressniveau der Exazerbation einer AD um 
etwa einen Tag vorausgehen und diese vorhersagen können [368]. Diese Ergebnisse lassen 
sich im Tiermodell bei allergischem Kontaktekzem bestätigen [171], mit stressbedingter 
Zunahme der Immunzell-Infiltration und -Aktivität in der Haut, die unter anderem durch die HHN- 
und adrenerge Achse vermittelt wurde.  

Eine Theorie besagt, dass Stress im Kontext atopischer Erkrankungen, statt einer 
TH1-gewichteten Immunaktivierung wie beim Gesunden, eine gegenteilige, starke TH2-Aktivität 
bewirkt [10] und somit die immunologische Dysregulation verstärkt. Störungen der 
verschiedenen Stress-Achsen geben Hinweise zu der pathologischen psychoimmunologischen 
Situation. Die Wirkung der zentralen HHN-Achse wurde bei AD-Patienten als dysreguliert 
beschrieben, mit einer unter Stress verminderten GC-Bildung [107; 291], jedoch insgesamt 
deutlicher erhöhter GC-Konzentration, korrelierend mit der Krankheitsaktivität [470]. Auch 
besteht bei AD-Patienten eine deutliche Steigerung der Katecholamin-Ausschüttung in Ruhe, 
im Gegensatz zur GC-Achse aber auch nach Stressexposition, wahrscheinlich in Kombination 
mit einer reduzierten Expression der Zielrezeptoren [106].  

Möglicherweise unabhängig von der HHN-Achse wird die neurogene bzw. NT-
assoziierte Inflammation durch Stress bei AD gesteuert [10]. Zum Menschen gibt es bis dato 
wenige Studien zum Effekt von Stress auf die lokalen und systemischen NT bei AD. 
Experimenteller Stress durch häufig klingelnde Mobiltelefone führte bei Patienten mit AD zur 
Zunahme der Plasma-NGF-Konzentration [357]. Fast schon anekdotisch beschrieb Kimata, wie 
ein Stress-Abbau durch Küssen bei AD-Patienten die im Vergleich zu gesunden Probanden 
erhöhten Plasma-Konzentration von NGF und BDNF reduzierte [358]. Im Mausmodell führte 
Stress zur Zunahme der NGF-Konzentration in der Haut [542]. Durch Blockade von NGF konnte 
ein Rückgang der stressbedingten Inflammation festgestellt werden, allerdings ohne Besserung 
der begleitenden Barrierestörung [542].  
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Bezüglich der cholinergen Stressachse führte psychosozialer Stress bei AD-
Patienten zur Zunahme der SLURP-2-mRNA, sowie zu einem tendenziellen Anstieg von 
CHRNA7-mRNA in läsionaler Haut [537]. Eine Störung des Fine-tunings der proliferativen und 
antiinflammatorischen Reaktionsfähigkeit der Haut auf Stress wurde entsprechend 
vorgeschlagen [537]. Es wurde auch postuliert, dass psychosozialer Stress insgesamt zu 
Störungen im cholinergen Signalweg führt und als Teil eines „Two-Hit“-Modells eine Erkrankung 
wie AD auslösen oder fortschreiten lassen kann [10; 511]. 

1.2 Problem- und Fragestellung 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ein Zusammenhang zwischen der 

Barrierefunktion der Haut und psychosozialem Stress zwar bekannt ist, bisher aber wenig 
untersucht wurde. Bei allergischen Hauterkrankungen wie der AD, die mit einer gestörten 
Barrierefunktion einher gehen, ist diese Wechselwirkung jedoch von besonderem Interesse, 
weil Stress-Exazerbationen für die Betroffenen eine Belastung darstellen [45]. Die zellulären 
Mechanismen solcher Interaktion können den klinischen Beobachtungen einerseits eine 
objektivierbare Grundlage bieten, anderseits ergäbe sich eine Basis, auf der zukünftige Studien 
zur Besserung der Lebensqualität entworfen werden könnten. Dies würde 
Behandlungsstrategien entsprechend des individuellen Reaktionsmusters ermöglichen [607]. 

Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit ist es, zu untersuchen, ob und wie die lokale 
Funktion der Haut, mit Fokus auf die Barrierefunktion, durch psychosoziale Stressoren, 
insbesondere bei allergischen Entzündungsbedingungen, beeinträchtig werden kann, welche 
Rolle dabei die NT NGF und BDNF haben und ob das cholinerge System der Haut über den 
nAChR-α7 involviert ist. Diese Frage wird an einem Mausmodell für Lärmstress und 
neurordermitisartige Hautentzündung beantwortet und mit ergänzenden ex-vivo und in-vitro-
Versuchen weiter untersucht. Folgende Fragen sollen konkret beantwortet werden: 

 

1. Führt Stress in gesunder oder allergisch entzündeter muriner Haut zu morphologischen 
Veränderungen und lassen sich auf Proteinebene Zeichen einer gestörten Differenzierung 
zeigen, in Form einer veränderten Expression des Zytokeratins K14? Ist ein eventueller Effekt 
durch die Neutralisation der NT NGF oder BDNF aufzuheben? 

2. Findet sich bei den TJ-Proteinen eine Veränderung in der Expression als Hinweis auf eine 
stress- oder entzündungsbedingte Barrierestörung? Bewirkt dabei eine Ausschaltung von NGF 
oder BDNF einen Rückgang der stress- und entzündungsbedingten Veränderungen? 

3. Führt der Stresseffekt in gesunder und allergisch entzündeter Haut zu Veränderungen der 
Genexpression von TJ, die auf regulatorische Mechanismen hinweisen können? Werden diese 
durch Neutralisation von NGF oder BDNF beeinflusst? 

4. Stimmt eine physikalische Testung der Barriere mit den Veränderungen der 
barrieretragenden Moleküle überein? 
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5. Ist ein Effekt von BDNF in der Epidermis über den nAChR-α7 unter Organkultur-Bedingungen 
nachzuweisen und welches ist der Einfluss auf die Hautbarriere? 

6. Gibt es im epidermalen Transkriptom unter Stressbedingungen weitere veränderte TJ-
Regulatoren?  

7. Was können zukünftige zu untersuchende Methodiken sein, um Stresseffekte an den TJ 
darzustellen? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Studiendesign 
Zur Beantwortung der experimentellen Fragestellungen wurde ein etabliertes murines 

Modell einer Kontaktdermatitis verwendet, deren lokale und systemische Immunreaktionen 
ähnlich der AD sind (atopischer-Dermatitis-ähnliche allergische Dermatitis, AlD) [285; 734]. Die 
gezielte Provokation des Ekzems macht eine geplante Stressapplikation und NT-Modulation 
möglich, sowie eine nicht-invasive Testung der Hautbarriere. Die Protein- und mRNA-
Expression kann anschließend in der Haut untersucht werden. Der Versuch lieferte Daten für 
verschiedene Studien, von deinen einige bereits publiziert wurden [542; 583]. Erkenntnisse aus 
dem Mausmodell wurden in dieser Arbeit anschließend ex-vivo weiter adressiert, an murinem 
Gewebe. Humane immortalisierte Zellen wurden zuletzt untersucht, um zukünftige in-vitro 
Methoden zu Studien der TJ unter Stressbedingungen zu entwickeln. Wir folgten damit dem 
Grundsatz des „3R-Prinzipes“ (Replace, Reduce, Refine) zum verantwortungsvollen Umgang 
mit Tieren und zur Reduktion von Tierexperimenten. Zur Übertragbarkeit der Ergebnisse auf 
den Menschen werden weitere Studien nötig sein.  

2.2 Materialien 

2.2.1 Tier-, Gewebe und Zellherkunft 

2.2.1.1 AlD-Modell 

Für das AlD-Modell wurden weibliche C57BL/6-Mäuse von den Charles River 
Laboren (Sulzfeld, Deutschland) erworben und in den Forschungseinrichtungen der Charité 
Berlin, Campus Virchow Klinikum, gehalten. Es wurde ein Alter von 6 bis 8 Wochen gewählt, da 
hier eine Stressreaktion verlässlich und nachvollziehbar auszulösen ist [539]. Auf männliche 
Mäuse wurde verzichtet, da diese durch die Anwesenheit der Artgenossen bereits einen 
Stressor erfahren würden [441]. Beim Eintreffen der Mäuse wurde darauf geachtet, dass die 
Haare der Rückenhaut im telogenen Stadium waren, um eine Haarzyklus-abhängige 
Immunmodulation auszuschließen [538]. 

2.2.1.2 Hautorgankultur, murine Proben 

Für die Hautorgankultur (HOK) wurden postmortal von Mäusen Hautproben 
entnommen, von Wildtyp-C57BL/6J-Mäusen, sowie KO-Mäusen mit Hintergrundstamm 
C57BL/6J und Ausschaltung der α7-Untereinheit der nAChR [518]. Die Mäuse und die 
entsprechenden Proben wurden von der Arbeitsgruppe „Kardiopulmonale Neurobiologie“ des 
Institutes für Anatomie und Zellbiologie der Justus-Liebig-Universität Gießen und der 
Arbeitsgruppe „Immunphysiologie“ des Institutes für Physiologie und Pathophysiologie der 
Philipps-Universität Marburg, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. W. Kummer und Frau 
Prof. Dr. del Rey, zur Verfügung gestellt. Über die genetischen Hintergründe, Etablierung und 
Haltung dieser Mäuse wurde bereits berichtet [518; 582; 716]. Das Alter der Mäuse bei Tötung 
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lag bei 7 – 8 Wochen. Die Wildtyp-Mäuse wurden im entsprechenden Tierstall konventionell 
gehalten, die KO-Tiere unter SPF-Bedingungen und entsprechend der S1-Sicherheitsstufe für 
Labore mit gentechnisch veränderten Organismen. Für die Tötung der Tiere lagen jeweils 
Tiertötungsgenehmigungen der zuständigen Tierschutzbeauftragten der Justus-Liebig-
Universität Gießen bzw. der Philipps Universität Marburg gemäß des § 7 – 9 des 
Tierschutzgesetzes vor. 

2.2.1.3 HaCaT-Zellen 

Für die Zellkultur nutzten wir die in-vitro spontan immortalisierte humane KC-Linie 
HaCaT. Die Zellen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Banning aus dem Biochemischen 
Institut der Justus-Liebig-Universität Gießen überlassen. Die ursprüngliche Herkunft war das 
deutsche Krebsforschungszentrum in Heidelberg, mit freundlicher Weitergabe durch Frau Prof. 
Boukamp [84; 510]. Die Zellen befanden sich in Passage 9 bei Ankunft im Labor, eingefroren in 
CM1-Einfriermedium. 

2.2.2 Ausstattung, Instrumente und Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Laborinstrumente und Labormaterialien sind tabellarisch aufgelistet (Tabelle 
2 und Tabelle 3). 

Tabelle 2: Liste der verwendeten Laborinstrumente 

Gerät Name/Modell Hersteller 
Abzug 2-453-GAND Köttermann (Uetze-Hänigsen, Deutschland) 
Autoklav 3870 ELV Systec (Wettenberg, Deutschland) 
Backofen FD115#05-83275 Binder (Tuttlingen, Deutschland) 
Brutschrank Heraeus BB 6000 Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Durchlicht-Mikroskop 73002 Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 
Feinwaage ABJ 80-4M Kern GmbH (Balingen, Deutschland) 
Flockeneisbereiter Scotsman AF 80 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Fluoreszenz-Mikroskop DMI 6000B Leica (Wetzlar, Deutschland) 
Fluoreszenz-Mikroskop Keyence BZ-9000E Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland) 
Fluoreszenzmikroskop-
Kamera 

DFC345 FX Leica (Wetzlar, Deutschland) 

GeneArray Scanner 3000 Affymetrix (Santa Clara, USA) 
Haartrimmer Typ 1574 Moser (Unterkirnach, Deutschland) 
Konfokal-Mikroskop LSM 710 Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 
Konfokal-Mikroskop TCS SP2 Leica (Wetzlar, Deutschland) 
Kryostat Microm HM560 Thermo Scientific (Walldorf, Deutschland) 
Kugelmühle MM400 Retsch (Haan, Deutschland) 
Kühlschrank +4 °C FKS 5000-20 Liebherr-International Deutschland GmbH 

(Biberach an der Riß, Deutschland) 
Magnetrührer RCT IKA (Staufen, Deutschland) 
Maulwurfscheuche n.a. Conrad Electronic (Hirschau, Deutschland) 
Mikrotom Microm HM560 Thermo Scientific (Walldorf, Deutschland) 
Mikrotom HistoStar Thermo Scientific (Walldorf, Deutschland) 
Mikrowelle Intellowave LG Electronics Deutschland (Eschborn, 

Deutschland) 
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Gerät Name/Modell Hersteller 
NanoDrop 
Spektralphotometer 

ND-1000 PEQLAB (Erlangen, Deutschland) 

PCR System StepOne Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) 
PCR Werkbank 90-UV/PCR PEQLAB (Erlangen, Deutschland) 
pH-Meter pH 521 Wissenschaftlich-technische Werkstätten 

(Weilheim, Deutschland) 
Pipetten 2,5 μl, 10 μl, 100 μl, 

1000 μl, 5000 µl, 
Multi 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Pipettierhilfe Pipetboy Integra (Zizers, Schweiz) 
Rüttler VXR IKA (Staufen, Deutschland) 
Stand-Gefrierschrank –20 
°C 

GSU34431/04 Robert Bosch (München, Deutschland) 

Sterilwerkbank HS 18 Thermo Scientific (Walldorf, Deutschland) 
Tewameter TC350 Courage+Khazaka (Köln, Deutschland) 
Thermoblock BT 100 Kleinfeld Labortechnik (Gehrden, Deutschland) 
Thermocycler T-Gradient Biometra (Göttingen, Deutschland) 
Trockenschrank FD240#05-84308 Binder (Tuttlingen, Deutschland) 
Ultratiefkühlschrank Hera freeze 

HFU686Top 
Thermo Scientific (Walldorf, Deutschland) 

Vortexer REAX top Heidolph (Schwabach, Deutschland) 
Waage PJ360 Mettler (Gießen, Deutschland) 
Wasseraufbereiter Elix 10 UV Millipore (Schwalbach, Deutschland) 
Wasserbad MSZ 2850 Köttermann (Uetze-Hänigsen, Deutschland) 
Zentrifugen Rotina 380R / 

Universal 1200 / 
Mikro 220 
Centrifuge 5424 

Hettich (Tuttlingen, Deutschland) 
 
Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Tabelle 3: Auflistung aller Labormaterialien 

Material Spezifikation Hersteller 
Biopsie-Stanze 3 mm pfm medical (Köln, Deutschland) 
Brozell Tücher, fusselfrei 90663 Brod (Hanau, Deutschland) 
Cellscraper 541070 Greiner Bio-One (Frickenhausen, 

Deutschland) 
CryoPure Röhrchen 1,8 ml Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Deckgläser 24x60 mm R. Langenbrinck (Emmendingen, 

Deutschland) 
Dry Heat Indikator Tape 804-0226 VWR International GmbH 

(Darmstadt, Deutschland) 
Edelstahlkugeln 7 mm Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Falcon 15 ml, 50 ml BD Biosciences (Heidelberg, 

Deutschland) 
Färbetrog Assistent 1205 Karl Hecht GmbH (Sondheim, 

Deutschland) 
Fettstift Dako Pen Dako (Glostrup, Dänemark) 
Feuchtkammer mit 
Lichtschutz 

 
Eigene Konstruktion 

Filterkartuschen, steril 0,22 
µm 

Millex-FG, SLFG025LS Millipore (Carrigtwohil, Irland) 

Filterkartuschen, steril 0,45 
µm 

FP30/0,45CA-S Schleicher & Schuell (Dassel, 
Deutschland) 
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Material Spezifikation Hersteller 
Filterpapier MN 615 1/4 Machery-Nagel (Hoerdt, Frankreich) 
Filterpapier S&S Filter Paper Circles 100 

150 mm 
Schleicher & Schuell (Dassel, 
Deutschland) 

Glaswaren Flaschen, Messzylinder Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Grünes saugfähiges 
Handtuchpapier 

n.a. n.a. 

Hammer (Reflexhammer) n.a. n.a. 
Handschuhe Nobaglove Latex NOBA (Wetter, Deutschland) 
Handschuhe Nitra-Tex Ansell (Brüssel, Belgien) 
Handschuhe KC500 Kimberlay Clark (Koblenz, 

Deutschland) 
Kanülen, steril Butterfly-Nadel Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Messflaschen Vial 20 ml Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Multiwell-Plate 6 Well Becton Dickinson (Heidelberg, 

Deutschland) 
Neubauer Zählkammer 
Marienfeld 

631-111 VWR International GmbH 
(Darmstadt, Deutschland) 

Objektträger SuperFrost ® Plus R. Langenbrinck (Emmendingen, 
Deutschland) 

Objektträgerbox 50 Objektträger VWR (Darmstadt, Deutschland) 
Optische 
Versiegelungsfolie 

48-Well Life Technologies (Darmstadt, 
Deutschland) 

PCR-Platten 48-Well Life Technologies (Darmstadt, 
Deutschland) 

Pinzette, Einmalgebrauch AP0041 Seidel Medizin (Gautingen, 
Deutschland) 

Pipetboy n.a. Integra Biosciences (Biebertal, 
Deutschland) 

Pipettenspitzen, steril 10 μl, 100 μl, 1000 μl Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Pipettenspitzen, unsteril 10 µl, 100 μl, 200 µl, 1000 μl, 

5 ml 
Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Präparierbesteck Pinzetten, Scheren, Skalpelle Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
QIAshredder QIAshredder Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Reaktionsgefäße, steril 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Reaktionsgefäße, unsteril 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Serologische Pipetten, 
steril 

5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner Bio-One (Frickenhausen, 
Deutschland) 

Silikoneinsatz flexiPERM Greiner Bio-One (Frickenhausen, 
Deutschland) 

Spritzen 1 ml, 10 ml , 50 ml Braun (Melsungen, Deutschland) 
Steriles einmal Skalpell Nr. 21 pfm medical (Köln, Deutschland) 
Transferpipette, steril 3,5 ml Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Zellkulturflasche T-25 Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Zellkulturplatte für 
adherente Zellen 

6 Well Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Zellkulturschalen 35x10 mm Becton Dickinson (Heidelberg, 
Deutschland) 

2.2.3 Software 

Für die Erstellung der Arbeit wurden folgende Programme verwendet: Microsoft Office 
Professional 2010, GraphPad Prism 9.5.1, Adobe Photoshop 23.2.3, Leica Application Suite 
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3.7.4.23463, Leica AF 6000 LX, Carl Zeiss Microscopy ZEN 2.1 Release Version 11.0, 
GeneChip Operating Software 1.4, Affymetrix® Microarray Suite 5.0, NetAffx™ Analysis Center. 

2.2.4 Verbrauchsmaterialien 

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 4 aufgeführt, Fertiglösungen und 
weitere Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 5 zu finden. Lösungen (Lsg) und Puffer, die 
gesondert hergestellt wurden und in der Methodik nicht detailliert beschrieben sind, werden in 
Tabelle 6 aufgelistet. 

Tabelle 4: Verwendete Kits 

Material  Typ  Hersteller  
QuantiTect Probe PCR Kit (200) 204343 Qiagen (Hilden, 

Deutschland) 
DNase I, Amplifikationsstufe 18068015 Invitrogen (Darmstadt, 

Deutschland)  
SuperScript™ II Reverse Transcriptase 18064014 Invitrogen (Darmstadt, 

Deutschland)  
Zufällige Primer 48190011 Invitrogen (Darmstadt, 

Deutschland)  
dNTP-Set (100 mM) Lösung 10297018 Invitrogen (Darmstadt, 

Deutschland)  
AllPrep DNA/RNA Mini kit 80204 Qiagen (Hilden, 

Deutschland) 
Allprep DNA/RNA/miRNA Universal Kit 80224 Qiagen (Hilden, 

Deutschland) 
ApopTag Fluorescein-In-situ-Apoptose-
Detektions-Kit (TUNEL) 

S7110 Chemicon (Darmstadt, 
Deutschland) 

Affymetrix Mouse Genome 430A 2.0 900498 Affymetrix (Santa Clara, 
USA) 

RiboAmp RNA Amplification Kit  KIT0201 Arcturus (Sunnyvale, 
USA) 

BioArray HighYield RNA Transcript 
Labeling Kit 

ALEXENZ-42655-40 Enzo Life Sciences 
(Lörrach, Deutschland) 

 

Tabelle 5: Liste aller Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller  

4′,6-Diamidin-2-phenylindol dihydrochlorid (DAPI)  Roche (Mannheim, Deutschland)  
Aceton reinst, 99,7 % Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)  
Aluminiumhydroxid  Life Technologies (Darmstadt, 

Deutschland)  
AlumInject Fertiglösung Pierce Chemical (Etten-Leur, 

Niederlande) 
Antibiotische Antimykotische Mischung  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Aqua ad injectabilia Braun (Melsungen, Deutschland)  
Aqua dest. Braun (Melsungen, Deutschland)  
BDNF rekombinant Human Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Calciumdichlorid Hexahydrat Honeywell Fluka (Seelze, Deutschland) 
Diethyldicarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser  Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)  
Di-Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
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Material Hersteller  
Dulbecco`s PBS, steril PAA Laboratories (Pasching, 

Österreich) 
Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) ohne L-
Glutamin 

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM)-HG Cell Lines Service (Eppelheim, 
Deutschland) 

Einbettmedium Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound  Sakura (Staufen, Deutschland)  
Esel Normalserum  Dianova (Hamburg, Deutschland)  
Esketaminhydrochlorid, 25 mg/ml  Pfizer (Berlin, Deutschland)  
Essigsäure, 100 %  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Ethanol, 70 % Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)  
Ethanol, unvergällt, 100 %  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Ethanol, vergällt, 100 %  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin Thermo Scientific (Rockford, USA) 
Fetales Kälberserum  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Fluorescein Isothiocyanat-Avidin (FITC-Avidin)  Vector Laboratories (Burlingame, USA)  
Formalin, 37 % Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Gelfoam Gr.2x6x0,7 cm (12 – 7 mm) Pfitzer (Berlin, Deutschland) 
Giemsa Azur-Eosin Methylenblaulösung  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
HAES, 6 % Fresenius Kabi (Bad Homburg, 

Deutschland)  
Immersionsöl  Leica (Wetzlar, Deutschland)  
ImmunoSelect® Antifading Mountin Medium Dianova (Hamburg, Deutschland)  
Kaliumchlorid  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
L-Glutamin (50 µl/ml) Biochrom (Camebridge, 

Großbritannien) 
Lucifer yellow CH, lithium salt Life Technologies (Darmstadt, 

Deutschland)  
Magermilchpulver Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Methanol  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Monobasisches Kaliumphosphat  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Natriumchlorid (NaCl), 0,9 % für Injektionszwecke  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Natriumchlorid (NaCl), 0,9 %  Braun (Melsungen, Deutschland)  
Natriumchlorid, 1 kg Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (Na2HPO4) Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Natriumdodechylsulfat (SDS)  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Natriumhydroxid (NaOH)  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Nikotin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Ovalbumin Grade V  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Ovalbumin Grade VI  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Paraformaldehyd  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Penicillin-Streptomycin  Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)  
Pikrinsäure  AplliChem (Darmstadt, Deutschland)  
ProLong Gold Life Technologies (Darmstadt, 

Deutschland)  
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Material Hersteller  
Protein Kinase Cθ Pseudosubstrate Inhibitor Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 

Deutschland) 
Saccharose  Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)  
Salzsäure (HCl)  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Tris  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) HCl  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Triton X-100  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)  
Trypanblau, 0,1 %  Life Technologies (Darmstadt, 

Deutschland)  
Trypsin Becton Dickinson (Heidelberg, 

Deutschland) 
Vitracemid (Vitro-Clud ) R. Langenbrinck (Emmendingen, 

Deutschland)  
Wasser, steril  Braun (Melsungen, Deutschland)  
Wasserstoffperoxid (H2O2), 30 %  Merck (Darmstadt, Deutschland)  
Xylazinhydrochlorid, 2 %  Ceva (Düsseldorf, Deutschland)  
Xylol reinst, 1L Honeywell Fluka (Seelze, Deutschland) 
Ziegen Normalserum Dianova (Hamburg, Deutschland)  
β-Mercaptoethanol  Merck (Darmstadt, Deutschland)  

 

Tabelle 6: Zusammensetzung von Lösungen und Puffern 

Lösungs-Name Zusammensetzung 
CaCl2 Stocklösung (1mg/µl) Für 1 ml: 100 mg Calciumdichlorid Hexahydrat in 1000 µl Aqua ad 

injectabilia auflösen. Mit 0,22 µm Filter filtersterilisieren.  
Citrat-Puffer (0,02M, pH 6,0) Für 1 ml: 2,1 g Zitronensäuremonogenhydrat in 1000 ml Aqua dest. 

auflösen. Mit NaOH pH auf 6,0 einstellen  
DAPI-Lösung (1µg/ml) Stammlösung (2 ml): 10 mg DAPI in 2 ml Aqua dest. lösen. 

Lagerung dunkel und bei –20 °C. 
Gebrauchslösung: Stammlösung 1:5000 in Methanol lösen. 
Lagerung dunkel und bei 4 °C. 

Organtransportmedium Für 100 ml: 99 ml DMEM-Medium + 1 ml antibiotische 
antimykotische Mischung  

DMEM++ (HaCaT-
Vorkulturmedium) 

Für 10 ml: 9,9 ml DMEM-HG + 0,1 ml Penicillin-Streptomycin (1 %)  

DMEM+++ (Organkultumedium) Für 500 ml: 500 ml DMEM ohne L-Glutamin + 50 ml FBS (Hitze-
deaktiviert, filtersterilisiert) + 5 ml L-Glutamin + 5 ml antibiotische 
antimykotische Mischung 

HaCaT-Kulturmedium Für 13 ml: 12,61 ml DMEM basic + 260 µl FBS (2 %) + 130 µl 
Penicillin-Streptomycin (1%). Für 9,8 mM [Ca2+]i 22,62 µl CaCl2-
Stocklösung hinzufügen 

LANA-Fixierlösung  
(Paraformaldehyd-
Pikrinsäure) 

Lösung A: 20 g Paraformaldehyd + 125 ml Aqua dest., Auflösen bei 
58 °C. NaOH zugeben bis die Lösung aufklart. 70 ml gesättigte 
wässrige Pikrinsäure hinzugeben. Lösung filtrieren, mit Aqua dest. 
auf 250 ml auffüllen. 
Lösung B: 10,23 g Di-Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat + 
2,99 g Natrium-dihydrogenphosphat-Monohydrat. Mit Aqua dest. 
auf 250 ml auffüllen  
Lösung A und B im Verhältnis 1:1 mischen, pH bei 6,9 

Narkoselösung Stammlösung (1 ml): 800 μl Esketaminhydrochlorid + 200 μl 
Xylazin-hydrochlorid 2 %  
Gebrauchslösung: Stammlösung 1:3 mit sterilem NaCl 0,9 % 
verdünnen 
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Lösungs-Name Zusammensetzung 
Ovalbumin 
Immunisierungslösung  
(OVA V) 

Für 2 ml: 1 mg OVA V + 2 ml steriles PBS. 100 µl/Maus intradermal 
injizieren 

Ovalbumin 
Sensibilisierungslösung  
(OVA VI) 

Stammlösung (400 µg/ml): 6000 µg Ovalbumin Grad VI + 15 ml 
steriles PBS  
Sensibilisierungslösung (frisch ansetzen): 1,5 ml Ovalbumin Grad 
IV Stammlösung + 1,5 ml AlumInject Fertiglösung (45 mg/ml) 
Beide Lösungen über 15 min Suspendieren. 100 µl/Maus s.c. 
injizieren  

Phosphat-gepufferte Saline 
(PBS) 

Für 2 L: 16 g NaCl + 0,4 g Kaliumchlorid + 2,88 g 
Natriumdihydrogen-phosphat-Monohydrat + 0,48 g monobasisches 
Kaliumphosphat. In 2 Liter Aqua dest. auflösen und pH-Wert mittels 
HCl oder NaOH auf 7,4 einstellen 

Saccharose-Puffer, 10%  
(0,1M, pH 6,9) 

50 g Saccharose + 6,22 g Di-Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat 
+2,06 g Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat 

Starvation-Medium mit 9,8 mM 
Calcium 

Für 15 ml: 14,92 ml DMEM basic + 75 µl FBS (0,5 %) + 26,3 µl 
CaCl2 Stocklösung 

Tris-gepufferte 
Kochsalzlösung  
(TBS) 

Für 4 L: 3,6 g Tris + 27,4 g Tris Hydrochlorid + 35,12 g NaCl in 4 
Liter Aqua dest. auflösen und pH-Wert mittels HCl oder NaOH auf 
7,4 einstellen 

2.2.5 Antikörper 

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikörper (AK) und Antikörperprodukte 
für die Immunhistochemie (IHC) werden in Tabelle 7 aufgeführt. Von den getesteten und 
genutzten AK entsprachen die Ergebnisse des anti-Ocl-AK nicht den Berichten der Literatur und 
wurden als unspezifisch eingestuft. Der getestete anti-phospho-Claudin-AK war für die IHC 
wiederum nicht etabliert. Färbungen mit verschiedenen Protokollen führten zu keinem 
nutzbaren Färbeergebnis, sodass mit dieser Methodik keine Aussage zur CLDN-1-
Phosphorylierung möglich war. Beide AK werden in den Ergebnissen nicht aufgeführt. 

 

Tabelle 7: Liste der verwendeten Antikörper für die immunhistochemischen Färbungen 

Abkürzungen: HOK= Hautorgankultur, Kan= Kaninchen, Pk= Polyklonal, Prim= Primärantikörper, Sek= 
Sekundärantikörper 

Antikörper Spezi
es 

Bestell-
Nr. 

Hersteller Koppelun
g 

Funktio
n 

Lösung 

anti-Claudin 1 Kan, 
Pk 

71-7800 Invitrogen 
(Camarillo, USA) 

keine Prim 1:50, 1:25 
für HOK 
und 
HaCaT 

anti-Filaggrin  Kan, 
Pk 

ab24584 Abcam (Cambridge, 
UK) 

keine Prim 1:500, 
1:250 

anti-
Involucrin 

Kan, 
Pk 

ab53112 Abcam (Cambridge, 
UK) 

keine Prim 1:20 

anti-
Kaninchen 
Fab Fragment 

Esel, 
Pk 

711-007-
003 

Dianova (Hamburg, 
Deutschland)  

keine FAB-
Fragme
nt 

1:100, 
1:25 für 
HaCaT 

anti-
Kaninchen 

Esel, 
Pk 

711-546-
152  

Dianova (Hamburg, 
Deutschland)  

Alexa 
Fluor 488 

Sek 1:200 

anti-
Kaninchen 

Esel, 
Pk 

711-166-
152  

Dianova (Hamburg, 
Deutschland)  

Cy3 Sek 1:200 

anti-
Kaninchen 

Ziege, 
Pk 

111-226-
047 

Dianova (Hamburg, 
Deutschland)  

Cy2 Sek 1:200 



 

46 

Antikörper Spezi
es 

Bestell-
Nr. 

Hersteller Koppelun
g 

Funktio
n 

Lösung 

anti-Keratin 
14 

Kan, 
Pk 

PRB-
155P 

Covance bzw. HISS 
Diagnostics 
(Freiburg i.Br., 
Deutschland) 

keine Prim 1:1000 

anti-Ki-67 (H-
300) 

Kan, 
Pk 

sc-15402 Santa Cruz 
Biotechnology 
(Heidelberg, 
Deutschland) 

keine Prim 1: 100 

anti-Nicotinic 
Acetylcholine 
Receptor 
alpha 7 

Ziege, 
Pk 

ab110851 Abcam (Cambridge, 
UK) 

keine Prim 1:200 

anti-Occludin Kan, 
Pk 

71-150, 
Lot-Nr.: 
QD21556
1 

Thermo Scientific 
(Rockford, USA) 

keine Prim 1:50, 
unspez. 
Färbung 

anti-Phospho-
Tyr210 
Claudin 1 

Kan MBS9384
236, Lot.-
Nr. 
07/2017 

Biozol (Eching, 
Deutschland) 

keine Prim 1:25/ 
1:50, 
keine 
Färbung 

anti-Ziege Esel, 
Pk 

705-166-
147 

Dianova (Hamburg, 
Deutschland)  

Cy3 Sek 1:200 

anti-ZO-1 Kan, 
Pk 

61-7300 Invitrogen 
(Camarillo, USA) 

keine Prim 1:50 

2.2.6 PCR-Primer 

Die Liste der für die Polymerase Kettenreaktion (Real-Time detection PCR, qPCR), 
verwendeten Primer und Sonden sind in Tabelle 8 aufgelistet, diese wurden alle von TIB MolBiol 
(Berlin, Deutschland) bezogen. 

 

Tabelle 8: Liste der verwendeten Primer und Sonden der Polymerasen-Kettenreaktion 

Gen GenBank Nr. Sequenz 

Claudin 1 NM_016674.4 Vorwärts: CAgATACAgTgCAAAgTCTTCgACT  
Rückwärts: gCCAATTACCATCAAggCTCg  
TaqMan : FAM-CTTgCTgAATCTgAACAgTACTTTgCAggC--
BBQ 

ZO-1 NM_009386.2 Vorwärts: CTgTCCCTgTgAgTCCTTCAg  
Rückwärts: ggCTCAgCAgAgTTTCACCT  
TaqMan: FAM-CATACTgTAgTggCTACAgCTCgTggC—BBQ 

Occludin NM_008756.2 Vorwärts: CAggAgATTCCTCTgACCTTgAg  
TaqMan: FAM-CCTCggTACAgCAgCAATggTAACCTAg--BBQ 
Rückwärts: ggTggATATTCCCTgACCCAgT 

nAChRα7  NM_007390  Vorwärts: gCCCTTgATAgCACAgTACTTCg  
Rückwärts: gATCCTggTCCACTTAggCATTT  
TaqMan: 6FAM-CAgTggTCgTgACAgTgATTgTgCTgC-BBQ  
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2.3 Methoden  

2.3.1 AlD-Mausmodell 

Die Haltung der Mäuse erfolgte auf Grundlage des Tierschutzgesetzes und gemäß 
der zu dem Zeitpunkt gültigen Tierschutz-Richtlinie der Charité (Projektnummer G 0075/03), 
sowie nach Genehmigung durch das Landesamt für Gesundheit und Soziales (LAGeSo, Berlin, 
Deutschland).  

Nach Eintreffen in den Laboren wurden die Mäuse zufällig 6 Versuchsgruppen 
zugeordnet (Abb. 4): Kontrolle, Stress, AlD, AlD und Stress (AlD+), AlD+ mit anti-NGF-AK 
(aNGF) bzw. anti-BDNF-AK (aBDNF). Es wurden 10 Mäuse pro Gruppe eingeteilt und für eine 
Woche an die Umgebungsbedingungen gewöhnt. Dabei wurde ein 12-h-Helligkeit/Dunkelheits-
Zyklus eingehalten, mit stabiler Raumtemperatur (RT) um 22 – 24 °C, in keimarmer Umgebung 
und freier Verfügbarkeit von Wasser und Futter.  

Nach der Eingewöhnungszeit erfolgte bei den AlD-Gruppen die Induktion der 
Neurodermitis-ähnlichen allergischen Dermatitis [528]. Hierfür erfolgte an den Tagen 1 und 14 
die Sensibilisierung mittels s.c. Gabe von frisch angesetzter OVA Grad VI Sensibilisierungs-Lsg 
(20 µg OVA VI). Als Adjuvanz wurde zur Induktion einer TH2-gewichteten Immunreaktion 
Aluminiumhydroxid (2,25 mg pro Maus und Sensibilisierung) verwendet [136; 600]. Die 
Provokation der Hautinflammation erfolgte durch eine intradermale Injektion von OVA (50 µg 
OVA V) an Tag 21 des Tierversuches. Hierfür wurden die Tiere nacheinander mit Narkose-Lsg 
narkotisiert. Direkt nach Eintreten der Narkose wurde die Rückenhaut rasiert und an zwei 
Stellen der Rückenseite insgesamt 100 µl der Immunisierungs-Lsg injiziert.  

Zur Untersuchung der Auswirkung von Stress wählten wir akustische Reize. Hierfür 
wurde eine Maulwurfscheuche verwendet, die auf den Käfigen platziert wurde und einen 300-
Hz-Ton von 75 dB, in unregelmäßigen Abständen 4 mal die Minute, emittierte. Als Stressdauer 
wählten wir 24 h, da für diese Dauer eine moderate Stresswirkung vorbeschrieben ist und lokale 
wie systemische Auswirkungen einer akuten Stressreaktion zu erwarten sind [339]. Der 
Stresszeitpunkt wurde direkt vor der Ekzeminduktion gewählt.  

Die Modulation der NGF- und BDNF-Wirkung erfolgte durch eine intraperitoneale 
Gabe von neutralisierenden AK. Die Menge des aNGF-AK (anti-NGF Factor 2.5S fraktioniertes 
Antiserum aus Kaninchen, Sigma, B.Nr. N6655, Lot Nr. 076K6095) wurde anhand vorheriger 
Publikationen auf 200 µl einer 1:1500 sterilen phosphatgepufferten Kochsalz-Lsg (phosphate-
buffered saline, PBS)-verdünnten AK-Lsg festgelegt [539; 542]. Für die Inaktivierung des BDNF 
wurde die Dosis von 100 µl einer 500 µg/ml aBDNF-Lsg (anti-Human BDNF aus Huhn, 
Promega, B.Nr. G1641, Lot Nr. 242412) gewählt, die bei OVA-Sensibilisierung bereits 
untersucht wurde [94]. Beide NT-AK wurden 30 min vor Beginn und direkt nach Beendigung der 
Stressphase appliziert. 30 min nach der jeweils zweiten AK-Applikation erfolgte die AlD-
Induktion, sodass ausreichend Zeit zur Entwicklung der funktionellen Aktivität der AK gegeben 
war. 
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Abb. 4: Graphische Darstellung des in-vivo Versuchsaufbaus  

Bei der Gruppenzuordnung steht Schwarz für die Kontrollgruppe, Dunkelblau für Stress, Hellblau für die atopischer-
Dermatitis-ähnliche allergische Dermatitis (AlD), Rot für AlD und Stress (AlD+), Dunkelgrün für AlD+ mit 
Antagonisierung des Neurotrophins NGF (aNGF), Hellgrün für AlD+ mit Antagonisierung des Neurotrophins BDNF 
(aBDNF). SENS indiziert die Zeitpunkte der s.c. OVA-Sensibilisierungen an Tag 1 und 14 des Versuchs. PROV steht 
für die intradermale OVA-Provokation des AlD-Ekzems an Tag 21. Dem voraus geht je nach Gruppe eine 24-h-
Episode akustischer Stress, wie durch den dunkelblauen Balken dargestellt. Die Gabe neutralisierender anti-
Neurotrophin-Antikörper erfolgte jeweils 30 min vor Stressbeginn und direkt nach Stressbeendigung, bzw. 30 min vor 
Provokation des Ekzems. 48 h nach Provokation wurden die Mäuse getötet und die Proben entnommen.  

2.3.1.1 TEWL 

In der Stressgruppe erfolgte die TEWL-Messung direkt nach Beenden des akustischen 
Stresses, bei den AlD-Gruppen 48 h nach Ekzeminduktion. Für die Messung wurden die Tiere 
nacheinander narkotisiert und anschließend der Wasserverlust im Bereich der zuvor rasierten 
rechten Rückenhaut für die Dauer von 1 min aufgezeichnet. Dabei wurden durch das 
Tewameter die Mittelwerte alle 2 s berechnet und ausgegeben. Während der Messungen 
herrschten standardisierte Umgebungsbedingungen mit einer konstanten relativen 
Luftfeuchtigkeit (rF) und Temperatur (22 – 24 °C), sowie Vermeidung von direktem Lichteinfall 
und überflüssiger Luftbewegung.  

1Tag : 14 2120 23

SENS SENS PROV

1Tag : 14 2120 23

SENS SENS PROV

1Tag : 14 2120 23

1Tag : 2120 23

SENS SENS PROV

1Tag : 14 21 23

1Tag : 23

SENS SENS PROV
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2.3.1.2 Probengewinnung 

Direkt nach Beenden der TEWL-Messung wurden die ersten 5 Tiere pro Gruppe per cervicaler 
Dislokation getötet, mit Gewebeernte innerhalb der ersten 1 – 3 min. Hierfür wurde Rückenhaut 
mittels sterilen Instrumenten entnommen und für die PCR mit Flüssigstickstoff schockgefroren 
[310]. Die weiteren 5 Mäuse jeder Gruppe wurden nacheinander mit einer letalen Dosis der 
Narkose-Lsg getötet. Die Blutleere wurde mittels Injektion von 20 ml einer 6 % HAES-Lsg in 
den linken Ventrikel erreicht, anschließend wurde die Maus perfusionsfixiert. Hierfür wählten wir 
40 ml einer Mischung aus Paraformaldehyd und Pikrinsäure (LANA-Lsg), um die Morphologie 
der zu untersuchenden Gewebe für die IHC möglichst zu erhalten [542]. Die Rückenhaut wurde 
nach Perfusionsfixierung entnommen und für 2 h bei RT in einer LANA-Lsg nachfixiert. Über 
Nacht wurden die Proben in 10 % Saccharosepuffer bei 4 °C zur Kryoprotektion gelagert. Für 
die IHC wurde die Haut parallel der Wirbelsäule herausgeschnitten und U-förmig mit der Haar-
Seite nach innen in das Einbettmedium eingebettet, mit Flüssigstickstoff gefroren und bei –
80 °C gelagert [310; 582]. 

2.3.2 Hautorgankultur 

Die Tötung der Mäuse für die HOK erfolgte mittels cervicaler Dislokation. Dafür 
wurden sie im Vorfeld narkotisiert, der Rücken rasiert, mit 70 % Ethanol und anschließend 
sterilem PBS gewaschen. Direkt nach Tötung der Tiere erfolgte die Probengewinnung. Unter 
sterilen Bedingungen wurde die Rückenhaut entnommen und in ein Falcon mit 
Transportmedium überführt, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Biopsieentnahme und 
weitere Verarbeitung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Wir entnahmen 3 mm Stanzbiopsien 
der Vollhaut, nach bereits etablierten Protokollen und nur aus Bereichen im telogenen 
Haarstadium [538].  

Ein 6-Well-Plate wurde im Vorfeld vorbereitet, mit 2 Gelfoam-Stücken pro Well, in 
jeweils 5 ml Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM), versetzt mit L-Glutamin, fetalem 
Kälberserum (FBS) und einer antibiotisch-antimykotischen Mischung (DMEM+++). Auf jedes 
Gelfoam-Schwämmchen wurden drei Biopsien mit der Dermis nach unten platziert. Sofort 
danach wurden die 6-Well-Plates in den Brutschrank überführt und bei 37 °C, 5 % CO2 und 
100 % rF für 24 h inkubiert. Zu Stimulation wurden, nach den ersten 30 min Inkubation, die 
Stoffe Nikotin (10 µM) [467], BDNF (5 ng/ml) [534], oder eine Kombination der beiden in das 
Medium jedes Wells zugefügt. Die Ziel-Konzentrationen wurden anhand der Literatur ermittelt, 
da bei diesen Konzentrationen zelluläre Effekte festgestellt wurden. Auch sollten toxische 
Effekte beider Substanzen gering gehalten werden. Alle Stimulationen wurden dreimal 
wiederholt. 

Zur ex-vivo Testung der Barrierefunktion der Hautproben wurden entweder die 
Substanzen Lucifer Yellow (LY) oder Biotin eingesetzt. LY ist als Lithiumsalz ein gut 
wasserlöslicher Fluoreszenzfarbstoff mit geringer molekularer Größe, der sich in Lsg anionisch 
verhält und in Färbekonzentrationen kaum toxische Aktivität besitzt [293]. LY ist ein etablierter 
Farbstoff zu Darstellung intakter TJ [280; 621]. Wir applizierten 1 µl einer 0,5 mg/µl LY-Lsg auf 
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die Oberfläche der Biopsien. Im Vorfeld wurden hierfür 25 mg des LY mit 50 µl Aqua ad 
injectabilia aufgelöst. Die Inkubationszeit des LY betrug 2 h. Biotin wurde in Form eines Sulfo-
N-Hydroxysulfosuccinimide (NHS)-Esters verwendet, da es in dieser Form gut wasserlöslich ist 
und sich durch Nutzung von Avidin effektiv anfärben lässt [197; 733]. Sulfo-NHS-Biotin ist 
bereits bei der Barrieretestung der Haut erfolgreich eingesetzt worden, mit Diffusionsstop an 
den intakten TJ nach Injektion in die Dermis [92; 236; 608]. Zur Barrieretestung beimpften wir 
die Gelfoams der entsprechenden Biopsien mit 28 µl einer 2 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin-Stamm-
Lsg. Die weitere Inkubationszeit betrug 30 min. 

Nach Beenden der Stimulation und Tracer-Inkubation wurden die Biopsien für die 
PCR mit 4 °C kaltem PBS gewaschen, in ein Cryo-Röhrchen überführt und sofort in flüssigem 
Stickstoff eingefroren. Für die IHC wurden die Proben ebenso in kaltem PBS gewaschen. 
Anschließend wurden sie mit der Dermis nach unten in das Einbettmedium eingebettet und mit 
flüssigem Stickstoff eingefroren. Beide Probenarten wurden bis zur Weiterverarbeitung bei –
80 °C gelagert. 

2.3.3 HaCaT-Zellkultur 

Die im Einfriermedium bei –80 °C gelagerten HaCaT-Zellen wurden im Wasserbad 
bei 37 °C schnell aufgetaut und in 15 ml eines vorgewärmten DMEM-Fertigmediums gegeben, 
das mit 4.5 g/L Glucose, L-Glutamin und 10 % FBS versetzt war (DMEM-HG). Die hierdurch 
entstehende Suspension wurde für 3 min bei RT und 300 G zentrifugiert. Nach Abnahme des 
Überstandes wurde das Pellet mit 10 ml vorgewärmtem DMEM-HG, versetzt mit Penicillin-
Streptomycin (DMEM++), resuspendiert und mit je 5 ml Zellsuspension auf eine T25-
Zellkulturflasche für adhärente Zellen verteilt. Die erste Wachstumsphase der HaCaT-Zellen 
betrug 3 Tage bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 % rF, dann erfolgte die nächste Passage. Aus den 
T25-Zellkulturflaschen wurde das Medium abgenommen und 2 ml einer vorgewärmten, frisch 
angesetzten und sterilen 0,05 % Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Lsg in PBS aufgetragen 
und für 10 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Diese Lsg wurde wiederum abgenommen und 
2 ml einer frisch angesetzten, vorgewärmten und sterilen 0,05 % Trypsin- 0,025 % EDTA-Lsg 
in PBS auf die Zellen gegeben. Die Trypsin-EDTA-Lsg wurde für ca. 3 min auf den Zellen 
inkubiert, unter mikroskopischer Kontrolle. Sobald die Zellen von der Zellkulturflasche gelöst 
waren, beendeten wir die Enzymreaktion durch Zugabe von 8 ml vorgewärmtem DMEM-HG.  
Es folgte das Überführen der Zellsuspension in ein 1,5 ml fassendes steriles Reaktionsgefäß, 
sowie die Entnahme von 10 µl Zellsuspension für die Zellzählung. Die Zentrifugation der 
restlichen Suspension erfolgte bei 300 G für 3 min. Während der Zentrifugation wurden die 10 µl 
Zellsuspension mit 10 µl 0,1 % Trypanblau versetzt. Davon wurden 10 µl auf die Neubauer-
Zählkammer überführt. In allen 4 Quadranten der Zählkammer wurden die vitalen Zellen gezählt 
und der Mittelwert hieraus berechnet. Dieser wurde mit der Konstante der Neubauer-Kammer 
multipliziert (104) und dann verdoppelt, um die Verdünnung mit Trypanblau auszugleichen. 
Durch die Multiplikation mit dem Volumen der gesamten Zellsuspension ergab sich die Anzahl 
der Zellen im 1,5 ml Reaktionsgefäß.  
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Aus dem zentrifugierten Reaktionsgefäß wurde der Überstand abgenommen und 
vorgewärmtes HaCaT-Kulturmedium zugegeben, sodass eine Konzentration von 200 
Zellen/100 µl Suspension erreicht wurde. Die HaCaT-Zellen wurden anschließend in T75-
Zellkulturflaschen für adhärente Zellen ausgesät, mit einer Konzentration von 104 Zellen/cm2. 
Es erfolgte eine weitere Kultur für 3 Tage, mit regelmäßiger mikroskopischer Kontrolle.  

Am Tag 7 der HaCaT-Kultur erfolgte die Calcium-Differenzierung. Hierfür wurden die 
Zellen wie oben beschrieben passiert. Für die neue Aussaat wählten wir eine Zellkulturplatte für 
adhärente Zellen, mit einer Dichte von ca. 83.300 Zellen/cm² Well. Da über 85 % Konfluenz 
notwendig sind, um eine Differenzierung der HaCaT-Zellen zu erreichen und zu erhalten [168], 
wurde die Zellkonzentration hoch genug für eine Konfluenz gewählt, sodass nach 72 h Kultur 
die Bildung intakter TJ induziert werden konnte [372; 462]. Die initiale Calciumkonzentration 
([Ca2+]i) des HaCaT-Kulturmediums lag bei 1,8 mM, der üblichen [Ca2+]i für HaCaT [70; 143], 
bei der anhand der Literatur nach etwa 3 Tagen Kultur eine geringe Differenzierung erreicht 
werden kann [70]. Weitere Studien zeigten bessere Differenzierungsergebnisse ab 2,8 mM 
Calcium [168; 693] bzw. die Bildung von funktionalen TJ bei noch höheren [Ca2+]i von 9,8 mM 
[27], sodass wir uns für den Vergleich von 1,8 mM und 9,8 mM [Ca2+]i entschieden. Durch 
Zugabe einer CaCl2-Lsg erhöhten wir die [Ca2+]i in Teilen der 6-Well-Plate. Die weitere 
Inkubation erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 % rF.  

Nach weiteren 48 h erfolgte die Stimulation der HaCaT. Hierfür wählten wir aufgrund 
der optimaleren morphologischen Kriterien die Zellen mit hoher [Ca2+]i (9,8 mM). Eine Gruppe 
von HaCaT-Zellen wurde zur Inhibition der PKCθ mit einem PKCθ-Pseudosubstrat-Inhibitor 
(PKCθ-PI) 1 h vor Stimulationsbeginn präinkubiert. Hierzu wurde der PKCθ-PI (sc-3097 von 
Santa Cruz Biotechnology, Lot Nr. b2115) nach Herstellerangaben rehydriert und nach einem 
Mediumwechsel in die zu präinkubierenden Wells gegeben, sodass eine Konzentration von 
10 µM erreicht wurde. Zu Beginn der Stimulation wurde das Medium aller Wells entfernt und 
anschließend 4 ml frisch angesetztes und vorgewärmtes Starvation-Medium hinzugegeben 
(DMEM-Medium mit 0,5 % FBS, mit 9,8 mM [Ca2+]i), um die Proliferationsprozesse zu 
vermindern und die Differenzierung weiter zu unterstützen. Als Stress-Korrelat wählten wir H2O2 
in einer Konzentration von 0,1 mM, da in dieser Konzentration ein Effekt auf das cholinerge 
System der Haut gezeigt wurde [603]. Dazu wurde aus 30 % H2O2 über Zugabe von Aqua dest. 
eine 1 mM-Lsg frisch angesetzt und hiervon 4 µl zum Medium des jeweiligen Wells gegeben. 
Für die PKCθ-PI-Gruppen wurde zusätzlich die PKCθ-PI-Konzentration von 10 µM durch Zugabe 
des Inhibitors in das Medium erreicht. Anschließende Inkubation für 24 h bei 37 °C, 5 % CO2 
und 100 % rF.  

Nach Abschluss der Stimulation wurden die Zellen in den Wells nacheinander mittels 
Cellscraper gelöst und mit dem zugehörigen Medium in ein Falcon überführt. Die Falcons 
wurden bei 300 G für 3 min bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf ca. 1000 µl 
verworfen. Mit dem verbleibenden Überstand wurden die Zellen resuspendiert und 50 µl für den 
Cytospin entnommen. Die Zellsuspension wurde über einen flexiPERM Silikoneinsatz auf einen 
Objektträger (OT) gegeben. Nach 10 min Standzeit bei RT erfolgte die Fixierung der Zellen über 
Zentrifugation bei 300 G für 3 min. Nach dem Entfernen des Überstandes wurden die OT 5 min 
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bei RT getrocknet, mit anschließender Entfernung des flexiPERM. Weiteres Trocknen der OT 
für 20 min bei RT. Fixation mit eiskaltem Aceton für 10 min, dann erneutes Trocknen für 10 min 
bei RT. Einfrieren der OT bei –20 °C bis zur Färbung.  

2.4 Datenerhebung und Messmethoden 

2.4.1 Anfertigung der Gewebeschnitte 

Die gefrorenen, eingebetteten Proben wurden auf –20 °C temperiert. Mittels eines 
Microtoms wurden Schnitte mit 8 µm, 10 µm oder 14 µm Dicke angefertigt und mit SuperFrost® 
Plus-OT aufgenommen. Die Schnittfläche der Proben wurde anschließend mit Eindeckmedium 
versiegelt und die Proben wieder bei –80 °C gelagert. Die Gewebeschnitte wurden bei RT unter 
kontinuierlicher Luftzufuhr für 1 h getrocknet und anschließend entweder direkt für die Färbung 
verwendet oder für einen späteren Zeitpunkt in OT-Boxen bei –20 °C aufbewahrt.  

2.4.2 Färbemethoden 

2.4.2.1 Giemsa-Färbung 

Die OT, die bei –20 °C gelagert waren, wurden für 30 min getrocknet, bei RT und 
kontinuierlicher Luftzufuhr. Anschließend wurden sie 5 min in PBS bei RT gewaschen. Wenn 
nicht perfusionsfixiert, wurden die Schnitte nun für 10 min mit  
–20 °C kaltem Aceton fixiert und anschließend erneut in PBS bei RT gewaschen (3 mal 5 min). 
Die Giemsa-Lsg wurde 1:10 in PBS verdünnt und die Schnitte darin für 30 min gefärbt. 
Anschließend wurden die Schnitte mit Aqua dest. abgespült und unter mikroskopischer 
Kontrolle jeweils kurz mit 0,02 % Essigsäure behandelt. Je nach Intensität der Färbung wurde 
10 min mit der Giemsa-Lsg nachgefärbt oder nochmals in 0,02 % Essigsäure getaucht, bis die 
Zellkerne deutlich blau gefärbt waren und das Zytoplasma rosa zur Darstellung kam. Es folgte 
dann eine Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe, mit Inkubation der Schnitte für 
jeweils 20 s in 70 %, 95 % und 100 % Ethanol bei RT. Anschließend Fixierung mit Xylol 
(2 mal 5 min), sowie Eindeckeln mit Vitracemid. Abschließendes Trocknen der OT bei RT für 
1 h, danach Lagerung bis zur mikroskopischen Untersuchung bei –20 °C. 

2.4.2.2 IHC - Färbeprotokolle 

OT die bei –20 °C aufbewahrt wurden, wurden vor dem Färbevorgang nochmals 1 h 
bei RT und kontinuierlicher Luftzufuhr getrocknet. Das Gewebe auf den OT wurde knapp mit 
einem Fettstift umrandet. Pro cm² umrandeter Fläche wurden 75 µl benötigte Flüssigkeit für die 
Färbungen berechnet. Nach Ende der Trocknungszeit wurden die Schnitte gewaschen (3 mal 
5 min). Als Waschsubstanz und Färbepuffer wurde standardmäßig Tris-gepufferte Kochsalz-
Lsg (tris-buffered saline, TBS) verwendet. Lediglich bei den Penetrationstests mit Biotin wurde 
das aminfreie PBS verwendet. Im Weiteren wird die Färbemethode mit TBS beschrieben. Wenn 
nicht anders angegeben erfolgte das Waschen für 3 mal 5 min bei RT in TBS. Ab dem ersten 
Waschschritt wurden die OT in einer Feuchtkammer, die 100 % rF und Lichtschutz ermöglichte, 
gelagert und inkubiert. Schnitte von Proben, die nicht perfusionsfixiert waren, wurden nach 
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einem ersten Waschen für 5 min mit –20 °C kaltem Aceton fixiert, mit anschließendem 
Waschschritt.  

Um im Gewebe vorhandene AK, die gegen die Spezies des Sekundär-AK gerichtet 
sind, zu binden und eine unspezifische Färbung zu reduzieren, wurde nach Waschen, Fixation 
und dem Antigendemaskierungsschritt (s. Kapitel 2.4.2.3) ein Block mit 5 % Normalserum (NS) 
der Spezies des Sekundär-AK durchgeführt, in TBS. Die Inkubationszeit betrug 30 min. Nach 
Abklopfen der Blocklösung wurde der Primär-AK aufgebracht. Verwendet wurden die AK in 
Tabelle 7, in den angegebenen Konzentrationen. Bei Abweichungen von den Konzentrationen 
wird im Text oder in den Abbildungen darauf hingewiesen. Um Antigene in der Zellmembran 
und im Zytoplasma zugänglich zu machen wurde gemeinsam mit dem Primär- und Sekundär-
AK das nicht-ionische Tensid Triton®-X100 in einer 0,03 % Konzentration zum TBS zugefügt 
(TBS-T). Zusätzlich wurde 2 % NS der Spezies des Sekundär-AK hinzugegeben. Die Inkubation 
der Schnitte erfolgte über Nacht bei 4 °C und 100 % rF. Am Folgetag wurden die OT 
gewaschen. Der Sekundär-AK wurde in TBS-T mit 2 % NS der AK-Spezies gemischt und auf 
den Schnitten für 1 h bei 37 °C und 100 % rF inkubiert. Dieser und alle weiteren Schritte 
erfolgten unter Lichtschutz. Wir verwendeten die Sekundär-AK aus Tabelle 7 in einer 1:200 
Konzentration, wenn nicht anders angegeben. Nach Inkubation des Sekundär-AK erfolgte ein 
Waschen der OT. Es schloss sich eine Mastzellfärbung mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-
konjugiertem Avidin in 1:5000 Konzentration in TBS an, für 20 min bei 37 °C und 100 % rF. Das 
FITC-Avidin bindet mit hoher Affinität Biotin, das in hohen Konzentrationen in Mastzellgranula 
vorhanden ist und somit eine geeignete Färbemethode für Mastzellen darstellt [74]. Zusätzlich 
führten wir dieses Färbeverfahren beim Biotin-Penetrationstest durch, zur Darstellung des 
penetrierten Biotins. Nach der Inkubation wurden die OT gewaschen. Zuletzt fand eine Färbung 
der Zellkerne statt, mit einer 1 µg/ml 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Lsg. Die Inkubation 
erfolgte für 5 min in 4 °C kalter DAPI-Lsg. Dies ergab eine klare, intensive Färbung der Nuclei. 
Letztes Waschen. Die OT wurden zuletzt mit einem aushärtenden Eindeckmedium 
eingedeckelt, das die Photobleichung reduziert. Wir verwendeten hierfür ProLong® Gold. Im 
Anschluss wurden die OT für 24 h bei 4 °C bis zum Erreichen des Aushärtens aufbewahrt. Die 
langfristige Aufbewahrung erfolgte bei –20 °C. 

Bei den Hautorgankulturen führten wir neben den oben aufgeführten Färbungen auch 
eine Apoptosen- und Proliferationsanalyse durch. Hierfür wurde eine Doppelfärbung mit 
„Deoxynucleotidyltransferase (TdT) mediated dUTP nick-end labeling“ (TUNEL) und Ki-67-AK 
etabliert. Bei der TUNEL-Methode wird eine apoptotisch bedingte DNA-Spaltung sichtbar 
gemacht, durch eine enzymatische Koppelung von dUTP an 3‘-Enden von DNA-
Doppelstrangbrüchen, was durch die TdT katalysiert wird. Wir verwendeten hierfür hapten-
modifizierte dUTPs, die mit Digoxigenin gekoppelt waren und in einem zweiten Schritt mittels 
anti-Digoxigenin-AK sichtbar gemacht wurden, die mit einem Fluorophoren konjugiert waren 
[422; 491]. Die Ki-67-Färbung wiederum nutzt einen Primär-AK gegen das nukleäre Protein Ki-
67 [249], das in der G0-Phase von Zellen nicht nachweisbar ist und entsprechend einen 
gängigen Proliferationsmarker darstellt [610].  
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Die Schnitte der HOK wurden 10 min bei RT aufgetaut und anschließend mit 10 % 
Formalin in PBS fixiert bei RT. Waschen für 3 mal 5 min in PBS, anschließende Postfixierung 
mit 30 % Ethanol und 10 % Essigsäure in Aqua dest., bei –20 °C für 10 min. Erneutes Waschen 
für 3 mal 5 min in PBS, dann knappe Umrandung der Schnitte mit Fettstift. Das TUNEL-Kit 
(ApopTag Fluorescein-In-situ-Apoptose-Detektions-Kit) beinhaltete alle Lsg, sowie die 
notwendigen Kunststoff-Deckgläschen. Der Equilibrierungspuffer wurde auf die Schnitte 
aufgebracht, bei RT mit 13 µl pro cm² umrandeter Fläche, und für die Inkubationszeit von 5 min 
mit einem Deckgläschen abgedeckt. In der Zeit wurde das TdT-Reaktionsgemisch angefertigt, 
mit 70 % Reaktionspuffer und 30 % des TdT-Enzyms. Das Deckgläschen wurde entfernt, die 
Lsg vom Schnitt abgeklopft und pro Schnitt 10 µl des TdT-Reaktionsgemisches aufgebracht, 
mit einem neuen Deckgläschen abgedeckt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Lsg wurde nach 
Entfernen des Deckgläschens erneut abgeklopft und die TdT-Reaktion mit einem vorgewärmten 
Stopp-Puffer beendet, der aus 2 ml Stopp-/ Waschpuffer und 68ml Aqua dest. hergestellt wurde. 
Die Inkubationszeit betrug 30 min bei 37 °C. Anschließendes Waschen der Schnitte für 3 mal 5 
min in PBS bei RT. Zur Reduktion einer unspezifischen Färbung durch den AK erfolgte ein Block 
mit 10 % NS der Spezies des Sekundär-AK für 10 min bei RT. Der anti-Ki-67-Primär-AK wurde 
1:100 in einer Mischung aus PBS und 2 % des NS der Spezies des Sekundär-AK auf die 
Schnitte gegeben und über Nacht bei RT inkubiert. Am Folgetag wurde der Primär-AK 3 mal für 
5 min in PBS abgewaschen, dann die Fluorescein-markierten anti-Digoxigenin-AK des TUNEL-
Kits aufgebracht, in einer Lsg aus 53 % Blockierungs-Lsg und 47 % Anti-Digoxigenin-
Fluorescein. Dieser und alle weiteren Schritte erfolgten unter Lichtschutz. Die Inkubationsdauer 
betrug 30 min bei RT. Anschließendes Waschen für 3 mal 5 min in PBS. Hiernach Färbung mit 
dem Sekundär-AK gegen den anti-Ki-67-AK mit 1:200 Verdünnung in PBS und 2 % NS der 
Sekundär-AK-Spezies, für 1 h bei 37 °C. Erneutes Waschen in PBS für 3 mal 5 min. 
Zellkernfärbung in 4 °C kalter DAPI-Lsg für 5 min. Abschließendes Waschen in PBS und 
Eindeckeln in Immunomount. Aushärten des Eindeckmediums bei RT, weitere Lagerung bei –
20 °C. 

2.4.2.3 Verfahren zur Antigendemaskierung bei perfusionsfixierter Haut 

Durch eine Fixierung mit Formaldehyd, Paraformaldehyd und Pikrinsäure, aber auch 
mit Aceton, kommt es zu einer Denaturierung von Proteinen mit Veränderung der Tertiär- und 
Quartärstruktur, was die antigenen Bereiche, an die Primär-AK für die IHC binden würden, 
überdecken kann [194; 472]. Wir etablierten daher einen Schritt zur Antigendemaskierung. 
Dabei wurde der Effekt einer Hitze-mediierten Demaskierung in Citrat-Puffer und der von 
Natriumdodechylsulfat (SDS) bei RT untersucht [98; 568; 624], auf perfusions- und 
acetonfixierten Kryoschnitten.  

Für die Citratdemaskierung wurde, nach dem Waschschritt, der OT in Citratpuffer 
geben und in einer Mikrowelle für 5 min gekocht. Danach wurde der Färbetrog mit frischem 
Citratpuffer aufgefüllt für 30 min bei RT abgekühlt. Anschließendes Waschen für 3 mal 5 min in 
TBS, dann weiteres Verfahren nach Protokoll. Durch Blasenbildung beim Kochen in der 
Mikrowelle lösten sich die perfusionsfixierten Schnitte von den OT, das Verfahren war somit 
ungeeignet. Als Alternative wurde, nach dem ersten Waschschritt, der OT in Citratpuffer in der 
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Mikrowelle auf 70 °C aufgewärmt und dann ins vorbereitete Wasserbad gegeben, bis 90 °C 
Puffertemperatur erreicht waren. Weitere Inkubation für 5 min bei 90 °C. Danach 30 min 
abkühlen bei RT. Waschen mit TBS und weiteres Verfahren nach Protokoll. Durch die Erhitzung 
im Wasserbad blieben die Schnitte zwar erhalten, es kam aber zu unspezifischen Färbungen 
und zur Lyse von Mastzellen. 

Für das SDS-Verfahren wurden, nach erstem Waschen, die OT in 1 % SDS-Lsg in 
TBS für 5 min inkubiert. Erneutes Waschen in frischem TBS für 3 mal 5 min. Weiteres Verfahren 
nach Protokoll. Hierdurch wurde eine gute Färbequalität unserer AK erreicht, sodass dieses 
Verfahren weiter angewandt wurde. 

2.4.2.4 Doppelfärbungen mit Primärantikörpern aus gleicher Spezies 

Aufgrund der gleichen Herkunftspezies einiger Primär-AK etablierten wir für 
Doppelfärbungen ein eigenes Protokoll. Die getesteten Verfahren werden im Folgenden 
tabellarisch vorgestellt, exemplarisch mit Nutzung von Primär-AK aus Kaninchen und Sekundär-
AK aus Esel. Beiden Varianten geht eine Antigendemaskierung mit 1 % SDS voraus und 
schließt sich eine Zellkernfärbung mit DAPI an. In beiden Protokollen war die Waschlösung TBS 
und die Block- und AK-Lösung TBS-T. Die Inkubation erfolgte bei 100 % rF und Lichtschutz. 

 
Abb. 5: Antikörper und indirekte immunhistochemische Färbemethoden  

(a) stellt beispielhaft die Bindung von Primär-Antikörpern (AK) an ein Zielantigen bei der indirekten IHC-Färbung dar, 
wo der Sekundär-AK, mit einem Fluorophoren gekoppelt, spezifisch den Primär-AK bindet. (b) und (c) zeigen 
beispielhaft die Bindung von AK bei Färbemethoden mit zwei primär-AK aus gleicher Herkunftspezies und jeweils 
unterschiedlichen Sekundär-AK (siehe Tabelle 9 und Tabelle 10).  

Tabelle 9 stellt ein Protokoll mit Inkubation des zweiten Primär- und Sekundär-AK-
Paares im Reaktionsgefäß dar [389] (s. auch Abb. 5b).  
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Tabelle 9: Färbeprotokoll für Doppelfärbung mit Primärantikörpern aus gleicher Herkunftspezies  

*Die Präinkubation (Schritt 4a und 4b) erfolgte in Reaktionsgefäßen, die mit 1 % Milchpulver in TBS für 24 h bei –20 
°C vorbehandelt waren. Abkürzungen: Prim-AK= Primär-Antikörper; Sek-AK= Sekundär-Antikörper. 
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Tabelle 10: Doppelfärbung mit Primärantikörper aus gleicher Herkunftspezies und FAB-Blockade des 1. 
Primärantikörpers 

 
 

2.4.3 Histomorphometrie und Intensitätsmessung 

Die histomorphometrische Evaluation erfolgte nach festgelegten Kriterien mittels 
Fluoreszenz-Mikroskop [310], initial in der Übersicht mit 100-facher Vergrößerung, dann in 
Detailansicht mit 400-facher Vergrößerung und zuletzt die Evaluation der Färbung der 
epidermalen Zellschichten in 630-facher Vergrößerung. Bei den Proben des Tierversuches 
wurde von cranial nach caudal vorgegangen, identifizierbar anhand der Wuchsrichtung der 
Haare [310]. Für jedes Tier wurden 10 konsekutive mikroskopische Felder (mF) untersucht, 
welche die Hauptinflammation beinhalteten. Die Anzahl der vitalen Zellschichten wurden 
anhand der DAPI-Färbung ermittelt, die Zuordnung zu den Zellschichten erfolgte nach 
morphologischen Kriterien (s. Kapitel 1.1.1). Für jedes Tier wurde die mittlere Anzahl und 
Zuordnung der kernhaltigen Zellschichten erhoben und über die gesamte Gruppe gemittelt. Es 
wurden repräsentative Bilder angefertigt. Für die graphische Darstellung wurden zum Teil 
Einzelbilder aus Z-Stapeln berechnet, um eine Schichtdicken-bedingte Unschärfe 
auszugleichen. Ausgewählte AK wurden zusätzlich mittels eines Konfokal-Mikroskops 
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untersucht. Die Färbeintensität wurde optisch anhand einer subjektiven Skala festgestellt, wobei 
0 keiner Färbung entsprach, 1 einer Färbung die noch vom Hintergrund zu diskriminieren war, 
2 einer moderaten Färbung, 3 einer starken Färbung und 4 einer besonders intensiven Färbung. 
Zusätzlich erfolgte eine semiautomatisierte Intensitätsmessung. Hierfür wurde aus Schnitten 
desselben Färbevorgangs in derselben Sitzung und unter identischen Belichtungsbedingungen 
ein Bild pro Tier angefertigt, bei Inflammationsgruppen im Bereich der Entzündung. Die 
Belichtungseinstellungen wurden anhand der hellsten Färbung festgelegt, sodass keine 
Überbelichtung stattfand. Pro Zellschicht der abgebildeten Epidermis wurden 5 Messfenster 
(Region of interest, ROI) pro Zellschicht in der Leica AF 6000 LX Software festgelegt, manuell 
anhand anatomischer Kriterien, sodass sie mindestens 2 Zellkerne beinhalteten und die 
dazwischen gelegenen Zellgrenzen mit erfasst waren. Das Programm erfasste in der ROI für 
jedes Pixel die Helligkeit des ausgewählten Kanals, die bei der gemessenen Farbtiefe von 12 bit 
pro Kanal entsprechend einer Graustufenskala zwischen 0 und 4095 Punkten zugeordnet 
wurde. Für jedes ROI berechnete das Programm den Mittelwert der Helligkeit aller erfassten 
Pixel und gab diesen aus. Aus diesen einzelnen Ergebnissen wurde wiederum für jede Schicht 
von jedem Tier der Mittelwert berechnet. Die Ergebnisse der einzelnen Tiere (N=5 pro Gruppe) 
wurden für die statistische Auswertung verwendet. Bei einigen Schnitten lagen Defekte der 
Epidermis vor, die auf die unterschiedlichen physischen Eigenschaften der Haut im entzündeten 
Bereich zurückzuführen waren. Sie wurden aus der Intensitätsmessungen ausgeschlossen, 
teils mit resultierenden N<5 pro Gruppe und somit geringerer statistischer Signifikanz. 

Bei den HOK wurden in jeweils 3 Proben pro Gruppe und Untersuchung in der 
Giemsa-Färbung die Morphe der Epidermis beurteilt und eine automatisierte Dickenmessung 
durchgeführt, über die Lichtmikroskop-Funktion der Fluoreszenz-Mikroskope nach etablierten 
Protokollen [529]. Die maximale Dicke wurde als Diameter zwischen BM und SC ausgegeben, 
gemessen in der Regel in 9 interfolekullaren Regionen der Epidermis. Für jede Probe wurde der 
Mittelwert berechnet. Für die Proliferations- und Apoptoseanalyse wurden an den HOK-
Schnitten über die gesamte Probenlänge, entsprechend 3 – 5 mF in 400-facher Vergrößerung, 
die TUNEL- bzw. Ki67-positiven Zellen in der Epidermis gezählt, wobei die Probenenden 
aufgrund der Proliferationseffekte ausgespart wurden. Die positiven Zellen wurden als Anzahl 
pro Gesichtsfeld ausgegeben. Die Ergebnisse aller Proben wurden für jede Intervention gepoolt 
zur statistischen Analyse weiter verwendet. 

Zuletzt wurden in den HOK-Schnitten AK-Färbungen durchgeführt, nach oben 
aufgeführter Methodik, und die Tracer-Penetration von LY oder Biotin in die Epidermis beurteilt. 

2.4.4 RNA-Isolation und cDNA-Synthese 

2.4.4.1 Probendesintegration und RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des Universal Allprep Kits und den enthaltenen 
Lsg und Puffern. Die Biopsien wurden noch gefrorenen mittels einer Kugelmühle unter 
Stickstoffkühlung und mit zwei 7 mm Kugeln aus Edelstahl gemahlen. Gefäße und Kugel 
wurden mit 70 % Ethanol vor jeder Benutzung gereinigt und anschließend vorgekühlt, sodass 
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nach 90 s Mahlen bei 25 Hz die Biopsien zu einem feinen, gekühlten Puder desintegriert 
wurden. Pro 30 mg Probenpulver wurden 600 µl des RLT-Lysepuffers zum Auflösen verwendet. 
Für die Herstellung des Lysepuffers wurde zuvor dem RLT-Puffer 10 µl β-Mercaptoethanol (β-
ME) pro ml Puffer zugefügt. Die nächsten Arbeitsschritte erfolgten bei RT.  

Das Lysat wurde für 3 min bei 13.600 G (13.000 rpm) zentrifugiert, der Überstand 
dann mit weiteren 600 µl des RLT-β-ME-Puffers auf die in einem Sammelgefäß platzierte 
QIAshredder Säule überführt. Die Säule wurde bei 13.600 G für 2 min zentrifugiert. Der 
Durchfluss daraus wurde zur Aufreinigung auf die Allprep DNA-Mini Spinsäule gegeben und 30 
s bei 8000 G (10.000 rpm) zentrifugiert, mit Adsorption der DNA an die Membran der Säule. Der 
Durchfluss der DNA Spinsäule beinhaltet RNA und miRNA, sowie Proteine. Proteinase K wurde 
im nächsten Schritt hinzugefügt, zur Elimination von Protein-Verunreinigungen. Dazu wurde 290 
µl RNasefreies Wasser mit 10 µl Proteinase K gemischt und dem Durchfluss zugegeben, mit 
anschließender Inkubation für 10 min bei 55 °C auf einem Heizblock. Danach erfolgte eine 
Zentrifugierung für 3 min bei 8000 G, zur Sedimentation der Proteinreste. Der Überstand wurde 
abgenommen, mit 350 µl Ethanol vermischt und 10 min inkubiert. Dann erneute Zugabe von 
750 µl Ethanol, Vermischung. Die Lsg wurde zur RNA-Präzipitation in maximal 700-µl-Schritten 
auf die RNeasy Mini Spinsäule gegeben und jeweils 30 s bei 13.600 G zentrifugiert, mit Binden 
der RNA an die Silicamembran der Spinsäule. Das Filtrat wurde verworfen. Nach vollständiger 
Bindung der RNA an die Spinsäule folgten Waschschritte. Zweimal wurden 500 µl RPE-Puffer 
auf die Säulenmembran pipettiert und die Säule für jeweils 30 s bei 13.600 G zentrifugiert, mit 
Verwerfen des Filtrates. Fehlgebundene DNA-Reste an der Membran wurden lysiert, mit 70 µl 
des RDD-Puffers, gemischt mit 10 µl DNase I. Die DNA-Verdauung auf der Spinsäule erfolgte 
für 15 min. Anschließend wurden 500 µl FRN-Puffer auf die Membran gegeben zur Fällung der 
DNA-Reste und die Säule für 30 s bei 13.600 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde nochmals 
auf die Säule gegeben und bei 13.600 G für 30 s zentrifugiert, der hier entstandene Durchfluss 
verworfen. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit 500 µl RPE-Puffer, mit Zentrifugieren der 
Säule bei 13.600 G für 30 s und anschließendem Verwerfen des Durchflusses. Um die Membran 
von den Puffern zu reinigen wurden 500 µl Ethanol auf die Säule gegeben und bei 13.600 G 
2 mal für 2 min zentrifugiert. 

Es schloss sich die Eluation der RNA von der Säule an. Die RNA-Säule wurde in 
einen Sammeltube überführt. Es wurden 40 µl RNase-freies Wasser auf die Säulenmembran 
gegeben und 1 min bei 8000 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut auf die RNA-Säule 
gegeben und für 1 min bei 13.600 G zentrifugiert. Im Durchfluss, der ca. 35 µl Volumen 
entsprach, befand sich nun die gelöste RNA. 

2.4.4.2 Photometrische RNA-Bestimmung und cDNA-Synthese 

Die RNA-Konzentration im Eluat bestimmten wir mit einem NanoDrop 
Spektrophotometer [238]. Nach Hintergrundabgleich des Spektrometers mit Diethyldicarbonat 
(DEPC)-behandeltem Wasser wurde für die Messung 1 µl des frisch aufgeschüttelten RNA-
Eluates auf den Messpunkt des Photometers gegeben und dort über die Oberflächenspannung 
zwischen zwei optischen Fasern positioniert. Über die Xenon-Blitzlampe des Photometers 
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wurde das Absorptionsspektrum zwischen 190 nm und 840 nm aufgenommen. Aufgrund der 
Eigenschaft von RNA, im Bereich von 260 nm ein Absorptionsmaximum zu haben, kann mit 
dem gemessenen Absorptionskoeffizienten bei 260 nm die Konzentration der RNA in der Probe 
berechnet werden. Im Falle von RNA-Konzentrationen in unserer Lsg von über 4 µg RNA pro 
32 µl Eluat wurde dieses mittels DEPC-behandelten Wassers verdünnt. 

Für die weitere Verarbeitung der Probe wurde der Thermocycler verwendet. 
Potenzielle DNA-Reste wurden nach Herstellerprotokoll mittels DNase I (Amplifikationsstufe)-
Kits zersetzt. Pro µg RNA wurden 1 µl DNase Reaktionspuffer und 1 µl der 1 U/µl DNase I 
verwendet, mit Inkubation für 15 min bei 37 °C. Die Reaktion wurde anschließend mit 1 µl einer 
25 mM EDTA-Lsg pro µg RNA gestoppt und das Gemisch für 10 min auf 65 °C erhitzt. 
Anschließend wurden die Proben auf Eis verbracht. Die RNA wurde in cDNA transkribiert, 
mithilfe des SuperScript™ II Reverse Transcriptase-Kits. Hierfür wurden nach 
Herstellerprotokoll dem Reaktionsgemisch 1 µl zufällige Primer pro µg RNA hinzugegeben, 
sowie 1 µl 100 mM dNTP Lsg. Das Gemisch wurde für 5 min auf 65 °C erhitzt und sofort wieder 
auf Eis gekühlt. Nach kurzer Zentrifugation wurden pro µg RNA 4 µl First-Strand Puffer und 2 µl 
0.1 M Dithiothreitol (DTT) zugefügt, der Reaktionsansatz gemischt und für 2 min bei 25 °C 
inkubiert. Anschließend wurde jeweils 1 μl der SuperScript™ II Reverse Transcriptase (200 
U/ml) zugegeben, erst 10 min bei 25 °C inkubiert, dann 50 min bei 42 °C. Die Reaktion wurde 
gestoppt durch Erhitzung auf 70 °C für 15 min. Die gewonnene komplementäre DNA 
(complementary DNA, cDNA) wurde anschließend bei –20 °C gelagert bis zur 
Weiterverarbeitung. 

2.4.5 Genexpressionsanalyse - Real-Time detection PCR 

In diesem Verfahren wird zur Quantifikation der DNA ein Fluoreszenzfarbstoff zur 
Amplifikation zugefügt [393]. Während der Primerhybridisierung bindet neben den jeweiligen 
Vorwärts- und Rückwärts-Primern eine zielspezifische TaqMan-Sonde an den denaturierten 
DNA-Matrizenstrang. Die TaqMan-Sonde ist am 5‘-Ende mit einen Fluoreszenzfarbstoff 
versehen, der durch Anwesenheit einer am 3‘-Ende gebundenen Fluoreszenz-unterdrückenden 
Substanz, einem sogenannten Quencher, blockiert wird. In der Elongationsphase schneidet die 
Polymerase beim Erreichen der Sonde diese von ihrem 5‘-Ende her und der 
Fluoreszenzfarbstoff wird freigegeben. Jeder PCR-Zyklus setzt eine proportionale Menge 
Farbstoff zum Amplikon frei, über den mittels Fluoreszenzdetektion auf die Menge der Ziel-DNA 
geschlossen werden kann. 

 Für die qPCR verwendeten wir das QuantiTect Probe PCR kit. In Vorbereitung wurde 
die cDNA, sowie die Reagenzien für das Reaktionsgemisch auf 4 °C gebracht und gemischt, 
unter sterilen Bedingungen und Lichtschutz. Folgende Zusammensetzung wurde nach Angaben 
des Herstellers gewählt, um auf ein Reaktionsvolumen von 25 µl zu gelangen: auf 1 µl cDNA 
kamen 12,5 µl des MasterMix (im Kit enthalten), 0,5 µl der Vorwärts- und Rückwärtsprimer, 0,3 
µl der TaqMan-Sonde und 10,7 µl DEPC-behandelten Wassers. Mit jedem Reaktionsgemisch 
wurde ein Well einer 48-Well PCR-Platte bestückt und diese mit optischer Versiegelungsfolie 
bedeckt. Die spezifischen Primer und TaqMan-Proben sind in Tabelle 8 aufgeführt. Die Platte 
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wurde nach einem Mischschritt für 2 min bei 1000 rpm zentrifugiert, sodass das 
Reaktionsgemisch im jeweiligen Well blasenfrei gesammelt wurde. Anschließend wurde die 
PCR gestartet, mit dem Profil nach Herstellerangaben (Tabelle 11). 

Tabelle 11: Thermocycler-Profil der qPCRs 

Schritt Zeit Temperatur Anmerkung 
Initiale PCR-Aktivierung 15 min 95 °C Aktivierung der Taq-

Polymerase, einmaliger Schritt 
zu Beginn 

Denaturierung 15 s 94 °C 50 Wiederholungen 
Primer-Hybridisierung und 
Elongation 

60 s 60 °C 50 Wiederholungen 

Die gemessene Genexpression wurde normiert. Von dem Schwellenwert-Zyklus 
(cycle threshold, CT) jedes Transkriptes, wurde die Differenz zur CT des Haushaltsgens TATA-
Bindeprotein (TBP) berechnet (ΔCT = CT TBP - CT Transkript). 

Für die Ergebnisse jeder Versuchsgruppe wurde ein gepooltes ΔCT berechnet und 
die Genexpression als 2-∆∆CT festgelegt, bezogen auf die Kontrollgruppe [386]. Dabei ist ∆∆CT 
= ΔCT Gruppe - ΔCT Kontrolle. Hierdurch wurde der Wert der Genespression der Kontrollgruppe gleich 
1 gesetzt und die Genexpression jeder anderen Gruppe als relative Veränderung zur Kontrolle 
beschrieben. 

2.4.6 Microarray 

Auf einem Microarray-Chip sind spezifische Gensonden aufgebracht, die 
komplementär zu den zu untersuchenden Genen sind. Transkripte aus einer Probe werden 
fluoreszierend markiert und auf dem Array hybridisiert. Über einen Laser kann das Array 
ausgelesen werden, wobei die Intensität der Farbe eine Aussage über die Konzentration der 
gebundenen Gentranskripte und somit deren Konzentration in der ursprünglichen Probe 
ermöglicht. Mit einer nur geringen Probenmenge kann so, über die parallele Analyse vieler 
Gene, eine umfassendere Aussage über das „Transkriptom“ gemacht werden [434]. Die hier 
aufgeführte Untersuchung, sowie Teile der gewonnenen Daten, wurde bereits publiziert [542; 
583], sodass die Methodik hier nur zusammenfassend beschrieben wird. 

Wir testeten die Auswirkung von Stress im Rahmen des in Abschnitt 2.2.1.1 
aufgeführten Tierversuches. Hierfür verwendeten wir ein Affymetrix Mouse Genome 430 2.0A 
Array. Von jeweils drei Mäusen der Kontroll- und Stressgruppe wurde je Maus 90 ng RNA 
gepoolt und zweifach amplifiziert mit dem RiboAmp RNA Amplifikations-Kit. Die hierdurch 
entstandene antisense-RNA wurde mithilfe des BioArray HighYield RNA Transcript Labeling 
Kits mit Biotin angefärbt und insgesamt 10 mg davon auf den Chip hybridisiert, nach 
Herstellerangaben. Der Chip wurde mittels GeneArray Scanner 3000 über die GeneChip 
Operating Software 1.4 ausgelesen, die Ergebnisse mit der Affymetrix® Microarray Suite 5.0 
weiter analysiert und über das NetAffx™ Analysis Center aufbereitet. Zur besseren 
Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse als „Signal Log Ratio“ (SLR) ausgegeben, also als log2 
des Verhältnisses der beiden Gruppen. 
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2.5 Statistik 
Die statistischen Analysen in dieser Arbeit wurden mit Hilfe von Graphpad Prism 9.5.1 

berechnet, wobei für alle Berechnungen der statistischen Signifikanz das Signifikanzniveau auf 
5 % festgelegt wurde. Ein p<0,05 wurde entsprechend als signifikant angesehen. Die Variablen 
der einzelnen untersuchten Gruppen wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf eine 
Normalverteilung überprüft. Bei Fehlen einer Normalverteilung wurden einzelne Gruppen mit 
nicht-parametrischen Verfahren für unabhängige Stichproben untersucht. Für die Untersuchung 
von statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen erfolgte ein Kruskal-Wallis-
Test (KW-T), das berechnete H wurde im Text entsprechend angegeben. Bei einem p<0,05 
erfolgten Einzelvergleiche mit dem Mann-Whitney-U (MWU)-Test, über den die exakten (2-
seitigen) Signifikanzen ausgegeben wurden.  

Wenn im Shapiro-Wilk-Test eine Normalverteilung vorlag, wurde die 
Varianzhomogenität mit dem Brown-Forsythe-Test (BF-T) weiter untersucht. Bei einem p<0,05 
im BF-T und somit Nachweis einer Heteroskedastizität erfolgte zur Untersuchung von 
signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen eine Welch-ANOVA. Der kalkulierte W-
Wert für die angegebenen Freiheitsgrade von Zähler und Nenner wurde jeweils angegeben, mit 
dem zugehörigen p-Wert. Bei Nachweis von statistisch signifikanten Unterschieden in der 
Welch-ANOVA wurden die Gruppen mittels Welch-T-Test für unabhängige Stichproben weiter 
verglichen und die (2-seitigen) Signifikanzen, sowie der dazu gehörige t-Wert mit Freiheitsgrad, 
angegeben.  

Bei einem p>0,05 im BF-T und somit Nachweis einer Varianzhomogenität erfolgte für 
die Gruppenvergleiche eine einfaktorielle ANOVA, jeweils mit Angabe des kalkulierten F für die 
angegebenen Freiheitsgrade von Zähler und Nenner sowie dem zugehörigen p. Im Falle von 
signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen erfolgte zur post-hoc Analyse ein Tukey-
Test, mit der Angabe der mittleren Differenz der Gruppenergebnisse und des 95-%-
Konfidenzintervalls (CI). 

Im Rahmen der graphischen Aufarbeitung wurden die Mittelwerte der Gruppen mit 
dem zugehörigen Standardfehler und die Signifikanzen mit „*“ oder anderen entsprechend 
gekennzeichneten Symbolen dargestellt sowie die Einordnung des p-Wertes in der 
Bildbeschreibung eingefügt. Im Fließtext wurden der Mittelwert und die zugehörige 
Standardabweichung angegeben. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Stress führt NGF-Abhängig zu gestörter epidermaler 
Morphologie und Differenzierung bei allergischer 
Inflammation  

Wir untersuchten die Morphologie der Zellschichten von muriner Rückenhaut und 
deren epidermale Differenzierung anhand von Gewebeschnitten, in denen die Zellkerne sowie 
das basale Zytokeratin K14 angefärbt wurden. In der morphometrischen Auswertung imponierte 
das Stratum basale (SB) in der Kontrollgruppe durch runde Zellkerne und eine intensive K14-
Färbung, konzentriert auf die eher kubischen Zellgrenzen. Ein Stratum spinosum (SS) konnte 
nur in wenigen Bereichen beobachtet werden, mit nur noch geringer K14-Färbung. Das Stratum 
granulosum (SG) bestand in der Regel aus einer kernhaltigen Schicht mit flacher 
Kernmorphologie, nahezu frei von einer K14-Färbung. Die Epidermis von Mäusen nach 24 h 
akustischem Stress unterschied sich in der K14-Färbung morphometrisch nicht von der 
Kontrollgruppe. 

Nach Induktion einer atopischer-Dermatitis-ähnlicher allergischer Dermatitis (AlD) 
verglichen wir die Ausdehnung der Inflammation der Haut und die resultierende 
Differenzierungsstörung (Abb. 6). Die Anzahl der epidermalen Schichten differierte signifikant 
(KW-T: H=20,3, p<0,001, Abb. 7a), ebenso die K14-Anfärbung im SG (Welch-ANOVA: W[5, 
10,42]=5,47, p<0,05, bei BF-T p<0,05, Abb. 7b). Über die Veränderung der absoluten 
Epidermisdicke wurde bereits publiziert [542].  

Morphometrisch war in der Haut von AlD-Mäusen eine epidermale Inflammation mit 
Zunahme der epidermalen Zellschichten zu finden (von 1,5±0,22 in der Kontrolle auf 3,1±0,74 
bei AlD, p<0,01 im MWU). Im SB waren die KC hochprismatisch und K14+. Das SS umfasste 
im Schnitt 1 – 2 Zellschichten (1,38±0,42). K14 ließ sich intensiv an den Zellgrenzen des SS 
anfärben und zeigte die kubische bis polygonale Form der Zellen im Sinne einer Spongiose 
(Abb. 6c). Im SG, das 1 – 2 Zellschichten umfasste (1,0±0,14), war eine residuell abblassende 
K14-Färbung festzustellen, signifikant intensiver als in der Kontrollgruppe (p<0,05, t[4,14]=3,32, 
Abb. 7b), im Sinne einer epidermalen Differenzierungstörung. Stress zusätzlich zu AlD (AlD+) 
führte zu einer Zunahme der epidermalen Dicke und Differenzierungsstörung, jedoch mit 
ähnlicher Anzahl der gesamten Zellschichten (3,4±0,6, p=0,3 im Vergleich zu AlD), 
entsprechend ähnlich vielen Zellschichten im SS (1,42±0,25) und SG (1,1±0,31). Es war keine 
relevante Veränderung der K14-Färbeintensität im SG festzustellen (p=0,8, t[7,98]=0,26). In 
einigen Bereichen der Epidermis lag eine Verhornungsstörung mit Plaque-Bildung und 
Ulceration vor (Abb. 22 im Anhang), betont bei AlD+-Mäusen.  

Im nächsten Schritt neutralisierten wir während der Stressphase bei AlD-Mäusen die 
Neurotrophine (NT) NGF oder BDNF mittels Antikörper (AK), um deren Rolle in den Stress-
assoziierten morphologischen Veränderungen zu untersuchen. Eine Behandlung mit aNGF-AK 
führte zur Abnahme der Dicke der epidermalen Inflammation, eher die Zellschichten des SS 
und weniger des SG betreffend (SS 1,18±0,34 Zellschichten, SG 1,04±0,15 Zellschichten), die 
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K14-Färbeintensität in SG war dabei nicht relevant verändert (p=0,6 zu AlD+, t[6,8]=0,48). Unter 
BDNF-Ausschaltung war der Rückgang der Inflammation subtiler, mit weiterhin gestörter SS- 
(1,34±0,32 Zellschichten) und SG-Architektur (1,0±0,3 Zellschichten), sowie persistierender 
Differenzierungsstörung (Abb. 6f) mit K14-Persistenz im SG von unveränderter Färbeintensität 
(p=0,9 zu AlD+, t[7,57]=0,09). 

 

 
Abb. 6: Gestörte epidermale Differenzierung unter AlD, NGF-abhängig durch Stress verschlimmert 

Exemplarische Immunfluoreszenzbilder von muriner Rückenhaut mit K14-Färbung zur Darstellung der epidermalen 
Differenzierung, unter akustischem Stress (b, d - f) und nach Induktion einer atopischer-Dermatitis-ähnlichen 
allergischen Dermatitis (AlD) (c-f). Im Vergleich zur Kontrolle (a) deutlich sichtbares Stratum spinosum (SS) unter AlD 
(c), sowie Persistenz der K14-Färbung im SS und unteren Stratum granulosum (SG). Zusätzlicher Stress zu AlD 
(AlD+) (d) störte die Differenzierung weiter, mit stärkerer Spongiose und Bruchartefakten im SS. Durch eine Antikörper-
vermittelte Antagonisierung von NGF bei AlD+ (aNGF, e) kam es zur geringeren Ausdehnung der Epidermisdicke, mit 
vor allem schmalerem SS. Unter Antagonisierung von BDNF bei AlD+-Tieren (aBDNF, f) war ebenso eine 
Dickenabnahme festzustellen, allerdings weniger ausgeprägt als bei aNGF. Unter aNGF und aBDNF konzentrierte 
sich das K14 im unteren und mittleren SG. Rot: anti-K14/Cy3, Blau: DAPI. Die epidermalen Grenzen sind mit 
gepunkteten Linien markiert. Die Bilder wurden aus Z-Stapeln berechnet, um Unschärfe aufgrund von 
Schichtdickenartefakten auszugleichen. Balken: 25 µm. Weitere Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic 
factor, K14= Keratin-14, NGF= nerve growth factor, SB= Stratum basale. 
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Abb. 7: Differenzierungsstörung unter Inflammationsbedingun-gen und Stress, ohne signifikante Veränderung durch 
Modulation der Neurotrophine NGF und BDNF 

(a) Darstellung der Zellschicht-verteilung in den Inflamma-tionsgruppen im Vergleich zur Kontrolle, mit signifikanter 
Zunahme der Gesamtzahl der Zellschichten durch die atopischer-Dermatitis-ähnliche allergische Dermatitis (AlD). 
Zusätzlicher Stress zu AlD führte zu keinem signifikanten Unterschied der Gesamtzahl der Zellschichten, auch nicht 
die Antikörper-vermittelte Antagonisierung von NGF (aNGF) bzw. BDNF (aBDNF). **p<0,01 (MWU) (b) Die subjektive 
histomorphometrische Intensitätsauswertung der K14-Färbung im Stratum granulosum (SG) zeigte unter 
Inflammationsbedingungen eine signifikante Zunahme der Färbung, im Sinne einer epidermalen 
Differenzierungstörung. *p<0,05 [t(4,14)=3,32 für Kontrolle, t(4,21)=2,789 für Stress im Welch t-test]. Weitere 
Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic factor, K14= Keratin-14, NGF= nerve growth factor, SB= Stratum 
basale. SS= Stratum spinosum. 

3.2 Stress steigert TJ Moleküle, gegenteiliger und BDNF-
abhängiger Effekt bei AlD-Inflammation 

Zur Beurteilung von Veränderungen der TJ-Marker wurden diese anhand von 
Immunfluoreszenz-Färbungen untersucht. Die Verteilung des TJ-Proteins CLDN-1 in der 
murinen Epidermis zeigte sich konfokal-mikroskopisch in der Kotrollgruppe überwiegend im SG, 
wo es punkt- bis netzförmig an den Zellgrenzen konzentriert war (Abb. 8a). Auch im SB waren 
einzelne punktförmige Färbungen an den Zellgrenzen zu erkennen. Zusätzlich fand sich eine 
homogene zytoplasmatische Färbung, überwiegend im SB. Die Verteilung des Proteins ZO-1 
wurde mit konventioneller Fluoreszenzmikroskopie bewertet und war unter Kontrollbedingungen 
auf die Zellgrenzen des oberen SG konzentriert, mit zusätzlich geringer homogener 
intrazellulärer Verteilung in allen Zellschichten (Abb. 9a). Eine 24-h-Exposition mit akustischem 
Stress führte in der murinen Epidermis zu einer Konzentration der CLDN-1-Färbung auf die 
Zellgrenzen des oberen SG (Abb. 8b). Auch das ZO-1 verhielt sich vergleichbar, mit 
Konzentration und einer helleren Färbung im oberen SG (Abb. 9b). Nach Induktion der AlD-
Inflammation war die CLDN-1-Färbung über alle Zellschichten sichtbar, überwiegend an den 
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Zellgrenzen (Abb. 8c). Insgesamt war die Färbung weniger dicht als in der Kontrollgruppe. Auch 
ZO-1 war bei AlD-Mäusen über mehrere Zellschichten verteilt zu finden (Abb. 9c). Unter 
zusätzlichem Stress zu AlD war die CLDN-1-Färbung noch geringer ausgeprägt (Abb. 8d), 
während sich ZO-1 überwiegend auf das äußere SG konzentrierte (Abb. 9d). Die 
Antagonisierung von NGF führte in der Epidermis der gestressten AlD-Mäuse zu keiner 
relevanten Veränderung der CLDN-1-Färbung (Abb. 8e), während ZO-1 vermehrt im SG und 
oberen SS zu finden war (Abb. 9e). Durch eine BDNF-Ausschaltung in AlD+-Mäusen zeigte sich 
die Verteilung von CLDN-1 ähnlich wie bei AlD (Abb. 8f), mit scheinbar geringerem Einfluss von 
Stress auf TJ-Verteilung. Die BNDF-Antagonisierung führte bei ZO-1 im Vergleich zu AlD+ zu 
einer leichten Zunahme im SG und SS (Abb. 9f).  

 
Abb. 8: Akustischer Stress, Inflammation und BDNF veränderten zelluläre CLDN-1 Verteilung  

Exemplarische konfokal-mikroskopische Bilder der Epidermis einer Färbung von anti-CLDN-1/Cy3 (rot) und DAPI 
(blau) auf muriner Rückenhaut. CLDN-1 war unter Kontrollbedingungen (a) überwiegend perizellulär im Stratum 
granulosum (SG) zu finden. 24 h Stress (b) führte zu einer Konzentration an die Zellgrenzen. Bei atopischer-
Dermatitis-ähnlicher allergischer Dermatitis (AlD, c) fand sich eine verminderte Färbung im SG, die unter zusätzlichem 
Stress (AlD+, d) weiter abnahm. Eine Antikörper-vermittelte Blockade von BDNF (aBDNF, f) führte zu einem ähnlichen 
Bild wie bei AlD, was die Blockade von NGF (aNGF, e) nicht vermochte. Gewebegrenzen sind mit gepunkteten Linien 
eingezeichnet. Balken: 20 µm. Weitere Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic factor, CLDN-1= Claudin-1, 
NGF= nerve growth factor, SB= Stratum basale, SS= Stratum spinosum. 

In nicht-läsionaler Haut war bei den Inflammationsgruppen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe eine veränderte CLDN-1-Verteilung zu sehen, ohne eindeutigen Unterschied 
zwischen den Interventionsgruppen (Abb. 23 im Anhang). Die ZO-1-Färbung von nicht-
läsionalen Bereichen zeigte ein Verteilungsbild ähnlich der Stressgruppe (Abb. 24 im Anhang), 
auch in Haut von ungestressten AlD-Mäusen. 
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Zur Objektivierung der Beobachtungen wurde die Färbeintensität der Zellschichten 
gemessen. Bei einigen Schnitten lagen Defekte vor, sodass ein kleineres N in den Messungen 
resultierte, was in Abb. 10 angegeben ist. 

 
Abb. 9: Einfluss von akustischem Stress auf ZO-1 abhängig von AlD-Inflammation und von NGF  

Exemplarische fluoreszenz-mikroskopische Bilder mit Färbung von anti-ZO-1/Cy3 (rot) und DAPI (blau) auf muriner 
Rückenhaut. 24 h Stress (b) führte im Vergleich zur Kontrolle (a) zur Zunahme und Konzentration von ZO-1 an die 
Zellgrenzen des Stratum granulosum (SG). Unter allergischer Inflammation (AlD, c) Verteilung von ZO-1 über mehrere 
Schichten im SG. Stress zusätzlich zu AlD (AlD+, d) verringerte die ZO-1-Färbung, mit Konzentration auf das obere 
SG. Die Antagonisierung von NGF mittels Antikörper (aNGF, e) verringerte den Effekt von Stress, während durch 
BDNF-Ausschaltung (aBDNF, f) allenfalls eine geringe Zunahme von ZO-1 im SG und Stratum spinosum (SS) sichtbar 
war. Die Grenzen der Epidermis sind mit gepunkteten Linien eingezeichnet. Balken: 25 µm. Weitere Abkürzungen: 
BDNF= brain-derived neurotrophic factor, NGF= nerve growth factor, SB= Stratum basale, ZO-1= Zonula occludens-
Protein-1. 

Bei der statistischen Analyse der Färbeintensität für CLDN-1 und ZO-1 bestanden für 
das SG und SB signifikante Unterschiede (KW-T für CLDN-1: HSG= 44,8, HSB=42,0, p 
jeweils<0,0001, für ZO-1: HSG= 54,3, HSB=59,3, p jeweils <0,0001), jedoch nicht für das SS (für 
CLDN-1 p=0,31, für ZO-1 p=0,08). Im Vergleich zur Kontrolle war unter Stress im SG und SB 
eine Zunahme der CLDN-1 und ZO-1-Färbeintensität festzustellen (pSG<0,05 bzw. pSB<0,01 für 
CLDN-1 und pSG<0,05 bzw. pSB<0,01 für ZO-1), während sie im Vergleich unter AlD-
Inflammation abnahm, außer im SB für CLDN-1 (pSG<0,05 bzw. pSB=0,15 für CLDN-1 und 
pSG<0,0001 bzw. pSB<0,01 für ZO-1). 

Zusätzlicher Stress zur Inflammation führte zur weiteren Abnahme von CLDN-1 im 
SG und SB (pSG<0,05 bzw. pSB<0,01). ZO-1 war unter AlD+-Bedingungen im SG nicht-signifikant 
verändert (p=0,22), im SB aber weniger intensiv angefärbt (p<0,01). Eine Antagonisierung von 
BDNF führte zu keiner signifikanten Zunahme der Färbeintensität von CLDN-1 im SG (p=0,16).  
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Abb. 10: Färbeintensität bestätigte gestörte Verteilung der TJ-Moleküle unter Stress und Inflammation  
Intensitätsmessung der TJ-Färbung auf muriner Rückenhaut, aufgeteilt nach Zellschichten. Das Stratum spinosum 
(SS) war nur in den Inflammationsgruppen auswertbar vorhanden. Akustischer Stress führte bei CLDN-1 und ZO-1 
zur Zunahme der Färbeintensität im Stratum granulosum (SG) und Stratum basale (SB). Unter allergischer 
Inflammation (AlD) Abnahme der Färbeintensität im SG beider TJ-Marker, sowie von ZO-1 im SB. Zusätzlicher Stress 
(AlD+) verminderte die CLDN-1-Färbeintensität weiter im SG und SB, für ZO-1 nur im SB. Eine antikörpervermittelte 
Antagonisierung der Neurotrophine NGF (aNGF) oder BDNF (aBDNF) führte zu keiner signifikanten Veränderung der 
Färbeintensität. Anzahl der Messungen pro Gruppe die von N=5 abweichen für CLDN-1: NAlD = 2, NAlD+ = 3, NaNGF = 2, 
NaBDNF = 3. Für ZO-1: NAlD = 1, NAlD+ = 4, NaNGF =3, NaBDNF = 3. Signifikanzen (MWU): *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001. 
Weitere Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic factor, CLDN-1= Claudin-1, NGF= nerve growth factor, ZO-
1= Zonula occludens-Protein-1. 
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3.3 Abnahme der TJ-Marker mRNA-Expression unter 
Stress und Inflammation, abhängig von 
Neurotrophinen 

Die Genexpression der TJ-Marker wurde mittels qPCR in der Haut untersucht. 
Signifikante Unterschiede gab es jeweils für CLDN-1 (KW-T H= 19,3, p<0,01), ZO-1 (Welch-
ANOVA: W(5, 9,6)=21,45 mit p<0,0001 bei BF-T p<0,0001) und Ocl (KW-T H=24,1, p<0,001). 

Die CLDN-1 mRNA war im Vergleich zur Kontrolle in der Stress- und AlD-Gruppe 
signifikant geringer nachzuweisen (0,44-fach ±0,20 bzw. 0,45-fach ±0,18). Stress zusätzlich zu 
AlD verminderte die CLDN-1-Bildung auf ein Minimum (0,04-fach ±0,02). Eine Antagonisierung 
beider NT führte zum partiellen aber signifikanten Anstieg der mRNA-Expression, für NGF mehr 
als für BDNF (0,43-fach ±0,13 und 0,26-fach ±0,12). Die ZO-1-mRNA war durch 24 h 
akustischen Stress nicht verändert, in der AlD-Gruppe jedoch deutlich vermindert (0,30-fach 
±0,14, Welch-t-Test zur Kontrolle: t(5,181) = 6,140, p<0,001), mit weiterer Abnahme unter 
zusätzlichem Stress (0,04-fach ±0,03, zu AlD: t(3,913) = 4,448, p<0,05). Die Antagonisierung 
der NT veränderte lediglich die ZO-1-Expression im Falle vom NGF (0,21-fach ±0,11, zu AlD+: 
t(3,291) = 4,702, p<0,05). 

 
Abb. 11: AlD sowie zusätzlicher akustischer Stress verminderte TJ-Expression auf genetischer Ebene, NGF 
beeinflusste dabei alle TJ-Marker, BDNF nur CLDN-1 

Graphische Darstellung von qPCR-Ergebnissen der TJ-Marker aus muriner Vollhaut. Akustischer Stress über 24 h 
führte zur signifikanten Abnahme der CLDN-1-Expression, während die Induktion einer atopischer-Dermatitis-
ähnlichen allergischen Dermatitis (AlD) zur Abnahme der mRNA aller 3 TJ-Marker führte, weiter verstärkt durch 
zusätzlichen akustischen Stress (AlD+). Die Antagonisierung des Neurotrophins NGF (AlD+ aNGF) milderte den 
Stress-Effekt unter AlD bei allen 3 TJ-Markern ab, während die Antagonisierung des Neurotrophins BDNF (AlD+ 

aBDNF) nur den Effekt von Stress auf die CLDN-1-mRNA-Expression bei AlD-Tieren anteilig behob. Signifikanzen: 
Zu Kontrolle:*. Zu AlD: ∇.	Zu AlD+: #. Ein Symbol: p<0,05, zwei Symbole: p<0,01. Berechnung der Signifikanzen für 
CLDN-1 und Ocl mit MWU, für ZO-1 mit Welch-t-Test. Weitere Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic 
factor, CLDN-1= Claudin-1, NGF= nerve growth factor, ZO-1= Zonula occludens-Protein-1. 
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Die mRNA von Ocl war in der Haut der Stressgruppe nicht signifikant vermindert 
(0,51-fach, p=0,29). AlD führte wie bei den anderen TJ-Markern zur signifikanten Reduktion der 
Ocl-mRNA (0,26-fach, ±0,15), auch war eine weitere Abnahme unter AlD+ festzustellen (0,03-
fache Expression, ±0,03). In der aNGF-Gruppe war wiederum eine relevante Zunahme der Ocl-
mRNA festzustellen (0,38-fach ±0,05), unter BDNF-Ausschaltung nur tendenziell (0,08-fach 
±0,04, p=0,06 zu AlD+). 

3.4 Klinisch gestörte Barriere unter Inflammation, Effekt 
von Stress teilabhängig von BDNF  

Die Barrierefunktion der Haut in Zusammenhang mit den veränderten TJ-Markern 
wurde über die Bestimmung des transepidermalen Wasserverlustes untersucht, wo sich 
signifikante Unterschiede zeigten (KW-T H=41,0, p<0,0001). In der basalen Messung der 
Kontrollgruppe ließ sich ein Wasserverlust von 4,7±0,8 g/m²h feststellen, mit nur marginalem 
Anstieg auf 6,2±1,8 g/m²h nach 24 h akustischem Stress (p=0,11). Unter AlD nahm der 
Wasserverlust signifikant auf 10,9±1,5 g/m²∙h zu. Zusätzlicher Stress zur AlD führte zu einem 
Wasserverlust von 12,1±2,7 g/m²∙h, ohne Signifikanz zur AlD-Gruppe (p=0,59). Die 
Antagonisierung von den NT führte nur für BDNF bei AlD+-Tieren zu einem Rückgang des 
Wasserverlustes, auf 10,0±1,9 g/m²∙h. Ein Teil dieser Ergebnisse wurde bereits in der 
Vergangenheit publiziert [542].  

 

Abb. 12: Klinische Barrierestörung unter AlD und 
akustischem Stress, anteilig abhängig von BNDF  

Darstellung des Wasserverlustes über murine Haut. 
Unter atopischer-Dermatitis-ähnlicher allergischer 
Dermatitis (AlD), auch unter zusätzlichem Stress, 
bestand im Vergleich zur Kontroll- bzw. Stressgruppe 
eine signifikante Barrierestörung mit zunehmendem 
Wasserverlust. Während eine Antagonisierung des 
Neurotrophins NGF unter Stress- und 
Inflammationsbedingungen (aNGF) zu keiner 
Veränderung der Barrierestörung führte, war der 
Wasserverlust unter Antagonisierung von BDNF 
(aBDNF) rückläufig. Signifikanzen (MWU): *p<0,05, 
****p<0,0001, N=10 pro Gruppe. Weitere 
Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic 
factor, NGF= nerve growth factor.  
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3.5 Plastische Veränderungen des nAChR-α7 unter 
Stress 

Bisher konnten wir feststellen, dass Stress, mit und ohne AlD-Inflammation, die 
Funktion, Lokalisation, Konzentration oder Bildung der TJ-Moleküle beeinflussen kann. Um 
plastische oder regulatorische Veränderungen des nAChR-α7 als potenzieller Übermittler bei 
der Stressreaktion zu analysieren, bewerteten wir die nAChR-α7-Expression mittels IHC und 
qPCR in muriner Haut. In der Epidermis ungestresster Mäuse ließ sich nAChR-α7 überwiegend 
im oberen SG anfärben (Abb. 13), während 24 h akustischer Stress zu einer Umverteilung des 
nAChR-α7 führte, vor allem in den Zellen des SG, mit teils zytoplasmatischer Anfärbung.  

Abb. 13: Umverteilung der 
nAChR-α7-Expression in 
muriner Haut unter 
akustischem Stress 

Exemplarische fluoreszenz-
mikroskopische Bilder einer 
Färbung des nikotinergen α7-
Acetylcholinrezeptors (nAChR-
α7, rot markiert mit Cy3) auf 
muriner Rückenhaut, sowie 
einer Zellkernfärbung mit DAPI 
(blau). In der Kontrollgruppe (a) 
war der nAChR-α7 an der 
oberen Zellgrenze des Stratum 
granulosum (SG) zu finden, nur 

in wenigen Punkten im Stratum basale (SB). Unter Stressbedingungen nach 24 h akustischem Stress (b) fand sich 
ein unterschiedliches Expressionsmuster im SG, mit einzelnen zytoplasmatisch gefärbten Zellen, sowie vermehrter 
Immunlokalisation am SB/SG-Übergang. Die Epithelgrenzen sind mit gepunkteten Linien eingezeichnet. Balken: 25 
µm.  

In der subjektiven Auswertung 
der Färbeintensität war dennoch keine 
signifikante Zunahme der gesamten 
Färbung festzustellen (t(4,994) = 1,2, 
p=0,3, Abb. 14a). Bei den Ergebnissen 
der qPCR zeigte sich unter Stress eine 
relevante Zunahme der CHRNA-7-mRNA 
(im MWU, Abb. 14b), was bereits 
publiziert wurde [583].  

Abb. 14: Akustischer Stress steigerte die 
Expression von nAChR-α7  

Die histomorphometrische Auswertung der 
Färbeintensität des Stratum granulosum (SG) in 
subjektiven Einheiten (a) zeigt keinen signifikanten 
Anstieg der nAChR-α7-Färbeintensität, während in 
der qPCR die Expression des CHRNA7-Gens aus 
Vollhaut signifikant ansteigt (b, aus [583]). **p<0,01 
(MWU). Abkürzungen: nAChR-α7= nikotinerger 
Acetylcholin-rezeptor α7, CHRNA7= cholinergic 
receptor nicotinic alpha 7-subunit Gen. 
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3.5.1 BDNF dysreguliert unter Nikotin-Stress Hauttrophik ex-vivo nAChR-α7-
abhängig, marginale TJ-mRNA-Veränderung jedoch unabhängig des nAChR-
α7 

Die oben beschriebenen Veränderungen des nAChR-α7 könnten einen potenziellen 
Schritt in der Modulierung der TJ bilden, der möglicherweise auch einen epidermalen 
Zwischenschritt der BDNF-Wirkung darstellt. Das Zusammenspiel aus nikotinergem Stress, 
dem nAChR-α7 und BDNF auf die Haut, mit der Frage ob ohne Inflammation eine stabilisierende 
oder schädigende Wirkung auf die TJ auftritt, wurde weiter untersucht mit einer murinen 
Hautorgankultur von Wildtyp- und CHRNA7-KO-Mäusen. Die Stimulation der nAChR wurde mit 
10 µM Nikotin als Stressor bzw. die Modulation mittels 5 ng/ml BNDF durchgeführt, über die 
Dauer von 24 h. Es erfolgten exemplarische K14-Färbungen der Hautorgankulturen, auch 
wurden die epidermale Dicke und die Proliferations- und Apoptoserate weiter untersucht. Neben 
der Beurteilung der Hauttrophik bestimmten wir die mRNA-Expression der TJ-Marker. 

In der Epidermis der CHRNA7-KO-Mäuse zeigte sich im Vergleich zum Wildtyp eine 
vermehrte Persistenz von K14 im SS (Abb. 15d), die am ehesten der bekannten 
Differenzierungstörung bei Fehlen des nAChR-α7 entspricht. Unter BDNF-Einfluss war diese 
Differenzierungstörung in CHRNA7-KO-Haut nicht mehr festzustellen. Als Wildtyp-Haut mit 
5 ng/ml BDNF und 10 nM Nikotin behandelt wurde, kam es jedoch zur Störung der epidermalen 
Differenzierung, mit kubischen KC im SB und K14-Nachweis teils bis ins SG (Abb. 15c). Dieser 
Effekt schien nAChR-α7-abhängig zu sein und war in der CHRNA7-KO-Haut nicht sichtbar 
(Abb. 15f). 

  
Abb. 15: Der nikotinerge α7-Acetylcholinrezeptor vermittelte Differenzierungsstörung unter BDNF-Einwirkung  
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Exemplarische fluoreszenz-mikroskopische Bilder einer murinen Hautkultur von C57BL/6J-Wildtyp (WT) und 
CHRNA7-Knock-out (KO)-Mäusen in denen anti-Keratin-14 (K14) /Cy3 (rot), sowie DAPI für die Zellkerne (blau), 
angefärbt wurde. (a) und (d) stellen die Kontrollbedingungen dar, wobei in KO-Haut eine geringe Störung der 
epidermalen Differenzierung zu sehen ist, mit Persistieren des basalen Zytokeratins K14 in den oberen Zellschichten. 
(b) und (e) zeigen eine 24 h Behandlung mit 5 ng/ml BDNF, unter KO-Bedingungen mit gebesserter Differenzierung. 
Zusätzlich wurden Hautkulturen mit 5 ng/ml BDNF und 10 nM Nikotin behandelt, in (c) und (f). Hierdurch kam es zur 
gestörten Differenzierung lediglich in WT-Haut (c). Die Grenzen der Epidermis sind mit gepunkteten Linien 
eingezeichnet. Balken: 25 µm. Weitere Abkürzungen: BDNF=brain-derived neurotrophic factor, CHRNA7= cholinergic 
receptor nicotinic alpha 7-subunit Gen. 

Die Ergebnisse der epidermalen Dickenmessung sind in Abb. 16a dargestellt, mit 
signifikanten Veränderung nur für die Wildtypgruppe (KW-T für WT: H=17,05, p<0,05, für KO: 
H=6,0, p=0,65). Im Vergleich zur WT-Kontrolle (51±9 µm) lag ein Trend zur Abnahme der 
epidermalen Dicke unter der Stimulation mit BDNF vor (auf 46±10 µm, p=0,08). Unter CHRNA7-
KO-Bedingungen war die epidermale Dicke in der Kontrollgruppe und unter Stimulation mit 
5 ng/ml BDNF unverändert (51±12 µm bei Kontrolle, 52±7 µm unter BDNF mit p<0,05 zu WT 
BDNF). Eine zeitgleiche Stimulation mit BDNF und Nikotin bewirkte unter WT-Bedingungen das 
Gegenteil, mit signifikanter Zunahme der epidermalen Dicke (62±10 µm, p<0,05 zu WT 
Kontrolle, p<0,01 zu WT BDNF). Die Dickenzunahme unter BDNF und Nikotin ließ sich im 
CHRNA7-KO-Gewebe nicht feststellen (53±10 µm), wobei der Unterschied zur WT-Gruppe 
nicht signifikant war (p=0,11).  

In der Proliferationsanalyse waren bei der Beurteilung der Ki67-positiven Zellen (Abb. 
16b) nur sehr wenige Zellen anzufärben, mit bereits großer Streuung innerhalb der Gruppe, 
sodass keine wegweisenden statistischen Differenzen festzustellen waren (KW-T H=3,78, 
p=0,58). In der TUNEL-Färbung lagen ebenso keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Gruppen vor (KW-T H=8,4, p=0,14, Abb. 16c), jedoch mit tendenziell mehr TUNEL+ Zellen in 
der CHRNA7-KO-Maushaut (3,1±3,0 Zellen/mF gegen 8,3±9,5 Zellen/mF). Eine Behandlung 
der Haut mit BDNF führte in der WT-Haut zu keiner relevanten Änderung der Apoptoserate 
(Anstieg auf 6,5±6,3 Zellen/mF, p=0,15), während eine Behandlung von CHRNA7-KO-Haut mit 
BDNF bzw. zusätzlich Nikotin allenfalls zur tendenziellen Normalisierung der Apoptosen führte 
(auf 3,5±2,6 Zellen/mF bei BDNF-Behandlung, p=0,11 bzw. auf 2,7±3,2 Zellen/mF bei BDNF- 
und Nikotin-Behandlung, p=0,09 zur Kontrolle), was wegen der Streuung der Ergebnisse aber 
zurückhaltend interpretiert werden sollte. 

Zur Beurteilung der TJ-Verteilung färbten wir exemplarische Schnitte der HOK mit 
anti-CLDN-1- und anti-ZO-1-AK an (s.Abb. 25 im Anhang). Hier zeigte sich bereits in den 
Kontrollgruppen eine veränderte epitheliale Färbung beider Marker. Daher entschieden wir uns, 
lediglich die mittelfristige Regulationsebene mit Veränderungen in der Genexpression 
heranzuziehen (Abb. 17). Hier lagen überwiegend Trends vor, nur bei ZO-1 waren statistisch 
signifikante Unterschiede festzustellen (für CLDN-1 ANOVA: F[5, 12]=2,8 mit p=0,06 bei BF-T 
p=0,9, für ZO-1 ANOVA: F[5, 12]=3,53 mit p<0,05 bei BF-T p=0,98, sowie für Ocl KW-T: H=10,1 
mit p=0,18). 



 

74 

 
Abb. 16: Zunahme der epidermale Dicke unter nAChR-α7 und BDNF-Einfluss, bei uneinheitlicher Proliferation und 
Apoptose  

Dargestellt sind die Ergebnisse der ex-vivo murinen Hautkultur an C57B/6J-Wildtyp (WT) und CHRNA7-KO-Gewebe 
(KO) unter Kontrollbedingungen, sowie nach 24 h Einwirkungen von 5 ng/ml BDNF, mit und ohne 10 nM Nikotin. Es 
wurden die epidermale Dicke gemessen (a), die Proliferation anhand Ki67-positiver epidermaler Zellen dargestellt (b) 
sowie die Anzahl apoptotischen TUNEL-positiven Zellen bestimmt (c). Die BDNF-Einwirkung führte abhängig von der 
Anwesenheit des nAChR-α7 und zusätzlichem nikotinergen Stress zu unterschiedlichen trophischen Bedingungen, 
mit Zunahme der epidermalen Dicke unter BDNF- und Nikotin-Stimulation. Bei der Proliferations- und Apoptoserate 
war lediglich ein Trend zu gesteigerter Apoptose in KO-Kontrollhaut festzustellen, die unter BDNF- und Nikotineinfluss 
nicht vorlag. Signifikanzen (MWU): *p<0,05, **p<0,01. Weitere Abkürzungen: BDNF= brain-derived neurotrophic 
factor, CHRNA7= cholinergic receptor nicotinic alpha 7-subunit Gen, nAChR-α7= nikotinerger Acetylcholin Rezeptor 
α7. 

Für CLDN-1 war die mRNA-Expression der Kontrollgruppen ähnlich (1,0-fach ±0,3 
gegen 0,99-fach ±0,18), eine Behandlung mit BDNF führte zu keiner signifikanten Veränderung 
der CLDN-1-mRNA-Expression, mit 1,35-facher Expression in WT (±0,17, p=0,77 zur Kontrolle, 
-0,34, 95%-CI[-1,2, 0,5]), bzw. 1,22-fach in CHRNA7-KO-Haut (±0,23, p=0,9 zur KO-Kontrolle, 
-0,23, 95%-CI[-1,1, 0,7]). Eine Behandlung mit BDNF und Nikotin ergab allenfalls einen Trend 
zur Steigerung der CLDN-1-mRNA, auf 1,66-fach (±0,43, p=0,13 zur Kontrolle, -0,7, 95%-CI[-
1,6, 0,2]), im KO-Gewebe auf 1,73-fach (±0,49 p=0,1 zur KO-Kontrolle, -0,7, 95%-CI[-1,6, 0,1]).  

Bei ZO-1 bestand bereits in den Kontrollgruppen ein minimaler Unterschied in der 
mRNA-Expression zwischen WT und KO-Mäusen (1-fach ±0,2 gegen 0,73-fach ±0,09 in KO, 
p=0,4, 0,27, 95%-CI[-0,19, 0,73], nicht jedoch unter BDNF-Stimulation (1,12-fache Expression 
±0,15 bei Wildtyp, p=0,9, -0,12, 95%-CI[-0,6, 0,3] gegen 1,07-fach ±0,2, in KO-Haut, p=0,99, 
0,05, 95%-CI[-0,4, 0,5]). Eine 24 h Stimulation mit BDNF und Nikotin führte in CHRNA7-KO-
Haut zur signifikanten Zunahme auf eine 1,24-fache Expression (±0,13, p<0,05 zur KO-
Kontrolle, -0,51, 95%-CI[-0,98, -0,05], bei WT: 1,2-fache Expression ±0,21, p=0,7 zur Kontrolle, 
-0,19, 95%-CI[-0,66, 0,27]).  

Die Ocl-mRNA-Ergebnisse zeigten weder in den Kontroll- noch in den BDNF-
Stimulationsgruppen Unterschiede. Eine Stimulation mit BDNF und Nikotin führte, unabhängig 
vom nAChR-α7, zu einer vagen aber nicht signifikanten Zunahme der mRNA auf 1,50-fach 
(±0,14, Wildtyp, p=0,1 zur Kontrolle) bzw. 1,68-fach (±0,25, CHRNA7-KO, p=0,4 zur CHRNA7-
KO Kontrolle). 
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Abb. 17: Zunahme der mRNA-Expression von ZO-1, tendenziell auch Claudin-1 unter BDNF-Einfluss und 
nikotinergem Stress, unabhängig des nAChR-α7  

Die mRNA-Expression von Claudin-1, ZO-1 und Occludin wurde in einer ex-vivo Hautkultur von C57BL/6J- Wildtyp- 
und CHRNA7-KO-Maushaut untersucht, unter Kontrollbedingungen sowie nach 24 h Stimulation mit 5 ng/ml BDNF, 
mit und ohne 10 nM Nikotin. Die qPCR-Ergebnisse stammen aus Vollhaut und werden als relative Veränderung zur 
Kontrollgruppe dargestellt, mit N=3 pro Versuchsreihe. *p<0,05 (-0,51, 95%-CI[-0,98, -0,05]). Abkürzungen: 
BDNF=brain-derived neurotrophic factor, CHRNA7= cholinergic receptor nicotinic alpha 7-subunit Gen, nAChR-α7= 
nikotinerger Acetylcholin Rezeptor α7, ZO-1= Zonula occludens-Protein-1. 

Für die Testung der funktionellen Barriere erfolgte neben der Stimulation der 
Hautproben auch eine Inkubation mit den wasserlöslichen Molekülen LY bzw. Sulfo-NHS-Biotin, 
die Ergebnisse waren jedoch nicht verwertbar. Das LY trat aufgrund der geringen Probengröße 
von 3 mm in das die Proben umgebende Medium über, sodass hier keine sichere Aussage zur 
Herkunft von LY in den epidermalen Schichten gemacht werden konnte. Das Sulfo-NHS-Biotin 
diffundierte bis an die Basalmembran, jedoch nicht oder nur in geringem Maße in die Epidermis 
(s. Abb. 26 im Anhang), eine Aussage über die TJ-Integrität war hierüber nicht suffizient 
möglich.  

3.6 Akustischer Stress verändert das Transkriptom der 
Haut, auch die Expression von TJ-Regulatoren 

Für die Analyse anderer Stress-mediierender Faktoren, die zwischen dem 
systemischen, akustischen, Stress und den oben dargestellten Effekten auf die TJ-Marker 
vermitteln, erfolgte die Untersuchung des Transkriptoms in muriner Haut unter 
Kontrollbedingungen und nach 24 h akustischem Stress. Über einen Teil der Ergebnisse wurde 
bereits publiziert und es wurde berichtet, dass von den 14.000 untersuchten Genen 272 hoch- 
und 416 herunterreguliert waren [542; 583]. Die Gene mit veränderter Expression unter Stress 
wurden mit bekannten TJ-Regulatoren verglichen, unter anderem verschiedenen Kinasen und 
Phosphatasen. Ein Auszug der Ergebnisse findet sich in Tabelle 12, eine ausführliche Liste im 
Anhang in Tabelle 13. Die Expression mehrerer Kinasen war durch die systemische 
Stressreaktion in Vollhaut verändert, am ausgeprägtesten war eine Abnahme der Expression 
der nPKCθ.  
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Tabelle 12: Auswahl der veränderten Genexpression in muriner Haut durch 24 h akustischen Stress. 

Die Microarray-Ergebnisse sind ausgegeben als binärer Logarithmus des Verhältnisses zwischen Expression unter 
Kontroll- und Stressbedingungen. Ein Wert von +1 entspricht somit einer Verdopplung, -1 einer Halbierung der 
Expression, ohne Aussage über eine Signifikanz der Ergebnisse. N= 3 pro Gruppe.  

Gen Symbol log2 der 
Veränderung in Haut 

Interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 -2,559 
TNF receptor super family, member 1b = CD120 Tnfrsf1b -2,576 
TNF receptor super family, member 5 = CD40 Tnfrsf5 /Tnf-R5 1,194 
Actinin, alpha 1 Actn1 2,078 
Dual specificity phosphatase 1 Dusp1 -1,07 
Jun oncogene (AP-1 ) Jun -1,547 
Mitogen-activated protein kinase 7 Mapk7 1,491 
Protein kinase C, theta Prkcq -1,461 
Signal transducer and activator of transcription 
3 

Stat3 1,401 

Transformation related protein 53 inducible 
nuclear protein 1 

Trp53inp1 -1,209 

Betacellulin, epidermal growth factor family 
member 

Btc -1,091 

Fibroblast growth factor receptor-like 1 Fgfrl1 1,063 

3.7 Methodische Möglichkeit, die epidermale 
Differenzierung unter zellulärem Stress mit 
veränderter CLDN-1-Verteilung durch PKCθ-
Mediation, darzustellen 

Um eine Methode zu entwickeln, mit welcher der Effekt von Stress auf Gewebe- und 
Zellebene untersucht werden könnte, wählten wir einen Zellversuch. Durch Anheben der 
Calciumkonzentration sollte eine epidermale Differenzierung induziert werden, mit gezielter 
Untersuchung der Stressreaktion im Bereich der TJ, bei exemplarischer Modulation der nPKCθ. 
Hierzu verglichen wir HaCaT-Zellen in Passage 11 nach einer 48-h-Kultur unter normaler 
(1,8 mM) und hoher (9,8 mM) [Ca2+]i (Abb. 18), bei optisch optimaleren Differenzierungskriterien 
wurde mit der höheren [Ca2+]i weiter verfahren. Nach weiteren 24 h Kultivierung der HaCaT-
Zellen in einem Medium mit 9,8 mM Calcium und 0,5 % FBS, sowie anteilig zellulärem Stress 
mit H2O2 und Inhibition der nPKCθ, wurde INV zur Darstellung der zellulären Differenzierung 
und CLDN-1 für die TJ-Marker angefärbt, mit folgender konfokal-mikroskopischer 
Untersuchung. Durch die mechanische Lösung für die Zellernte blieben die HaCaT-Zellen in 
Fragmenten ihres Zellverbandes erhalten, wenngleich durch die Zentrifugation Zellen und deren 
Nuclei anteilig verformt wurden.  

In der Kontrollgruppe (Abb. 19a) waren INV+- und CLDN-1+-Zellen zu finden, mit 
zytoplasmatischem und perizellulärem granulärem Färbemuster. 
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Abb. 18: Vermehrte Differenzierung von HaCaT-Zellen durch Anhebung der Calciumkonzentration  

Exemplarische durchlicht-mikroskopische Bilder von HaCaT-Zellen vor der 11. Passage (a) und nach Passage mit 
anschließender 48-h-Kultur in 1,8 mM (b) und 9,8 mM (c) Calciumkonzentration. (a) zeigt die typischen kleinen, dicht 
wachsenden kuboiden bis polygonalen Zellen, vereinzelte große polynukleären Zellen und wenige eher kleine Zellen 
in zweiter Ebene. Nach Passage und 48-h-Kultur (b, c) zeigte sich an mehreren Stellen eine zweite Zellebene mit 
nunmehr spindelförmigen bis flächigen Zellen, vermehrt bei hoher Calciumkonzentration (c). Artifizielle Einfärbung 
von spindelförmigen Zellen in zweiter Ebene (rot), sowie einer typischen großen HaCaT-Zelle (blau). Balken: 100 µm. 

Unter Stress mittels 0,1 mM H2O2 fanden sich Zellen mit einer ähnlichen 
Färbeintensität wie in der Kontrollgruppe, aber vermehrt auch mit teils intensivem perizellulärem 
INV- und CLDN-1-Färbemuster (Abb. 19b). Eine Antagonisierung der nPKCθ schien diesen 
Prozess zu vermindern mit einer Reduktion der CLDN-1-Färbeintensität und eher Zellkern-
naher INV- und CLDN-1-Färbung (Abb. 19c). Allerdings waren im Vergleich zur Kontrollgruppe 
auch intensiv INV-angefärbte HaCaT zu finden, wenn auch in geringerer Anzahl als unter 
reinem H2O2-Stress. 

 

Abb. 19: Kultusbeispiel wie zellulärer Stress mit H2O2, teils nPKCθ-Abhängig, CLDN-1-Lokalisation an die 
Zellmembran beschleunigte 

Exemplarische konfokal-mikroskopische Aufnahmen der stimulierten HaCaT-Kultur, die unter 9,8 mM [Ca2+]i für 48 h 
differenziert wurde und anschließend bei gleicher [Ca2+]i für 24 h stimuliert wurde. Dargestellt ist eine Doppelfärbung 
von anti-CLDN-1/Cy3 (rot) und anti-INV/Alexa Fluor 488 (grün), Zellkernfärbung mit DAPI (blau). (a) stellt die 
Kontrollgruppe dar (b) zellulären Stress mittels 0,1 mM H2O2 und (c) neben H2O2 zusätzlich eine nPKCθ-Hemmung 
mittels 10 µM PKCθ-PI. Sichtbar ist eine Differenzierung der HaCaT-Zellen mit INV-Nachweis in allen Gruppen, bei 
(a) und (b) neben zytoplasmatisch auch perizellulär, sowie CLDN-1 in allen Zellen. In allen Bildern sind zusätzlich 
Anschnitte von weniger differenzierten Zellen abgebildet, mit zytoplasmatischer CLDN-1 Verteilung. Bei Inhibition der 
nPKCθ (c) beispielhaft geringerer Übergang von INV und CLDN-1 vom Perinukleärraum an die Zellmembran. Balken: 
20 µm. Abkürzungen: [Ca2+]i= Calciumkonzentration, CLDN-1= Claudin-1, INV= Involucrin, nPKCθ= neue 
Proteinkinase C theta, nPKCθ-PI= nPKCθ-Pseudosubstrat-Inhibitor. 
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4 Diskussion 

4.1 Diskussion der Ergebnisse 
Das Konzept dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob und wie psychosozialer Stress 

zu lokalen Reaktionen in der Haut führen kann und wie sich dies auf die Barrierefunktion 
auswirkt. Außerdem sollte untersucht werden ob eine allergische Inflammation das System der 
Haut, deren Barriere und die verschiedenen Regulations- und Reaktionsebenen verändern 
kann und welche Mediatoren, insbesondere von den NT das NGF und BDNF, dabei eine Rolle 
spielen.  

Wir konnten zeigen, dass die Beziehungen zwischen Stress und einer lokalen 
Reaktion in der Haut komplex und nicht-trivialer Natur sind. Wir konnten zudem zeigen, dass 
solche Veränderungen auf mehreren Ebenen stattfinden und lokal bis hin zur zellulären Ebene 
nachweisbar sind. An lokalen Reaktionen konnten wir durch Stress eine Umverteilung und 
veränderte Genexpression von TJ-Markern und des nAChR-α7 nachweisen. Bei der 
allergischen Inflammation, der AlD, stellten wir sowohl morphologische als auch funktionelle 
Veränderungen fest, die eine epidermale Differenzierungsstörung, TJ-Verteilungs- und 
Bildungsstörung und eine funktionelle Barrierestörung beinhalten. Diese Veränderungen waren 
zum Teil sensibel auf Stressoren und deren Modulation, konkret der NT NGF und BDNF. Für 
darin potenziell involvierte regulatorische Wege haben wir Hinweise. Hierfür untersuchten wir 
die Rolle des nAChR-α7 in der nikotinergen Stressvermittlung und konnten zeigten, dass der 
nAChR-α7, in Kombination mit BDNF, die Trophik der Haut beeinflussen kann. Wir konnten 
auch zeigen, dass darunter die Genexpression der TJ-Marker nur marginal beeinflusst wurde. 
Es werden jedoch weitere Studien zur Evaluation der funktionellen Hautbarriere unter BDNF 
und in Abhängigkeit vom nAChR-α7 notwendig sein, insbesondere zur Übertragbarkeit auf den 
Menschen. Einen Ansatz für weitere in-vitro Untersuchungen von lokalen Stressmediatoren auf 
die TJ haben wir zudem aufgezeigt. 

Es folgt eine detaillierte Analyse der Ergebnisse, mit Beantwortung der im Abschnitt 
1.2 gestellten Fragen. 

4.1.1 Inflammationsassoziierte Differenzierungsstörung unter allergischer 
Hautentzündung, Rolle von zusätzlichem Stress und Neurotrophinen 

Bei der allergisch entzündeten Maushaut beobachteten wir eine epidermale 
Hyperplasie, mit Persistieren basaler Zytokeratine in den suprabasalen Zellschichten. 
Zusätzlicher Stress zur Inflammation verstärkte die epidermale Hyperplasie (s. Abb. 6), eine 
begleitende epidermale Dickenzunahme ist dabei bekannt [542]. Die Hyperplasie als Zeichen 
einer Differenzierungsstörung kann „geregelt“ vonstattengehen, mit erhaltener epidermaler 
Ordnung (s. Abb. 22c im Anhang) [30], oder dysreguliert mit teils völliger Destruktion der 
Epidermis (s. Abb. 22d im Anhang), am ehesten einer abortiven epidermalen Hyperplasie 
entsprechend. Die epidermale Differenzierungsstörung, teils auch die abortive Hyperplasie, 
wurden mutmaßlich durch Stresseinfluss verstärkt. Über eine zugrunde liegende mögliche 
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immunologische Ursache wurde bereits publiziert [583]. Zusätzlicher Stress zu AlD bewirkte 
eine verminderte Bildung von IL-10 und dem IL-10-Rezeptor, mit zeitgleicher Zunahme des IL-
1-Rezeptors. Die Produktion von IL-1β und TNF-α war zwar vermindert, allerdings nicht die 
Neubildung der TNF-Rezeptoren (TNFR) -1 und -5. Die Ergebnisse sind vereinbar mit einer 
insgesamten Zunahme der proinflammatorischen Zytokinwirkung durch Stress bei AlD. Eine 
erhöhte Sensibilität für IL-1β über den IL-1-Rezeptor und erhaltene Wirkung des TNF-α über 
den TNFR-1 passen zur weiteren Störung der epidermalen Differenzierung und zu vermehrtem 
KC-Zelltod [41; 278; 355].  

Von den untersuchten NT ist NGF als funktioneller epithelialer „Wachstumsfaktor“ 
beschrieben [127; 438; 547]. Erwartungsgemäß bewirkt NGF unter Inflammation eine vermehrte 
Proliferation von KC im AlD-Mausmodell, worüber bereits publiziert wurde [542]. Unter 
Inflammationsbedingungen hatte sich eine gesteigerte Expression des NGF-Rezeptors TrkA 
gezeigt, gesteuert durch TH2-Zytokine [448]. Akustischer Stress mit und ohne Inflammation 
hatte zu einer verstärkten Immunlokalisation von NGF in der Haut geführt [542]. Betrachten wir 
die immunologische Situation in Abhängigkeit von NGF, so hatte die Antagonisierung von NGF 
bei AlD+ keinen Einfluss auf die IL-4 und IL-5-Neubildung, führte aber zur Reduktion der 
Eosinophilenzahl [542; 583] sowie zum Anstieg von IL-10-Rezeptor aber auch TNFR1-Bildung 
[583]. Passend dazu führte die Antagonisierung von NGF unter AlD und Stress zum 
tendenziellen Rückgang der epidermalen Differenzierungstörung (s. Abb. 6), sowie zur 
Abnahme der cutanen NGF- und TrkA-Immunlokalisation, mit begleitender Reduktion der 
epidermalen Hypertrophie [542].  

BDNF ist in Zusammenhang mit psychischem und körperlichem Stress vielfach 
beschrieben (s. Kapitel 1.1.5.1.3), jedoch auch mit dem Hinweis, dass es auch vor negativen 
Effekten von Stress schützen könnte [442; 450; 586]. In unserem Versuch war die BDNF-
Neubildung in der gesamten Haut unter Stress nicht relevant verändert (s. Tabelle 13 im 
Anhang). In atopisch entzündeter und nicht-läsionaler AD-Haut, sowie in Zellen des lokalen 
Immun- und Nervensystems wurde BDNF jedoch vermehrt nachgewiesen [276; 284; 544; 584], 
was zu einer weiteren Triggerung der Inflammation führte [559; 562]. Eine BDNF-bedingte 
Immunmodulation mit TH2-Wichtung der Inflammation ist unter anderem durch eine selektive 
Immunsuppression TH1-typischer Zellen erklärbar [57; 319; 503]. Stress führt bei Patienten mit 
AD und anderen atopischen Erkrankungen auch mutmaßlich zu höheren BDNF-
Konzentrationen im Blutstrom [338; 358]. Eine Stress-assoziierte Hochregulation des BDNF, 
lokal wie systemisch, mit eher schädigendem Effekt auf die Haut ist somit anzunehmen. 

Die Antagonisierung von BDNF führte in unserem Versuch zu nur marginaler 
Veränderung in der Trophik und Differenzierungsstörung der Haut (s. Abb. 6 und Abb. 7), wobei 
bekannt ist, dass BDNF bei Mäusen die Trophik der Epidermis beeinflussen kann [79]. Eine 
unter Inflammation und bei Mäusen geringere Wirkung als „Epithelotrophin“ ist in unserem 
Versuch anzunehmen. Aufgrund der unterschiedlichen Rezeptorausstattung bleibt jedoch die 
Auswirkung von BDNF auf die Differenzierung humaner Epidermis, mit und ohne allergische 
Inflammation, noch zu zeigen. 
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4.1.2 Die Wirkung von Stress auf die TJ und deren Funktion ist abhängig von einer 
AlD-Inflammation. Sind Neurotrophine dabei “The good, the bad or the ugly”?  

Unsere Ergebnisse zeigen, dass systemischer Stress zu einer Mobilität und 
Umverteilung der TJ-Marker CLDN-1 und ZO-1 führte, wobei vor allem auf die zelluläre CLDN-
1-Lokalisation der inflammatorische Kontext einen gegenteiligen Effekt hatte.  

Die Lokalisation von CLDN-1 und ZO-1 unter Kontrollbedingungen entsprachen dabei 
den bekannten Verteilungsmustern [92; 93; 371; 372; 658]. Die Immunlokalisation von Ocl 
wurde wegen methodischer Schwierigkeiten nicht untersucht. Unter Stress-Einwirkung kam es 
zur Zunahme der CLDN-1- und ZO-1-Konzentration im oberen SG, sowie einer Betonung beider 
Moleküle an der Zellmembran. Auch war CLDN-1 in einzelnen Zellkernen des SG zu finden (s. 
Abb. 21 im Anhang). Über den Phosphorylierungsgrad und somit die Funktionalität der CLDN-
1-TJ war jedoch keine spezifische Aussage möglich. Statt einer dichteren Barriere durch die TJ-
Umverteilung war die Hautbarriere tendenziell eher weniger dicht. Dies passt zu Ergebnissen 
anderer Gruppen, wo dieser Effekt nAChR-α7-vermittelt beobachtet wurde [154]. Je nach 
Stress-Art ist auch beim Menschen ein gleichbleibender, tendenziell oder auch signifikant 
zunehmender Wasserverlust über die Haut festzustellen [17; 234; 426]. Möglicherweise hängt 
die resultierende Barrierefunktion der Haut von der Schwere und Dauer des Stressors ab – und 
von den daraus resultierenden proinflammatorischen Zytokinen. Ein akuter, heftiger Stress 
könnte zur Stärkung der Barriere führen, ein prolongierter Stressor, beispielsweise über 
Aktivierung der TNF-α-Achse [685], zur Schwächung der Barriere. Ebenso kann die Verteilung 
der TJ-Marker neben einem direkten Stress-Effekt auch eine Reaktion auf die Barrierestörung 
sein. Solch ein „Wiederherstellungsversuch“ könnte mit einer Kinase-vermittelten gesteigerten 
TJ-Aktivierung und -Nutzung vereinbar sein [261; 307; 444; 461]. 

In der murinen Haut ging die allergische Inflammation der AlD-Gruppe einher mit 
Veränderungen der TJ-Marker (s. Abb. 8 - Abb. 10), sowie mit einer manifesten Barrierestörung 
(s. Abb. 12). Die bei einer Inflammation gestörte Hautbarriere ist für die AD bekannt [362; 725]. 
Ebenso ist eine verminderte CLDN-1-Konzentration, wie wir sie in der AlD im SG festgestellt 
haben (Abb. 8 und Abb. 10), bei der AD im SG und in tieferen Zellschichten bereits beschrieben 
[54; 56; 205; 279]. Diese Reduktion von CLDN-1 kann unter anderem TH2-zytokinbedingt sein 
[50; 662], was jedoch den Kontext eines dysregulierten lokalen Systems erfordert [54]. Eine 
Reduktion von CLDN-1 ist in-vitro bereits in der Lage, eine Inflammation auszulösen [56], als 
potenzieller Feedback-Mechanismus aus Barrierestörung und Inflammation. Eine begleitende 
verminderte ZO-1-Konzentration im SG bei AlD ging mit einer Verteilung von ZO-1 über mehrere 
Zellschichten einher. Unsere Ergebnisse stehen damit im Gegensatz zu anderen Mausmodellen 
[327], decken sich aber mit Berichten zur AD beim Menschen [724; 730] und beim Hund [364], 
was eine Reduktion der CLDN-1-Lokalisation an die Zellmembran aggravieren oder sogar 
herbeiführen könnte. 

Zusätzlicher Stress zu AlD führte zur weiteren CLDN-1-Abnahme im SG und SB (s. 
Abb. 8 und Abb. 10), ohne bei der Barrierefunktion eine signifikante zusätzliche Störung zu 
erzeugen (s. Abb. 12).  ZO-1 war, trotz einer Reduktion im SB, im SG umverteilt in die oberen 
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Zellschichten (s. Abb. 9 und Abb. 10). Dies könnte Zeichen einer optimierten Funktionalität der 
verbleibenden TJ sein, beispielsweise vermittelt über bisher nicht untersuchte Signalkaskaden 
[261] oder über Nutzung alternativer Claudine [91; 221; 683], um einen weiteren Barriereverlust 
zu kompensieren. 

Bei Untersuchung der Rolle der Neurotrophine auf die Stress- und Inflammations-
bedingte Umverteilung der TJ-Marker, führte die Antagonisierung von NGF zur geringeren 
Störung in der ZO-1-Verteilung und -Immunaktivität in der gesamten Epidermis (s. Abb. 9, Abb. 
10), ohne die von CLDN-1 relevant zu bessern (s. Abb. 8, Abb. 10), bei unverändert gestörter 
Barrierefunktion (s. Abb. 12). Dies hängt möglicherweise damit zusammen, dass die Expression 
von IL-1β und IL-1-Rezeptor 1 unter aNGF anstiegen [583], was sich auf die TJ-Bildung und -
Funktion in vielen Geweben negativ auswirken kann [16; 149; 175]. Die Antagonisierung von 
BDNF führte in unserem Versuch trotz anhaltender Differenzierungsstörung (s. Abb. 6 und Abb. 
7) zu einer gebesserten CLDN-1-Verteilung (s. Abb. 8), einer tendenziell zunehmenden 
Immunlokalisation im SG (s. Abb. 10) sowie zu einer Besserung der Barrierefunktion (s. Abb. 
12). BDNF wirkt unter Stress und Inflammation somit nicht protektiv sondern schädigend auf die 
lokale Homöostase, was an der bekannt gesteigerten Haut- und Rezeptorkonzentration unter 
atopischer Inflammation, mit potenziell inflammationsverstärkender Funktion, hängen könnte 
[559; 584]. Stress zusätzlich zu allergischer Inflammation könnte die Dysregulation des BDNF-
Systems weiter verstärken. Es ist jedoch davon auszugehen, dass es sich beim Menschen um 
keinen rein epidermalen Prozess handelt, sondern das gesamte System der Haut involviert ist, 
da KC keinen funktionalen TrkB exprimieren und der p75NTR nur im SB exprimiert wird [675]. 

Auch nicht-läsionale AD-Haut zeigt eine dysregulierte Differenzierung [647] mit 
Barrierestörung [68; 362] und einer veränderten Expression von CLDN-1, sowohl beim 
Menschen als auch in murinen Modellen [48; 54; 279]. Passend hierzu konnte in der nicht-
läsionalen Haut unseres in-vivo Versuches eine gestörte CLDN-1-Verteilung festgestellt werden 
(Abb. 23 im Anhang), was für ZO-1 nicht so eindrücklich war (Abb. 24). Systemischer Stress 
hatte in nicht-läsionaler AlD-Haut aber nicht den Effekt auf CLDN-1 wie in gesunder Haut. Es 
ist somit davon auszugehen, dass durch eine „statische immunologische Dysregulation“ auch 
bei AlD Stress-Mediatoren unterschiedlich wirken, abhängig von lokalen 
Inflammationsbedingungen.  

Zusammengefasst ist der Effekt von NT auf die Barrierefunktion und TJ-Verteilung 
abhängig von der Inflammationssituation. Während NGF sich vor allem auf die Trophik auswirkt 
und somit auch das ZO-1 beeinflusst, spielt BDNF unter Inflammationsbedingungen vor allem 
eine Rolle für CLDN-1 und dessen Funktion. Eine weiterhin gestörte Verteilung von CLDN-1 in 
nicht-läsionaler AlD+-Haut, auch unter Antagonisierung von NGF oder BDNF (s. Abb. 23 im 
Anhang), unterstreicht aber, dass weitaus komplexere Mechanismen die TJ regulieren. 

Zum Verständnis der stress- und immunbedingten Veränderung der Hautbarriere als 
Treiber einer Inflammation wären in Zukunft neben der Exploration der TH2-typischen Zytokine 
und Zellen auch die TH17- und TH22-Achse von Interesse, da diese sich auch auf die TJ-Marker 
auswirken [730] und in der Pathogenese der AD und ihrer Barrierestörung eine Rolle spielen 
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[288; 423]. Passend hierzu konnten bereits Erfolge mit einer anti-IL-22-Antikörpertherapie bei 
schwerer AD erzielt werden [286].  

4.1.3 Regulatorische Genexpression führt zur Abnahme von TJ-Markern unter 
Stress und Inflammation, CLDN-1 dabei auch abhängig von BDNF 

Während ein System (z.B. eine Zelle oder ein Gewebe) sich im Gleichgewicht 
befindet, kann über die spezifische Genexpression eine Aussage über die relative Menge des 
hierdurch kodierten Proteins gemacht werden [101]. Nach Phasenübergang eines Systems folgt 
die Anpassung der Proteinkonzentration erst nachträglich, durch Anpassung der zugehörigen 
Genexpression [421]. Bei Betrachtung der Immunlokalisation von Proteinen sehen wir somit die 
kurzfristigen Änderungen des Systems, während die mRNA-Analyse mittelfristige 
Veränderungen darstellt. Diese beiden Regulationsebenen werden in dieser Arbeit daher 
gesondert aufgeführt. 

Die mittels qPCR dargestellte TJ-Expression zeigte unter Stressbedingungen eine 
signifikante Abnahme der CLDN-1 mRNA, was im Gegensatz zur „akuten“ Stressreaktion mit 
Zunahme der CLDN-1-Aktivität steht. Die allergische Inflammation führte zu einer signifikanten 
Abnahme der mRNA aller 3 TJ-Marker, wie bei CLDN-1 und ZO-1 auch auf Proteinebene im 
SG festgestellt wurde und wie in anderen Mausmodellen bereits gezeigt wurde [488]. Auch in 
Läsionen einer Hapten-induzierten Dermatitis wurde eine Reduktion der mRNA von CLDN-1 
und Ocl bereits beschrieben [721]. Während unter reinen Stressbedingungen noch 
Kompensationsmechanismen bestanden, scheint unter AlD eine manifeste, stabile 
Dysregulation des Systems eingetreten zu sein, mit konkordanter Verminderung der TJ-Marker 
auf Protein- und Genexpressionsniveau. Zusätzlicher Stress zu Inflammation verstärkte bei uns 
die mRNA-Abnahme, passend zu den Proteinveränderungen. Die weitere Aggravation in der 
Expression der TJ-Marker mag an der stressbedingten Zunahme der Differenzierungsstörung 
mit verzögerter Reifung der KC liegen, da eine NGF-Ausschaltung mit Besserung der 
Differenzierung auch zur Zunahme der mRNA aller 3 TJ-Marker in der Haut führte (s. Abb. 11). 
Die CLDN-1-Neubildung scheint hierbei wiederum auch mit der Wirkung von BDNF auf die 
lokalen Systeme assoziiert zu sein, da eine Antagonisierung von BDNF zur Zunahme der 
CLDN-1-mRNA führte (s. Abb. 11). Ein Grund könnte sein, dass es unter aBDNF zu keiner 
Zunahme der CLDN-1-supprimierenden IL-1β-Achse kam wie unter aNGF [583], sicherlich sind 
jedoch weitere lokale Faktoren beteiligt. Alleine die Zunahme der CLDN-1-mRNA könnte dabei 
potenziell die gebesserte Barrierefunktion und Inflammation beeinflussen [56]. Nicht zuletzt 
können auch andere TJ-tragenden Strukturen der Haut die mRNA-Veränderungen 
beeinflussen,  wie beispielsweise Haarfollikel [90].  

4.1.4 Der nAChR-α7 als potenzieller Stressmediator, abhängig von allergischer 
Inflammation und Neurotrophinen 

Eine potente Modulation der cutanen Inflammation, die zu einer Barrierestörung, 
Umverteilung und verminderter Neubildung von CLDN-1 führen kann, ist über das NNCS 
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möglich. Insbesondere der nAChR-α7 hat antiinflammatorische Eigenschaften und Einfluss auf 
viele Stellglieder des Immunsystems (s. 1.1.5.2.3).  

Eine akute Stressreaktion ging im Mausmodell mit einer Erhöhung von ACh in der 
Haut einher [563], in unserem Versuch nahm zusätzlich die nAChR-α7-Konzentration in 
einzelnen Zellen des SG zu (s. Abb. 13). Gleichermaßen stieg die mRNA von nAChR-α7 und 
die des Liganden SLURP-1 in der murinen Vollhaut an [583]. Hierdurch könnte ein 
homöostatischer antiinflammatorischer und barrierestabilisierender Effekt entstehen, aber auch 
Stress in das SG vermittelt werden. Bei seiner Auswirkung auf die TJ wurde der nAChR-α7 
bereits als potenziell schützend beschrieben [147], wurde aber auch für eine durch prolongierten 
Stress induzierte Barrierestörung verantwortlich gemacht [154], mit zeitabhängigem 
biphasischen Effekt.  

Bei der atopischen Inflammation liegt eine Dysregulation des cutanen cholinergen 
Systems vor (s. Kapitel 1.1.6.2). Zusätzlicher Stress in unserem AlD-Modell führte in der Haut 
zur Zunahme der ACh-Konzentration, sowie zur Zunahme muskarinerger Rezeptoren [583], 
was einen proinflammatorischen Effekt unterstützen könnte. Zeitgleich konnte aber auch eine 
Zunahme der mRNA des nAChR-α7 beobachtet werden. Eine Antagonisierung von NGF 
bewirkte einen Rückgang der zuvor gesteigerten mRNA des M3-AChR, aber auch der mRNA 
des nAChR-α7 [583]. Die Zunahme an SLURP-1-mRNA mit folgender vermehrter Verfügbarkeit 
könnte hierbei über Modulation der verbleibenden nAChR-α7 den Rückgang der Inflammation 
unterstützen, was sich mit der beobachteten gebesserten epidermalen Differenzierung 
vereinbaren lässt. Die Antagonisierung von BDNF führte unter AlD- und Stress-Bedingungen 
zur Besserung der zuvor pathologisch erhöhten ACh-Konzentration [583], was zur 
Stabilisierung des Systems führen könnte und mit der gebesserten Barrierefunktion vereinbar 
ist. 

Der nAChR-α7 scheint somit an Stressachsen in der Epidermis beteiligt zu sein, als 
Stressmediator oder homöostatischer Faktor. Um dieser These nachzugehen, wurde die 
Wirkung von nAChR-α7 und BDNF auf die TJ ex-vivo weiter getestet. Unter 
Kontrollbedingungen schien der nAChR-α7 dabei wichtig für die geregelte Differenzierung zu 
sein (s. Abb. 15), mit bereits beschriebener Retentionshyperkeratose unter KO-Bedingungen 
[154] und tendenziell vermehrter Apoptose, wahrscheinlich durch verminderte schützende 
Regulatoren [34]. Diese Fehlregulation scheint unter BDNF-Wirkung tendenziell gebessert (s. 
Abb. 15 und Abb. 16), was möglicherweise über andere ACh-Rezeptoren vermittelt sein könnte, 
die unter α7-KO-Bedinungen bereits kompensatorisch verändert sind um die terminale 
Differenzierung zu ermöglichen [33].  

BDNF als vorbeschriebenes „Epithelotrophin“ muriner Haut führte in der Wildtyp-
Maushaut zu einer mild veränderten Differenzierung (s. Abb. 15 und Abb. 16). Betrachten wir 
zusätzlich die TJ-Expression, so fand passend dazu unter BDNF-Einfluss auch eine 
tendenzielle Zunahme der CLDN-1- und ZO-1-mRNA statt. Nikotinerger Stress führte bei 
zeitgleicher BDNF-Einwirkung zu einer potenziell nAChR-α7-abhängigen Hypertrophie und 
Differenzierungsstörung der Epidermis. Dies könnte Folge einer Barrierestörung sein. Eine 
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prolongierte Aktivierung der nAChR-α7 kann im normalen cutanen System zu einer epidermalen 
Barrierestörung führen [154]. BDNF könnte im Sinne eines „Two-Hit“-Modells die 
Barrierestörung im dysregulierten System aggravieren und somit die Differenzierung weiter 
stören. Aufgrund der methodischen Schwierigkeiten ist in unserem Versuch aber keine Aussage 
zur Integrität der resultierenden epidermalen Barriere möglich, hier werden weitere Studien 
nötig sein, auch zur Übertragbarkeit der Daten auf den Menschen. 

Eine tendenziell weiter zunehmende mRNA aller 3 TJ-Marker unter Nikotin- und 
BDNF-Einfluss (s. Abb. 17) war unabhängig vom nAChR-α7. Dies lässt vermuten, dass der 
nAChR-α7 zwar potenziell die Barrierefunktion, aber nicht die mittelfristige Regulation der TJ-
mRNA-Expression beeinflusst. Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte jedoch berücksichtigt 
werden, dass bereits unter Kontrollbedingungen gestörte TJ-Verteilung vorlag (s. Abb. 25 im 
Anhang), im Sinne eines kulturbedingten epidermalen Stresses. Ein Wegfall der Innervierung 
und des neurocutanen Einflusses könnte dabei ebenso eine Rolle spielen. Zusätzlich könnten 
Wundheilungsprozesse der Biopsieränder eine proinflammatorische Auswirkung auf das cutane 
System gehabt haben, was den Einfluss von BDNF modulieren könnte.  

Zusammengefasst könnte der nAChR-α7, obwohl als Homöostasefaktor bekannt, bei 
lokaler Inflammation oder prolongierter Aktivität eine Rolle in der lokalen Dysregulation der 
epidermalen Differenzierung und Barriere spielen, potenziell aggraviert durch BDNF.  

4.1.5 Transkriptom zeigt unter akustischem Stress mehrere Muster an 
Veränderungen in Richtung der TJ 

Da für die beobachteten Veränderungen an den TJ lokale regulatorische Faktoren zu 
erwarten sind, wurden mögliche Vermittler der Stressreaktion in der Haut untersucht. Um das 
regulatorische Bild zu vervollständigen, analysierten wir das Transkriptom der Haut nach 24 h 
akustischem Stress und verglichen die Veränderungen der exprimierten Gene mit Proteinen 
und Enzymen, bei denen ein Einfluss auf TJ oder die Barrierefunktion in verschiedenen 
Geweben bekannt ist. Die Analyse dient der Hypothesenfindung und bietet einen Ansatz für 
weitere Studien.  

Von Kinasen und Phosphatasen, die sich auf die Integrität der TJ und deren 
Verteilung und Expression auswirken können, war eine Reduktion der nPKCθ-mRNA auf ca. 
36 % am relevantesten. Diese Kinase ist im Darmepithel an zytoskelettalen Veränderungen und 
der Aktivierung von Claudin-TJ beteiligt [39; 40], dabei ist sie an Plasmamebranen mit TJ 
assoziiert zu finden [189]. Die nPKCθ kann in allergischen Reaktionen wichtig für eine T-Zell-
Aktivierung sein [20], eine TH2-T-Zell-Antwort vermitteln aber auch zur vermehrten Bildung von 
Treg führen [430]. Die Verbindung von TJ mit atopischer Inflammation und Stress wäre demnach 
hierüber denkbar. Eine Reduktion des Enzymes könnte die nach verlängertem Stress 
auftretende Barrierestörung ebenso mit erklären.  

Zusätzlich lag eine 2,8-fache Steigerung der MAP-Kinase 7 (MAPK-7, auch ERK5 
genannt) vor, die durch Stress- und Wachstumsfaktoren aktiviert wird und sich auf KC-
Proliferation, -Mobilität und Wundheilung auswirken kann [32; 112; 261]. Im Hinblick auf die TJ 
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ist eine durch die MAPK-7 bedingte Translokation von ZO-1 und Ocl bekannt [590], sodass auch 
hier ein Einfluss auf die Barrierefunktion möglich ist. Von den getesteten Binde- und 
Interaktionspartnern der TJ war das α1-Actinin, das einen Einfluss auf die Stabilität von KC und 
Haut hat [292], am prominentesten gesteigert. Die Expression anderer Faktoren wie α-Catenin, 
Connexin 43 oder E-Cadherin waren mit einem SLR unter ±1 deutlich weniger verändert und 
scheinen somit weniger Kandidaten der mittelfristigen Stressvermittlung zu sein. 

Bei den Zytokinen und Zytokinrezeptoren fanden wir eine gesteigerte mRNA-
Expression der TNFR5-(CD40)-mRNA, sowie eine Reduktion von TNFR1 und IL-13-Rezeptor-
α1. Diese Ergebnisse wurden bereits als mögliche Bahnung einer TH2-Immunantwort 
interpretiert [581], die über eine nikotinerge Aktivierung erfolgt sein könnte [6]. Auf Ebene der 
KC stellt diese Konstellation einen möglichen Schutzversuch dar. Im Darm-Modell war eine 
geringere IL-13-Wirkung [689] und eine Reduktion der TNFR-1-vermittelten TJ-Störung [185] 
mit einer Verbesserung der Barriere verbunden. 

Wir könnten die Ergebnisse des „Crosstalks“ in der Haut unter Stress, zusammen mit 
den beobachteten morphologischen und funktionellen Veränderungen, wie folgt interpretieren: 
Auf einer Seite steht eine Auslenkung pro Barrierestörung, mit einer verminderten TJ-Bildung 
und Dysregulation funktioneller Kinasen. Auf der anderen Seite stehen mögliche stabilisierende 
Veränderungen, unter anderem der Zytokinrezeptoren, bei denen das nikotinerge System eine 
Rolle spielen kann. 

4.1.6 Ausblicke in künftige Methoden für die Frage nach „Bystander oder 
Mittelsmann“ – Stress, nPKCθ und Tight Junctions im Zellmodell 

Neben den bekannten Stressachsen (s. Kapitel 1.1.5), die sich direkt auf die KC in 
der Epidermis auswirken können, ist für einige Mediatoren wie das BDNF der Signalweg zu den 
KC des SG noch unbekannt. Die stressbedingte Aktivierung von Kinasen-Systemen könnte 
wesentlich für die Veränderung in der Lokalisation und Funktionalität der TJ sein. Hierfür wurde 
ein Zellmodell etabliert, um beispielhaft einen Kinasen-Einfluss zu demonstrieren und Ansatz 
für künftige Studien zu geben. 

Um den direkten Effekt einer Inhibition der nPKCθ auf KC zu untersuchen, blockierten 
wir sie an HaCaT-Zellen während der Differenzierung und Bildung von TJ. Anhand der INV- und 
CLDN-1-Expression waren nach 72 h Kultur unter hoher (9,8 mM) [Ca2+]i HaCaT mit einem 
differenzierten Phänotyp [84] zu finden. Funktionell entsprechen die HaCaT mit teils 
zytoplasmatischem, teils perizellulärem INV- und CLDN-1-Färbemuster am ehesten KC im 
oberen SS bzw. unteren SG [191]. Unter oxidativem Stress mit 0,1 mM H2O2 war der Transport 
von INV und CLDN-1 Richtung Zellmembran beschleunigt, was neben einer gesteigerten 
Differenzierung auch einer kompensatorischen zellulären Stressreaktion entsprechen könnte. 
Eine Studie mit 0,2 mM H2O2-Stress konnte nach 6 h eine Abnahme und nach 48 h eine 
Zunahme der CLDN-1 Konzentration an den HaCaT-Zellgrenzen verzeichnen [444]. Mit den TJ-
Veränderungen ging dabei eine Abnahme des transepidermalen Wiederstandes und eine 
Zunahme von parazellulärem LY-Influx einher, die sich nach 48 h wieder normalisierte und von 
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CLDN-1 und dessen Phosphorylierung abhängig war. Diese CLDN-1-Phosphorylierung konnte 
durch unselektive Aktivierung von PKCs oder Inhibition der Protein-Phosphatase 2A unter H2O2-
Stress erhalten werden, ebenso die Dichtigkeit der Barriere nach 6 h [444]. Unsere Ergebnisse 
lassen vermuten, dass eine Blockade der nPKCθ die Wiederherstellung der TJ nach einer 
Störung durch oxidativen Stress verzögert, was auch mit Ergebnissen mit Ocl an Caco-2-Zellen 
korreliert [39].  

Mittels unserer Methodik könnten somit weitere Untersuchungen zur Stressmediation 
am Zellmodell erfolgen um den Einfluss auf TJ zu testen, die nPKCθ könnte hierfür ein attraktiver 
Kandidat sein. Auch wäre die Kombination mit TH2-Zytokinen zur Modulation einer gestörten 
inflammatorischen Umgebung von Interesse [363], was Licht auf die frühe inflammatorische 
Situation bei AD werfen könnte. 

4.2 Stärken und Schwächen der Studie 
Ein Aspekt dieser interdisziplinären Arbeit war, die Auswirkung von Stress auf die 

Haut bis hinunter auf molekulare Ebene zu untersuchen. Alleine die modernen 
immunologischen Erkenntnisse sind jedoch viel zu umfassend und unterliegen einer rapiden 
Entwicklung, so dass eine umfassende Darstellung und Analyse der zugehörigen 
immunologischen Situation nicht zielführend wäre. Wir haben uns entsprechend auf ein paar 
wesentliche Teilaspekte konzentriert und versucht, diese mit möglichst einfachen Mitteln zu 
ergründen. Funktionelle Gesichtspunkte dienten dabei als Grundlage und Orientierungspunkte. 
Dafür haben wir Einschränkungen in der Aussagekraft und methodisch-technische 
Schwierigkeiten bewusst in Kauf genommen. 

4.2.1 Tiere und Proben 

Wir wählten für unsere primäre Fragestellung einen murinen in-vivo Versuch, um den 
ausgeübten Stress zu standardisieren und so die spezifische Auswirkung auf eine allergisch 
entzündete Haut zu untersuchen, was am Menschen in dieser Form nicht möglich gewesen 
wäre. Durch die Wahl der „subchronischen“ Stressdauer sollten anteilig beide Effekte dargestellt 
werden: Die Auswirkung eines akuten Stressors auf die Proteinebene und die beginnende 
Dysregulation der Genexpression unter chronischem Stress. Für die Modulation der NT 
entschieden wir uns zur Antagonisierung mittels spezifischer AK und nicht zur siRNA, um die 
primär extrazelluläre Wirkungsweise als Mediator zu unterbinden, ohne die intrazelluläre 
Funktion allzu sehr zu beeinträchtigen. Die Dosis wurde so gewählt, dass das Risiko der 
Neurotoxizität gering gehalten wurde. BDNF- oder NGF-KO-Mausmodelle werden mit schweren 
neurologischen Defiziten geboren oder sind nicht überlebensfähig [151; 203], entsprechend 
ungeeignet für unsere Fragestellung, ebenso wenig wie Modelle mit phänotypischem Knockout 
[588], die Verhaltensauffälligkeiten zeigen. 

Viele Erkenntnisse zur Immunologie der Haut stammen aus Versuchen mit Mäusen 
[459]. Dennoch liegen einige Unterschiede in der cutanen Immunreaktion zwischen Menschen 
und Mäusen vor [305; 315]. Da Labormäuse überwiegend unter pathogenfreien Bedingungen 
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gehalten werden (SPF) und in eher jungem Alter untersucht werden, besitzen sie mehr naive T-
Zellen und DETC in ihrer Haut [459], im Gegensatz zu Mäusen aus konventionellem Tierhandel 
und entsprechendem Antigenkontakt, mit deutlich mehr αβ-T-Zellen und TMC [58]. Es wurde 
postuliert, dass γδ-T-Zellen als „primitiver“ Teil der adaptiven Immunantwort mit zunehmender 
Reifung der Haut durch spezifischere αβ-T-Zellen ersetzt werden, die cutane Immunantwort von 
Labormäusen sei eher ähnlich der eines menschlichen Neugeborenen [315], was grundsätzlich 
bei Interpretation muriner Versuche zur Haut berücksichtig werden sollte. 

4.2.2 Fixier- und Antigendemaskierungs-Verfahren 

Die Gewebefixierung für die IHC erfolgte mit Aceton oder mit einer Mischung aus 
Paraformaldehyd und Pikrinsäure, was jeweils zur Zerstörungen von Epitopen für AK führen 
kann [707]. Die Erstellung der Formaldehyd-Lsg aus Paraformaldehyd fixiert möglicherweise 
schonender [606]. Ein Hinzufügen von Pikrinsäure bessert das Fixationsergebnis und kann 
helfen Zellmembranen zu stabilisieren [194]. Andere Verfahren nutzen Essigsäure-basierte 
Agenzien, die teilweise keine Quervernetzungen bilden, was jedoch andere Nachteile mit sich 
bringt [472]. Um die Epitope der Primär-AK wieder herzustellen war eine Antigendemaskierung 
notwendig. Das Verfahren mit Citratpuffer war für die empfindlichen Gefrierschnitte nicht 
geeignet. Für widerstandsfähigere Paraffinschnitte kann es jedoch ein mögliches Verfahren 
sein. SDS führte letztendlich zu zufriedenstellenden Ergebnissen. 

4.2.3 Untersuchte Marker 

Wir wählten die Immunlokalisation der epidermalen Marker mittels IHC, um so 
Aussagen über die Verteilung im Gewebe und in den Zellen der Epidermis zu treffen. Über die 
Messung der Färbeintensität konnten wir zudem semiquantitative Aussagen über die 
Proteinkonzentration treffen, was über Western Blot in der Zellschicht-Spezifität nicht möglich 
gewesen wäre. Für alle 3 TJ-Marker nutzten wir polyklonale AK, um eine effektivere Färbung 
trotz der potenziell veränderten Tertiärstruktur der Proteine zu ermöglichen. Bei CLDN-1 
konnten wir, am ehesten durch die SDS- und Triton-X-Behandlung, ein Anfärben auch im 
Zellkern darstellen (s. Abb. 21 im Anhang). Im Gegensatz dazu blieb eine anti-phospho-CLDN-
1-Färbung ohne Erfolg. Auch bei Ocl-Färbungen in der IHC sind unspezifische Färbungen 
häufig [92]. Bei komparativen Untersuchungen sollten entsprechend möglichst AK derselben 
Charge verwendet werden. Dieses Ziel der Vergleichbarkeit führte auch dazu, dass wir eine 
Doppelfärbung mit Primär-AK aus der gleichen Herkunftspezies etablierten. Das Verfahren, 
offene Stellen des ersten Primär-AK mit unkonjungiertem FAB-Fragment zu blockieren, stellte 
sich für unsere Fragestellung als zufriedenstellend heraus (s. Abb. 21 im Anhang). Je nach 
Fragestellung könnte auch der erste Primär-AK über ein unkonjugiertes FAB-Fragment auf eine 
andere Spezies „umgelabelt“ werden [331].  

Da für die Intensitätsmessungen Bilder von mit identischen Schnitt- und 
Färbebedingungen genutzt wurden, führten die fixationsbedingen Artefakte zu einer 
verminderten Anzahl an nutzbaren Proben, was die Aussagekraft reduzierte. 
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4.2.4 Besonderheiten der Analyse mittels qPCR und Microarray 

Die qPCR- und Microarray-Ergebnisse wurden aus Vollhaut gewonnen, mit 
optimierter Gewebeverarbeitung, um den Trend des Gesamtsystems darzustellen und um die 
Ergebnisse in mehrere Projekte im Sinne des Tierschutzes integrieren zu können [542; 581; 
583]. Eine sichere Zuordnung der mRNA-Expressionsveränderung zur Epidermis ist nicht 
möglich. Subtilere Veränderungen, systemische Differenzen zwischen Epidermis und Dermis 
oder Unterschiede zwischen einzelnen Zellgruppen werden durch diese Probenart 
vernachlässigt. Für eine differenzierte Untersuchung der Epidermis stehen Methoden zur 
Schichtauftrennung (wie z.B. Laser-capture Mikrodissektion [532], eine Behandlung mit 
Ammonium-Thiozyanat [141] oder Thermolysin-Trypsin [669]) zur Verfügung, mit jedoch 
möglicher Kompromittierung der Signalwege. Neue diagnostische Möglichkeiten eröffnen 
gezielte Gewebeanalysen mit „spatial Transcriptomics“ [549]. Letztlich werden künftig auch 
systemtheoretische Netzwerk-Analysen, möglicherweise bis hinunter auf Netzwerke in 
einzelnen Zellen, zielführend sein [296; 648]. 

Für das Microarray wurde zudem von 3 Mäusen RNA gepoolt und amplifiziert. Für 
jedes Gen erfolgte eine Match-Missmatch-Analyse. Die hier verwendeten Ergebnisse zeigten 
darin eine große Differenz, sodass dieses Gen sehr wahrscheinlich in beiden Gruppen 
vorhanden war. Über die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen beiden Gruppen 
wird jedoch keine Aussage getätigt.  

4.2.5 Penetrations- und Barrieretests 

Für die Bestimmung des Wasserverlustes über die Haut sind TEWL-Messung als 
nicht-invasive Methode etabliert und standardisiert [550]. Die Ergebnisse stehen theoretisch für 
die Funktion der Barriere von innen nach außen und umgekehrt [92]. Ein Anstieg des 
Wasserverlustes ist ein Hinweis auf eine klinische Barrierestörung, dabei wird jedoch keine 
Aussage über das Barriereverhalten gegenüber größeren Stoffen getroffen. Die Permeabilität 
z.B. der Claudin-TJ ist hierfür selektiver [679].  

Für die ex-vivo Barrieretests wählten wir die Stoffe LY und Sulfo-NHS-Biotin. Beide 
scheinen jedoch für die murine Haut und eine Probengröße von 3 mm nicht geeignet zu sein. 
Die Diffusion des negativ geladenen EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin in die Epidermis war sehr 
gering (s. Abb. 26 im Anhang). Es wurde bereits gezeigt, dass anionische Tracer die BM bei 
Ratten nur in geringerer Menge passieren [348], wobei die negative Ladung der BM [95] 
wahrscheinlich zur Passagebehinderung führte. Publikationen zeigen eine nachweisbare 
Diffusion des gleichen 556 Da großen Biotin-Tracers in die Maus-Epidermis, wobei ein 
nachvollziehbarer Übertritt in die Epidermis, nach einer dermalen Injektion, nur nach 
Desmoglein-1-Verdauung sichtbar war [721].  

4.2.6 Zellkultur 

Wir wählten die HaCaT-Kultur aufgrund der robusten, langlebigen Zellart und der 
Tatsache, dass mit entsprechendem Einfluss alle Differenzierungsstufen epidermaler Zellen 
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entstehen können [84]. Ab einer 1,4 mM [Ca2+]i beginnen die Zellen zu differenzieren [83; 84]. 
Unter der deutlich erhöhten [Ca2+]i von 9,8 mM, unterstützt durch einen Serum-Entzug in den 
letzten 24 h Kultur zur Unterdrückung einer weiteren zellulären Proliferation, war nach 72 h 
Kulturdauer eine sichtbare Differenzierung der Zellen zu erreichen. Zusätzlich könnte durch eine 
Absenkung der Kultur-Temperatur noch eine Verbesserung der Differenzierung erreicht werden 
[70]. Die Stimulation der Zellen oder die Modulation von PKCs scheint an dieser Zellkultur gut 
möglich. Die Zellernte mittels einer mechanischen Lösung bringt zudem den Vorteil, dass die 
Zellen in Fragmenten des Verbandes untersucht werden können sowie zusätzlich das 
umgebende Medium untersucht werden kann. Alternativ wäre ein Wachstum der HaCaT auf OT 
möglich, mit Erhalt der kompletten Integrität [444]. 

4.3 Bedeutung der Studie  
Die Herangehensweise dieser Arbeit war eine Aufteilung von zellulären und 

interzellulären Interaktionen in Subsysteme, die als funktionelle Einheiten untersucht wurden. 
Dies ist ein effektives Konzept, um komplexe Systeme zu beobachten und darzustellen [403]. 
Das Konzept ist dennoch artifiziell, da die Übergänge zwischen den Systemen fließend sind. 
Diese systemische Betrachtung von Stress und atopischer Inflammation hat uns gezeigt, dass 
Prozesse, die zwischen der vermeintlichen Ursache der Dysregulation (z.B. psychisches 
Erleben, Verhalten, Stress-Situation) und einer lokalen Antwort (z.B. Barrierefunktion) 
vermitteln, verschiedene metabolische, hormonelle und immunologische Komponenten 
beinhalten, die eine Vielzahl unterschiedlicher Signalwege nutzen, deren individuelle 
Betrachtung nicht unbedingt zielführend ist und nicht sicher eine belastbare Interpretation 
zulässt.  

Eine Theorie dieser Arbeit ist, dass eine Barrierestörung im Körper in der Epidermis 
Teil einer Auslenkung der „homöostatischen Immunität“ ist [126]. Was den Einfluss von Stress 
auf die Barriere und TJ angeht, so scheint dieser auf funktioneller Ebene protektiv, auf 
regulatorischer Ebene aber störend. Die resultierende TJ-Funktion wird demnach geschützt 
oder gestört, abhängig von der lokalen Inflammationssituation und der „lokalen Resilienz“. Diese 
lokale Resilienz beinhaltet das NNCS und das NT-System, sowie eine Fülle weiterer 
Einflussfaktoren. 

In einer regulären Reaktion auf einen inflammatorischen Reiz, wie z.B. bei einem 
eindringenden Pathogen, verstärken TH-gewichtete Immunreaktionen sich selbst, teils durch 
Hemmung anderer TH-Subgruppen über eine negative Rückkopplung [701]. Wäre diese 
Immunantwort aber nicht in ein komplexes Netzwerk immunologischer Signalwege 
eingebunden, käme es durch jede Immunaktivierung zum Überschießen einer spezifischen 
Antwort. Durch die vielfachen Reaktions- und Rückkopplungs-mechanismen sind 
immunologische Prozesse niemals linear-eindeutig und somit schwer vorherzusagen [108; 
695], ganz entsprechend des Modells der nicht-trivialen Maschine oder der Chaostheorie [155]. 
Trotz der erschwerten Vorhersagbarkeit scheint eine Inflammationsreaktion, unabhängig von 
der auslösenden Ursache, distinkten Reaktionschemata zu entsprechen, die teils genomisch 
nachweisbar sind [417; 618]. Eine immunologische Auslenkung, ist systemisch „gewollt“ und 



 

90 

notwendig, um die Robustheit und Allostasefähigkeit des Organismus sicherzustellen [402; 
640]. Durch externe und interne Einflüsse kommt es somit zu Phasenübergängen, mit Folge 
von teilweise schädigenden, aber stabilen Zuständen. Diese Bildung distinkter stabiler 
Situationen könnte beispielsweise über Phosphorylierungen an verschiedenen Stellgliedern des 
Netzwerkes erreicht werden [317]. Dass eine immunologisch erkrankte Haut dabei ein stabiles 
System bildet, das sogar einwandernde Immunzellen regelrecht „erzieht“, wurde bereits bei 
Erkrankungen wie dem cutanen Lupus erythematodes gezeigt [62]. 

Das neurocutane System und die NT sind bei der immunologischen Situation 
potenziell stabilisierende Faktoren [182] und somit auch mögliche Inflammationstreiber. Die 
BDNF-Wirkung kann also Teil eines Barriere-Homöostase-Mechanismus sein, dessen Wirkung 
unter Inflammation eine Phasenumkehr durchläuft – von schützend vor negativen Stress-
Effekten zur inflammatorischen Exazerbation. Dies unterliegt möglicherweise dem cholinergen 
Einfluss. Bei der Übertragung auf den Menschen sollte berücksichtigt werden, dass die 
individuelle Resilienz sowohl vom Befinden als auch vom Lebenswandel des Einzelnen 
beeinflusst ist [174], also in ein größeres regulatives Schema eingebettet ist. 

4.4 Abschließende Ausblicke  
Ein Aspekt dieser Arbeit war es, zu zeigen, dass das Verständnis komplexer 

Reaktionsmuster gelegentlich eine bessere Interpretation ermöglicht, als die lineare 
Betrachtung einzelner Faktoren. In Bezug auf das Immunsystem kann das Erkennen solcher 
Muster das Verständnis einer Immunreaktion verbessern. Die Analyse der Bedingungen, die zu 
einer Phasenumkehr, einem linearen Verhalten oder einem exponentiellen Verlauf führen, kann 
die Vorhersagbarkeit beispielsweise einer Stressreaktion oder einer chronischen Erkrankung 
erhöhen.  

Die Frage wäre dann, welches die Kriterien und „Benchmarks“ sind, die nicht nur das 
immunologische „Muster“ festlegen, sondern auch therapeutische Konsequenzen nach sich 
ziehen. In der Sepsis-Diagnostik, aber auch bei Autoimmunerkrankungen, sind Reaktions-
„Cluster“ des Immunsystems bekannt [220; 601]. Diese Erkenntnisse sind aufgrund ihrer 
Komplexität nicht selten das Ergebnis von „Machine Learning“ [446] und können dazu dienen, 
Vorhersagen über Krankheitsverlauf oder Therapieansprechen zu treffen [666; 667]. „Omic“-
Analysen mit angeschlossenem Machine Learning können genutzt werden, um weitere 
immunologische Reaktionsmuster aufzudecken [138; 176], und zwar auf verschiedenen 
regulatorischen Ebenen. Im Falle der AD gibt es Ansätze, wie über eine Ermittlung der 
Reaktions-Subtypen oder der individuellen Reaktionsmuster eine Vorhersagen über den 
weiteren Verlauf der Erkrankung oder ein Therapieansprechen möglich sein könnte [211]. Somit 
bieten diese Konzepte einen Ansatz für eine personalisierte Medizin [662]. Entsprechend dieser 
Arbeit wären NT, das NNCS, deren Interaktion und die genutzten Signalwege Kandidaten, die 
in einem solchen Konzept eine Rolle spielen könnten. 

Interventionen, deren Ziel es ist, die adaptive Funktion des Immunsystems zu 
verbessern und Fehlfunktionen der Immunantwort zu korrigieren, sind potenzielle 
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therapeutische Herangehensweisen für Autoimmunerkrankungen [479]. Einige Verfahren 
versuchen bereits die „Neubahnung“ eines inflammatorischen Gleichgewichtes [241]. Nicht 
zuletzt kann die immunologische Mustererkennung zur Entwicklung neuer therapeutischer 
Ansätze führen [526; 717] sowie die Vorhersage von Arzneimittelreaktionen verbessern [337]. 
Über die Analyse der dynamischen Interaktionen komplexer Informationssysteme des Körpers 
schafft es die Forschung möglicherweise, in Zukunft gelegentlich den Deckel der „Black Box“ 
anzuheben, um einen detaillierten Blick auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu werfen. 
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5 Schlussfolgerung 
Wir konnten zeigen, dass systemischer oder zellulärer Stress einen Einfluss auf die 

Menge, Bildung oder Verteilung von TJ-Markern besitzt. Im Falle der atopischen Inflammation 
lag eine TJ-Dysregulation und -Funktionsstörung vor, die auch jenseits der inflammatorischen 
Läsionen persistierte und auf eine regulatorische Störung des cutanen Systems hinweist. Durch 
zusätzlichen Stress wurde die TJ-Fehlverteilung aggraviert, wobei Hinweise für 
kompensatorische Mechanismen auf die TJ-Funktion bestehen. Durch die Ausschaltung des 
NT NGF konnte die Inflammation reduziert und ein Teil der TJ-Beeinträchtigung unter AlD und 
Stress behoben werden. Die CLDN-1-Störung und konsekutiv die Barrierefunktion konnten 
durch eine Antagonisierung von BDNF gebessert werden. Inflammation und Barrierefunktion 
scheinen somit teilweise unabhängig reguliert zu sein, wobei NT hierbei eine Rolle spielen. 
Vermittelt und verstärkt wird die Wirkung der NT potenziell durch das cholinerge System in der 
Haut, wobei der Einfluss des nAChR-α7 auf die TJ-Funktionalität unklar bleibt. Ein Teil der 
Stresswirkung in der Epidermis wird möglicherweise durch die nPKCθ und ihre Signalwege 
vermittelt, die sich in ein Cluster cutaner Stressreaktionen einreiht. Die Aufdeckung solcher 
Reaktionscluster und der Einfluss von NT auf die stressbedingte Dysregulation bei einer 
inflammatorischen Barrierestörung, wie im Rahmen der AD, könnte Ansätze für eine 
personalisierte Therapie in der Zukunft bieten. 
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6 Zusammenfassung 
Die Haut des Menschen stellt eine schützende Barriere zur Umwelt dar. Für die 

Hautfunktion ist neben der autonomen Kontrolle der Homöostase auch die Konnektivität wichtig. 
Durch die Integration der Haut in systemische Kommunikationswege werden Auswirkungen von 
psychosozialem Stress in die Haut übermittelt und bewirken eine Vielzahl von Effekten. Ziel 
dieser Arbeit war es, zu zeigen, dass systemischer Stress sich auf die TJ auswirkt, die relevante 
Teile der Barrierefunktion übernehmen. Außerdem sollte der Einfluss von Stress bei einer 
bereits gestörten Barrierefunktion im Rahmen einer atopischen Hautinflammation untersucht 
werden. Die unterschiedlichen Regulationsebenen sollten dabei analysiert werden, sowie der 
Einfluss der NT NGF und BDNF. Zusätzlich sollte die Involvierung des nAChR-α7 vom NNCS 
der Haut beleuchtet werden. Hierfür nutzten wir ein etabliertes murines Modell mit AlD, 
akustischem Stress und NT-Modulation mittels neutralisierender AK. Wir untersuchten die 
Immunlokalisation der TJ-Marker CLDN-1 und ZO-1, sowie die TJ-mRNA-Expression. Die 
Funktion des nAChR-α7 und dessen Einfluss in Kombination mit BDNF auf die Hauttrophik und 
TJ-Marker wurde ex-vivo dargestellt. Die Stressreaktion der Haut wurde über Analyse des 
Transkriptoms untersucht und resultierende Erkenntnisse beispielhaft an HaCaT-Zellen vertieft. 

Wir konnten zeigen, dass akustischer Stress sich auf die Verteilung und Expression 
der TJ-Marker auswirkt. Unter AlD-Inflammation lag eine TJ-Dysfunktion mit einer klinischen 
Barrierestörung vor, wobei zusätzlicher Stress die Situation zu aggravieren schien. Die 
stressbedingt verstärkte Differenzierungsstörung konnte durch aNGF gebessert werden, 
während sich unter aBDNF die CLDN-1-Ausprägung und Barrierefunktion anteilig erholte. Die 
Störung der epidermalen Differenzierung involvierte potenziell das NNCS, insbesondere den 
nAChR-α7. Ob dieser sich auf die Barrierefunktion auswirkt, ist jedoch noch unklar und müsste 
weiter untersucht werden.  

Bei der Stressvermittlung in die Haut sind anahnd der Transkriptom-Analyse mehrere 
Vermittlungsachsen beteiligt, die individuell unterschiedlich betroffen sein können. Die 
abschließende HaCaT-Kultur zeigte die nPKCθ als einen potenziellen Kandidaten auf, der 
zwischen Stress und TJ-Funktion vermittelt.  

Eine systemtheoretische Analyse der Stressreaktions-Muster und die daraus 
resultierende Immunmodulation und ihr Einfluss auf die Barrierefunktion könnte in Zukunft 
genutzt werden, um eine personalisierte Medizin zu ermöglichen. 
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7 Summary 
The skin serves as a protective barrier, guarding the organism against the 

environment. It is broadly connected to the regulatory systems of the body. These 
communication and stress axes are essential regulatory factors for the skin’s homeostasis. Of 
equal importance is the autonomic function of the skin to cope with internal and external 
stressors. Here, we hypothesized that stress can disrupt the skin’s barrier function with 
consequences for inflammatory diseases like AD and that NT and the NNCS play a role in this 
process. We assessed epidermal structure and expression of the closure proteins, the TJ, in 
healthy mice and in mice with AlD exposed to noise stress, following established protocols. 
Stressed AlD mice were treated with BDNF- or NGF-neutralizing antibodies. In addition, skin 
organ cultures of WT and CHRNA7-KO mice were treated with BDNF with and without nicotine 
to address the function of the NNCS and the nAChR-α7. For the pathway analysis from 
perceived stress to TJ function, we performed a microarray analysis of the transcriptome. With 
an exemplary HaCaT cell culture, we demonstrated a possible future analysis method for stress 
mediators on TJ markers. 

By immunofluorescence and qPCR, we found disturbed TJ expression patterns in 
mice exposed to noise stress. AlD was characterized by epidermal hyperplasia and altered TJ 
markers, in combination with a functionally disturbed skin barrier. When AlD mice were exposed 
to noise stress, the AlD related TJ dysregulation was enhanced. Treatment with NGF 
neutralizing antibodies partially reversed the disturbed differentiation, whereas BDNF 
antagonization partially rescued the CLDN-1 and barrier properties. Organ cultured skin 
revealed that the NNCS, while under additional BDNF stress, can promote differentiation 
disturbance via the nAChR-α7. The involvement of the nAChR-α7 in the skin’s barrier function 
under BDNF remains to be investigated. Regarding the different axes that can promote stress 
to the skin’s TJ, we found a cluster of activated pathways. HaCaT cell culture indicates that the 
nPKCθ may play a bridging role to the TJ of the skin.  

A systems biology approach can contribute to understanding the skin’s immune 
system. The detection of different stress clusters with associated skin barrier changes can 
reveal insights about the underlying mechanisms and help stratificate individuals for a 
personalized treatment. 
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12 Anhang 

 

Abb. 20: Methodikentwicklung für immunhistochemische 
Färbung mit Primärantikörpern aus gleicher 
Herkunftspezies  

(a) anti-Claudin-1 (1:25) mit Sekundär-Antikörper (AK) Cy3 
wurden jeweils über 12 h bei 4 °C inkubiert, auf entzündeter 
muriner Rückenhaut. Zweites Primär-Sekundär-AK-Paar 
war anti-Filaggrin (FLG) (1:250) mit Cy2, die vor Auftragen 
auf den Schnitt 1,5 h bei 37 °C im Milchpulver-behandelten 
Reaktionsgefäß gemeinsam inkubiert wurden und auf dem 
Objektträger weitere 12 h inkubiert wurden.  

(b) anti-Keratin-14 (K14) (1:1000) wurde für 1 h bei 37 °C 
inkubiert, auf muriner Rückenhaut, Sekundär-AK Cy3 
(1:100) wurde für 1 h bei 37 °C inkubiert. Unkonjugiertes 
FAB-Fragment 1:100 über 1 h bei 37 °C, dann anti-ZO-1 
(1:50) für 12 h bei 4 °C. Zweiter Sekundär-AK war Alexa 
Fluor 488 (1:100) für 1 h bei 37 °C.  

Bei der Methode (a) war eine nur minimale FLG-Färbung im 
oberen Stratum granulosum (SG) festzustellen, mit vielen 
großen Verunreinigungen und Fehlfärbungen. Bei Methode 
(b) zeigte sich eine scharfe Diskrimination zwischen dem 
roten K14 im Stratum basale und dem grünen ZO-1 im SG. 
Gewebegrenzen der Epidermis sind mit gepunkteten 
Strichen eingezeichnet. Balken: 25 µm. Weitere 
Abkürzungen: ZO-1= Zonula occludens-Protein-1 



 

LVI 

 

Abb. 21: Kolokalisation von Claudin-1 und ZO-1 unter 
Kontrollbedingungen und Stress 

Exemplarische fluoreszenz-mikroskopische Bilder einer 
Doppelfärbung mit Primärantikörper gleicher 
Herkunftspezies, hier anti-Claudin (CLDN)-1 (1:50, rot 
markiert mit Cy3 in 1:100) und anti-ZO-1 (1:50, grün markiert 
mit Alexa Fluor 488 in 1:100). Mit Pfeilen ist die nukleäre 
Zellfärbung von CLDN-1 unter Stressbedingungen markiert. 
Die Grenzen der Epidermis sind mit gepunkteten Linien 
markiert. Balken: 25 µm. Weitere Abkürzungen: ZO-1= 
Zonula occludens-Protein 1 

Inkubationsbedingungen anti-CLDN-1: 1 h bei 37 °C, Cy3: 1 
h bei 37 °C, 5 % Kaninchenserum: 30 min Raumtemperatur, 
Blockade der restlichen Kaninchen-IgG Stellen mit 
unkonjungiertem FAB-Fragment (Esel gegen Kaninchen, 
1:100) 1 h bei 37 °C, anti-ZO-1: 1 h bei 37 °C, Alexa Fluor 
488: 1 h bei 37 °C.  



 

LVII 

 
Abb. 22: Epidermale Inflammation, assoziierte Hyperplasie und deren Dysregulation  

Exemplarische fluoreszenz-mikroskopische Bilder einer Keratin-14 (K14)/Cy3 (rot in a, b) und ZO-1/Cy3 (rot in c, d) 
Färbung, Zellkernfärbung mit DAPI (blau). In (a) und (c) sichtbare Epithelsäule mit „Stacking“ der Keratinozyten 
(Pfeile) als Beispiel der geregelten Hyperplasie in atopischer-Dermatitis-ähnlicher allergischer Dermatitis (AlD). In (b) 
und (d) dargestellte abortive Hyperplasie mit epidermaler Ulzeration bei AlD und zusätzlich 24 h akustischem Stress. 
Epithelgrenzen sind mit gepunkteten Linien dargestellt. Die K14-Bilder wurden aus Z-Stapeln berechnet. Balken: 25 
µm. Weitere Abkürzungen: ZO-1= Zonula occludens-Protein-1 
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Abb. 23: Claudin-1 in nicht-
läsionaler muriner Rückenhaut 
bei allergischer Inflammation 

Exemplarische konfokal-
mikroskopische Bilder von nicht-
läsionaler Haut mit allergischer 
Inflammation (AlD), mit 
zusätzlich 24 h akustischem 
Stress (AlD+) und Modulation 
der Neurotrophine NGF (aNGF) 
oder BDNF (aBDNF) zeigten 
zwischen den Gruppen keine 
eindeutigen Unterschiede, 
allerdings differierte die CLDN-
1-Verteilung zu gesunder Haut 
oder zu Haut von gestressten 
Mäusen. Rot: anti-CLDN-1/Cy3, 
Blau: Zellkerne/ DAPI. Die 
Grenzen der Epidermis sind mit 
gestrichelten Linien 
demonstriert. Balken: 20 µm. 
Abkürzungen BDNF= brain-
derived neurotrophic factor, 
CLDN-1= Claudin-1, NGF= 
nerve growth factor 

 

 

Abb. 24: ZO-1-Verteilung in 
nicht-läsionaler Haut bei 
allergischer Inflammation 

Fluoreszenz-mikroskopische 
Bilder einer anti-ZO-1 (rot, Cy3) 
und Zellkern (blau, DAPI)- 
Doppelfärbung. Es sind nicht-
entzündete Bereiche der Haut 
der murinen Inflamma-
tionsgruppen dargestellt. Die 
ZO-1-Färbung ist beschränkt 
auf das Stratum granulosum, 
mit geringer intra- und 
intensiverer perizellulärer 
Färbung. Die epidermalen 
Grenzen sind mit gepunkteten 
Linien dargestellt. Balken: 25 
µm. Abkürzungen AlD= 
atopische dermatitis-ähnliche 
allergische Dermatitis, AlD+= 
AlD und Stress, aBDNF= 
antagonisierter brain-derived 
neurotrophic factor, aNGF= 
antagonisierter nerve growth 
factor, ZO-1= Zonula 
occludens-Protein-1 
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Abb. 25: Kompromittierte TJ-Verteilungen unter Organkultur-Bedingungen  

Exemplarische fluoreszenz-mikroskopische Bilder von muriner Hautorgankultur unter Kontrollbedingungen. 
Anfärbung mit anti-Claudin (CLDN)-1/Cy3 (rot in a) und anti-ZO-1/Cy3 (rot in b), Zellkernfärbung mit DAPI (blau). Es 
zeigte sich im Vergleich zu vitaler Maushaut eine veränderte Immunlokalisation der TJ-Marker, mit vermehrter 
Anwesenheit bereits ab dem Stratum basale. Epidermale Grenzen sind mit gepunkteten Linien eingezeichnet. Balken: 
25 µm. Abkürzungen: ZO-1= Zonula occludens-Protein-1 

 

Abb. 26: Biotin-
Diffusionsversuch an 
muriner Hautorgankultur  

Exemplarische fluoreszenz-
mikroskopische Bilder der 
murinen Hautorgankultur mit 
Biotin-Penetrationstest, hier 
auf CHRNA7-KO-Haut die 
mit 5 ng/ml BDNF stimuliert 
wurde. In (a) ist die 
Zellkernfärbung mit DAPI 
dargestellt, in (b) anti-CLDN-
1 mit Cy3 angefärbt (rot), in 
(c) ist das Sulfo-NHS-Biotin 
mit FTIC-Avidin angefärbt 
(grün). (d) ist die 
Überlagerung der Bilder. Ein 
anfärbbarer Übertritt des 
Biotin-Tracers über die 
Basalmembran ließ sich 
nicht feststellen. Zusätzlich 
bestand eine 
(kulturbedingte) gestörte 
CLDN-1-Verteilung, mit 
Konzentration auf das 
Stratum basale und dem 
Übergang zum Stratum 
granulosum. Epidermale 
Grenzen sind mit 
gepunkteten Linien markiert. 

Balken: 25 µm. Abkürzungen: BDNF= Brain derived neurotrophic factor, CHRNA= cholinergic receptor nicotinic alpha 
subunit, CLDN-1= Claudin-1. 
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Tabelle 13: Auswahl aus der Transkriptomveränderung in muriner Rückenhaut durch akustischen Stress im 
Vergleich zu Kontrollbedingungen 

Gen Symbol log2 der 
Veränderung in 
Haut 

Zytokine und -Rezeptoren     
Defensin beta 1 Defb1 -0,516 
Brain derived neurotrophic factor Bdnf -0,016 
High mobility group box 1 Hmgb1 -0,606 
Interleukin 1 beta Il1b -0,140 
Interleukin 10 Il10 -0,052 
Interleukin 10 receptor, beta Il10rb 0,598 
Interleukin 10-related T cell-derived inducible factor 
beta (IL-22b ) 

Iltifb -5,129 

Interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 -2,559 
Interleukin 13 receptor, alpha 2 Il13ra2 -0,437 
Interleukin 17 Il17 0,140 
Interleukin 20 Il20 -0,397 
Interleukin 33 9230117N1

0Rik 
0,119 

Interleukin 6 Il6 0,168 
Tachykinin precursor 1 (incl Substance P) Tac1 2,716 
TNF receptor super family, member 1b = CD120 Tnfrsf1b -2,576 
TNF receptor super family, member 5 = CD40 Tnfrsf5 

/Tnf-R5 
1,194 

Toll-like receptor 2 tlr2 0,764 
Toll-like receptor 4 tlr4 -0.348 
TJ-Interaktion     
Actinin alpha 2 Actn2 -0,810 
Actinin alpha 3 Actn3 -0,527 
Actinin alpha 4 Actn4 0,521 
Actinin, alpha 1 Actn1 2,078 
Claudin 10 Cldn10 -0,200 
Claudin 11 Cldn11 -0,127 
Claudin 15 Cldn15 0,017 
Claudin 5 Cldn5 -0,680 
Claudin 8 Cldn8 -0,924 
Connexin 43= gap junction protein alpha 1 Gja1 -0,232 
Cortactin Cttn 0,155 
E-cadherin = Cadherin 1 Cdh1 0,351 
Flightless I homolog (Drosophila) Fliih 0,947 
Tight junction protein 1 (ZO-1) Tjp1 -0,230 
Tight junction protein 2 (ZO-2) Tjp2 -0,380 
Tight junction protein 3 (ZO-3) Tjp3 -0,252 
Transkriptions- und Wachstumsfaktoren, 
Signalwege 

    

Betacellulin, epidermal growth factor family member Btc -1,091 
Epidermal growth factor Egf -0,678 
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Gen Symbol log2 der 
Veränderung in 
Haut 

Epidermal growth factor receptor Egfr 0,873 
Fibroblast growth factor 7 (kgf) Fgf7 0,012 
Fibroblast growth factor receptor 1 Fgfr1 0,695 
Fibroblast growth factor receptor 2 Fgfr2 0,139 
Fibroblast growth factor receptor-like 1 Fgfrl1 1,063 
Forkhead box P3 Foxp3 0,601 
Insulin-like growth factor 1 Igf1 0,221 
Insulin-like growth factor I receptor Igf1r 0,552 
Jun oncogene (AP-1 ) Jun -1,547 
Myeloid differentiation primary response gene 88 Myd88 -0,048 
Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in 
B-cells 1, p105 (NFκB) 

Nfkb1 0,819 

Signal transducer and activator of transcription 3 Stat3 1,401 
Transformation related protein 53 inducible nuclear 
protein 1 

Trp53inp1 -1,209 

Kinasen und Phosphatasen     
Casein kinase II, alpha 1 polypeptide Csnk2a1 -0,142 
Casein kinase II, alpha 2, polypeptide Csnk2a2 -0,473 
Casein kinase II, beta subunit Csnk2b 0,685 
Dual specificity phosphatase 1 Dusp1 -1,070 
Glycogen synthase kinase 3 beta Gsk3b 0,533 
Mmitogen activated protein kinase 1 Mapk1 0,085 
Mitogen activated protein kinase 14 (p38) Mapk14 0,387 
Mitogen activated protein kinase 3 Mapk3 0,701 
Mitogen activated protein kinase 8 (JNK) Mapk8 1,608 
Mitogen activated protein kinase 9 (JNK2) Mapk9 0,328 
Mitogen-activated protein kinase 12 Mapk12 -0,714 
Mitogen-activated protein kinase 6 Mapk6 0,086 
Mitogen-activated protein kinase 7 Mapk7 1,491 
Myosin, light polypeptide kinase  Mylk 0,324 
Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory subunit, 
polypeptide 4, p150 

Pik3r4 0,291 

Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory subunit, 
polypeptide 4, p150 

Pik3r4 0,291 

Phosphatidylinositol 3-kinase, C2 domain containing, 
alpha polypeptide 

Pik3c2a -0,252 

Phosphatidylinositol 3-kinase, C2 domain containing, 
gamma polypeptide 

Pik3c2g -0,068 

Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha 
polypeptide 

Pik3ca -0,353 

Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 
polypeptide 1 (p85 alpha) 

Pik3r1 -0,165 

Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 
polypeptide 2 (p85 beta) 

Pik3r2 0,742 

Protease, serine, 8 (prostasin) Prss8 0,288 
Protein kinase C, Alpha Prkca 0,263 
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Gen Symbol log2 der 
Veränderung in 
Haut 

Protein kinase C, Delta Prkcd 0,321 
Protein kinase C, eta Prkch 0,746 
Protein kinase C, iota Prkci 0,189 
Protein kinase C, theta Prkcq -1,461 
Protein kinase C, Zeta Prkcz 0,163 
Protein kinase, cAMP dependent, catalytic, alpha 
(PKA) 

Prkaca 0,003 

Protein phosphatase 2 regulatory subunit B, alpha PPP2R2A -0,908 
Ras homolog family member A Rhoa 0,371 
RAS related protein 1b Rap1b 0,226 
RAS-related protein-1a Rap1a -0,052 
Rho-associated coiled-coil forming kinase 1 Rock1 1,052 
Rho-associated coiled-coil forming kinase 2 Rock2 -0,023 

 



 

LXIII 

13 Publikationsverzeichnis 
 

Poster  

L. H. Ivanovas, F. R. Rommel, S. Tumala, S. Laux, J. Kruse, J. M. Brandner,  E. M. J. Peters: 
“Stress affects skin barrier function”, 41. Tagung der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische 
Forschung, 2014, Köln 

L. H. Ivanovas, F. R. Rommel, S. Tumala, J. M. Brandner, J. Kruse, U. Gieler, E. M.J. Peters: 
„Stress and the skin’s barrier function: a role for the NNCS?” 4th International Symposium on 
Non-neuronal Acetylcholine, 2014, Giessen 

L. H. Ivanovas, F. R. Rommel, S. Tumala, J. M. Brandner, J. Kruse, U. Gieler, E. M.J. Peters: 
„Inflammation and stress: the epidermal tight junctions under attack”, 13th Annual European 
Epidermal Barrier Research Network Meeting, 2015, Rotterdam  

 

Vorträge 

L. H. Ivanovas, F. R. Rommel, S. Tumala, S. Laux, J. Kruse, J. M. Brandner,  E. M. J. Peters: 
„Dünne Haut durch Stress? Epidermale Barriere und Tight Junctions bei allergischer 
Hautentzündung und Stress“ Deutscher Kongress für Psychosomatische Medizin und 
Psychotherapie, 2014, Berlin 

L. H. Ivanovas, F. R. Rommel, S. Tumala, J. M. Brandner, J. Kruse, U. Gieler, E. M.J. Peters: 
“Thee NNCS and the epidermal barrier under attack: the epidermal barrier and tight junctions in 
allergic skin inflammation” 5th International Symposium on Non-neuronal Acetylcholine, 2015, 
Giessen 

L. H. Ivanovas, F. R. Rommel, S. Tumala, J. M. Brandner, J. Kruse, U. Gieler, E. M.J. Peters: 
„Inflammation and stress: the epidermal tight junctions under attack”, 13th Annual European 
Epidermal Barrier Research Network Meeting, 2015, Rotterdam 

 

 



 

LXIV 

14 Ehrenwörtliche Erklärung 
 

„Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige Hilfe oder 
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle Textstellen, die 
wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder nichtveröffentlichten Schriften entnommen 
sind, und alle Angaben, die auf mündlichen Auskünften beruhen, sind als solche kenntlich 
gemacht. Bei den von mir durchgeführten und in der Dissertation erwähnten Untersuchungen 
habe ich die Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der „Satzung der Justus-
Liebig-Universität Gießen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, 
eingehalten sowie ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsätze befolgt. 
Ich versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen für 
Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation 
stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder 
ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines 
anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen 
Personen übernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug 
genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen 
genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit 
der Überprüfung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein 
internetbasiertes Softwareprogramm erkläre ich mich einverstanden.“ 

 

____________________ _______________________ 

Ort/ Datum   Unterschrift 



 

LXV 

15 Danksagung 
Mein besonderer Dank geht an die Arbeitsgruppe für Psychoneuroimmunologie unter der 
Leitung von Frau Prof. Dr. Peters, sowie den involvierten MitarbeiterInnen und ForscherInnen. 
Danke, dass ich dieses Thema überlassen und begleitet bekommen habe. Neben Prof. Peters 
möchte ich insbesondere Susanne Tumala und Frank Rommel danken, für die Begleitung, 
Beratung, Aufmunterung und Hinterfragung an richtiger Stelle und dafür, mir zu helfen, das 
richtige Maß an Ordnung zu finden. 

Ebenso möchte ich mich bei den kooperierenden Arbeitsgruppen bedanken, wie der 
Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Kummer, von Prof. Dr. Linn und von Prof. Dr. del Rey, ohne deren 
Unterstützung wesentliche Aspekte der Arbeit nicht möglich gewesen wären. Prof. Dr. Brandner 
möchte ich für die fachliche Beratung danken, die den Einblick in die Welt der Barrieren 
ermöglicht hat. 

Der Justus-Liebig-Universität danke ich für die Unterstützung im Rahmen des 
Graduiertenprogrammes, sowie Prof. Brück für die Möglichkeit nebenberuflich zu Forschen. 

Nicht zuletzt danke ich meiner Familie. Danke an meinen Vater für die fachlichen Gespräche, 
zahlreichen Ideen, Korrekturen der Arbeit und die Einarbeitung in die systemtheorethischen 
Grundsätze. Danke an meine Schwester Elisabeth für die Erstellung der Graphiken und die 
damit verbundene mühsame Auseinandersetzung mit uns Forschern. Und natürlich besonderen 
Dank an meinen Mann Hartmut, für die vielen Stunden mit Unterstützung, Toleranz und Humor, 
die zum Gelingen der Arbeit beigetragen haben. 

Zahlreiche weitere Menschen haben mich während der Dauer meiner Promotion begleitet und 
unterstützt. Auch wenn nicht alle persönlich genannt werden, möchte ich mich auch bei Euch 
bzw. Ihnen bedanken. 

 


	Leere Seite
	Leere Seite



