
Aus der Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie, Intensivmedizin, Notfallmedizin und 
Schmerztherapie 

des Universitätsklinikums Würzburg 
Direktor: Professor Dr. med. Patrick Meybohm 

 

 

Einfluss der peripheren Entzündung auf die Permeabilität des Perineuriums 

im N. ischiadicus sowie auf das lokale Hinterpfotengewebe im FCA-Ent-

zündungsmodell 

Inauguraldissertation 

zur Erlangung des medizinischen Doktorgrades 

der 

Medizinischen Fakultät Würzburg 

der Julius-Maximilians-Universität Würzburg 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Natalia Leopold 

aus Würzburg 

 

 

Würzburg, Mai 2022  



Referent:  Univ.-Prof. Dr. med. Heike Rittner 

Koreferent:  Prof. Dr. med. Matthias Beissert 

Berichtserstattung:  Univ.-Prof. Dr. rer. nat, Klaus Brehm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag des Promotionskolloquiums: 02.03.2023 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Promovendin ist Ärztin. 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

 

INHALTSVERZEICHNIS 

1 Einleitung .................................................................................................................... 1 

1.1 Das Perineurium als Diffusionsbarriere ............................................................. 1 

1.1.1 Der Aufbau peripherer Nerven ............................................................... 1 

1.1.2 Bestandteile und Funktionen der Blut-Nerven-Schranke ....................... 5 

1.1.2.1 Endoneurale Endothelzellen der Blut-Nerven-Schranke ......... 6 

1.1.2.2 Perineurale Barriere .................................................................. 6 

1.1.3 Myelinbarriere ........................................................................................ 7 

1.1.4 Tight-Junction-Proteine im Nervensystem ............................................. 8 

1.1.5 Claudine ................................................................................................ 10 

1.1.5.1 Struktureller Aufbau der Claudine ......................................... 10 

1.1.5.2 Claudin-1 ................................................................................ 13 

1.1.5.3 Claudin-19 .............................................................................. 14 

1.1.6 β-Catenin und der Wnt-Signalweg ....................................................... 15 

1.2 Einfluss der Entzündung auf die Permeabilität der BNS ................................. 18 

1.2.1 Entzündung ........................................................................................... 18 

1.2.2 Einfluss der Entzündung auf die Permeabilität der BNS ..................... 19 

1.2.3 FCA-Entzündungsmodell ..................................................................... 20 

1.3 Fragestellungen der Dissertation ...................................................................... 20 

2 Material und Methoden ........................................................................................... 22 

2.1 Versuchstiere .................................................................................................... 22 

2.2 Verwendete Geräte und Materialien ................................................................. 22 

2.3 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus .............................................. 23 

2.4 Intraplantare Injektion ...................................................................................... 24 

2.5 Intraperitoneale Injektion von GSKβ-Inhibitoren ............................................ 24 

2.6 Western Blot ..................................................................................................... 24 

2.6.1 Probenaufarbeitung ............................................................................... 26 

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bicinchoninsäure-Assay) ...... 26 

2.6.3 SDS-Gelelektrophorese ........................................................................ 28 

2.6.4 Proteintransfer durch Western Blot ....................................................... 30 

2.6.5 Coomassie-Färbung .............................................................................. 31 

2.6.6 Immundetektion .................................................................................... 32 



Inhaltsverzeichnis 

 

2.6.7 Densitometrie ........................................................................................ 35 

2.7 EBA-Permeabilitätstest .................................................................................... 36 

2.8 Immunfluoreszenzfärbung ................................................................................ 36 

2.8.1 Aufbereitung der Proben ...................................................................... 36 

2.8.2 Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz ............................................ 37 

2.8.3 Protokoll der Claudin-1-Färbung .......................................................... 38 

2.8.4 Fotodokumentation der immunhistochemischen Färbungen ................ 38 

2.9 Software ............................................................................................................ 39 

2.10 Statistische Auswertung ................................................................................... 39 

3 Ergebnisse ................................................................................................................. 40 

3.1 Expression der TJ-Proteine (Claudin-1 und Claudin-19) am Ort der 
peripheren Entzündung nach FCA-Behandlung im Zeitverlauf ....................... 40 

3.1.1 Expression von Claudin-1 am Ort der peripheren Entzündung ............ 40 

3.1.2 Expression von Claudin-19 am Ort der peripheren Entzündung .......... 41 

3.2 Expression der TJ-Proteine (Claudin-1 und Claudin-19) im Perineurium des 
N. ischiadicus nach FCA-Behandlung im Zeitverlauf ..................................... 42 

3.2.1 Expression von Claudin-1 im Perineurium des N. ischiadicus ............ 43 

3.2.2 Expression von Claudin-19 im Perineurium des N. ischiadicus .......... 44 

3.3 Immunhistochemie für Claudin-1 beim N. ischiadicus im Zeitverlauf ............ 45 

3.4 Veränderung der Permeabilität des Perineuriums über den gesamten 
Beobachtungszeitraum von 96 h während der intraplantaren Entzündung ...... 46 

3.5 Einfluss der peripheren Entzündung auf die Expression des Co-
Transkriptionsfaktors β-Catenin des Wnt/β-Catenin-Weges ........................... 47 

3.5.1 Zeitabhängige Herabregulation des Co-Transkriptionsfaktors β-
Catenin des Wnt/β-Catenin-Weges im entzündeten Pfotengewebe 
nach der FCA-Behandlung ................................................................... 48 

3.5.2 Veränderung des Co-Transkriptionsfaktors β-Catenin des Wnt/β-
Catenin-Weges im Perineurium des N. ischiadicus im Zeitverlauf 
nach der FCA-Behandlung ................................................................... 49 

3.6 Einsatz eines GSK3β-Inhibitors ....................................................................... 50 

3.6.1 Zusammenhang zwischen der Claudin-1-Expression im 
Hinterpfotengewebe nach FCA-Injektion und der Injektion eines 
GSK3β-Inhibitors ................................................................................. 50 

4 Diskussion ................................................................................................................. 52 

4.1 Wirkung von FCA nach intraplantarer Injektion in den Ort der Entzündung .. 53 



Inhaltsverzeichnis 

 

4.2 Zeitlicher Verlauf der Expression von Claudin-1 und Claudin-19 am Ort der 
Entzündung ....................................................................................................... 56 

4.3 Wirkung der FCA-induzierten und peripheren Entzündung in der 
Hinterpfote auf das Perineurium des versorgenden und proximal liegenden 
N. ischiadicus ................................................................................................... 57 

4.4 Möglicher Mechanismus der veränderten Expression bzw. Regulation der 
TJ-Proteine ....................................................................................................... 60 

4.5 Übersicht über weitere mögliche Mechanismen der Regulation der Claudin-
1-Expression ..................................................................................................... 61 

5 Schlussfolgerungen und Ausblick ........................................................................... 63 

6 Zusammenfassung ................................................................................................... 65 

Literaturverzeichnis ..................................................................................................... 66 

Abbildungsverzeichnis ................................................................................................. 77 

Tabellenverzeichnis ...................................................................................................... 79 

Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................ 80 

Danksagung ................................................................................................................... 83 

Lebenslauf ................................................................... Fehler! Textmarke nicht definiert. 

 

 



1 Einleitung 

1 

1 EINLEITUNG 

1.1 Das Perineurium als Diffusionsbarriere 

Neuronale Axone sind von einem stromalen Bindegewebsgerüst umgeben, das sich aus 

drei Schichten zusammensetzt (Menorca et al. 2013). Diese Schichten erfüllen mechani-

sche und molekular-homöostatische Aufgaben, wobei dem Perineurium als Diffusions-

barriere ein besonderer Stellenwert zukommt (Neuhuber 2016). Im Folgenden werden der 

Aufbau und die Funktion der Perineuralzellen näher erläutert. Diese sind über sog. tight 

junctions (TJs) miteinander verbunden und gelten als wichtige Komponente der Blut-

Nerven-Schranke (BNS) zur Abwehr von Toxinen, Infektionen etc. (Kucenas 2015). 

1.1.1 Der Aufbau peripherer Nerven 

Das Nervensystem setzt sich aus zwei Segmenten zusammen, die zwar anatomisch von-

einander getrennt sind, funktionell jedoch eine Einheit bilden. In Abhängigkeit von der 

Lage der Nervenbahnen im Körper wird es in das zentrale Nervensystem (ZNS) und das 

periphere Nervensystem (PNS) unterteilt. Dabei wird das ZNS vom Gehirn und Rücken-

mark gebildet, während das PNS alle anderen Anteile des Nervensystems umfasst. Das 

PNS besteht aus Hirnnerven, Spinalnerven sowie außerhalb des ZNS liegenden Ganglien 

und dient als Rezeptor- und Effektororgan des ZNS. Es leitet dem ZNS die afferenten und 

sensiblen Informationen aus der Peripherie zu und überträgt die ausgearbeiteten, efferen-

ten und motorischen Impulse zu den entsprechenden Erfolgsorganen. Der makroskopisch 

sichtbare periphere Nerv ist dabei die Summe aller efferenten und afferenten Informatio-

nen und besteht aus Bündeln (Faszikeln) myelinisierter und nichtmyelinisierter Axone. 

Der periphere Nerv besteht aus drei anatomischen Kompartimenten, die von außen nach 

innen wie folgt angeordnet sind: 

• Epineurium  

• Perineurium 

• Endoneurium (siehe Abb. 1) 

 

Der Aufbau dieser Kompartimente ist eng mit deren Funktion als Barriere für impulslei-

tende Elemente verbunden. Das Epineurium umgibt den gesamten Nerv und seine einzel-

nen Faszikel und besteht wie die das ZNS umschließende Dura mater aus dicken und 
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dichten Bindegewebsschichten. Es sorgt als äußerste Schicht des peripheren Nervs für 

dessen Einbettung in die Umgebung und trägt zur Zugfestigkeit des Nervs bei, bildet aber 

keine Barriere. Deshalb bietet das Injizieren von Lokalanästhetika für die Regionalanäs-

thesie in den perineuralen Raum keinen Vorteil gegenüber der Injektion in den 

extraneuralen Raum. Das Perineurium umhüllt die einzelnen Nervenfaszikel und ist eine 

Fortsetzung der Leptomeningen des Rückenmarks, die sich über das gesamte periphere 

Nervensystem erstrecken und dieses abdecken. Es wird in einen äußeren, mechanisch 

stabilisierenden Pars fibrosa und einen inneren, diffusionsbegrenzenden Pars 

epitheloidea unterteilt. Der zuletzt genannte Teil besteht aus dünnen und konzentrisch 

angeordneten Schichten von flachen Epithelzellen, dem sogenannten Perineuralepithel 

(Kucenas, Takada et al. 2008, Binari, Lewis et al. 2013).  

Der Entwicklungsursprung von Perineuralzellen ist noch nicht vollständig geklärt. Zu-

nächst wurde angenommen, dass es sich bei den perineuralen Zellen wegen ihrer Form 

um spezialisierte und aus dem Mesoderm stammende Fibroblasten handelt (Bunge, Wood 

et al. 1989). Jüngste Erkenntnisse deuten jedoch darauf hin, dass zumindest das motori-

sche Nervenperineurium aus Gliazellen besteht, die vom ZNS stammen. Deshalb können 

die Perineuralzellen heute auch als Perineuralglia verstanden werden (Kucenas, Takada 

et al. 2008, Binari, Lewis et al. 2013).  

Wegen der embryologischen Abstammung des Perineuriums verhält sich dieses elastisch 

und beständig gegenüber einer mechanischen Beanspruchung. Die Zahl der perineuralen 

Zellschichten variiert in Abhängigkeit von der Anzahl und der Größe der Faszikel im 

Nerv und nimmt zur Nervenperipherie hin ab. Die Nervenfaszikel des N. ischiadicus ge-

hören zu den größten im Menschen vorkommenden. Sie bestehen aus bis zu 15 Zell-

schichten, während die kleinsten lediglich eine bis zwei Schichten umfassen (Mizisin and 

Weerasuriya 2011). Das Perineurium geht an der Grenze zum ZNS in das subdurale Neu-

rothel über. Jede perineurale Zellschicht ist von einer kontinuierlichen Basallamina um-

geben, die bei größeren Nerven bis zu 500 nm dick sein und als eine zusätzliche moleku-

lare Barriere dienen kann (Gamble and Eames 1964, Pia-Oviedo and Ortz-Hidalgo 2008). 

Die perineuralen Zellen sind durch ausgedehnte TJs miteinander verknüpft, wodurch eine 

Hauptdiffusionsbarriere zwischen dem Inneren und dem Äußeren der Faszikel gebildet 

wird, die als Perineuralscheide bezeichnet wird. Die zwischen den einzelnen Reihen der 

Perineural-Epithelzellen eingebauten, fibrillären und mikrofibrillären Kollagene und das 
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Fibronektin ermöglichen eine Verstärkung des Perineuriums. Außerdem verleihen sie 

diesem die Fähigkeit, externe Dehnungskräfte modulieren und so den endoneuralen 

Druck regulieren zu können (Peltonen, Jaakkola et al. 1990). Einzelne perineurale Schich-

ten begleiten durchdringende Gefäße, die in das Endoneurium eintreten. Sie bilden fokale 

Kontinuitäten zwischen dem epineuralen und dem endoneuralen Raum (Burkel 1967). 

Der Innenraum, der vom Perineurium umgebenen Nervenfaszikel wird, wird als Endo-

neuralraum bezeichnet. Das darin befindliche lockere Bindegewebe heißt Endoneurium. 

Der Endoneuralraum des peripheren Nervensystems erstreckt sich von den proximalen 

Wurzelansatzzonen der Hirn- und Spinalnerven bis zu den distalen sensorischen und mo-

torischen Endorganen (Mizisin and Weerasuriya 2011). Das Endoneurium besteht haupt-

sächlich aus Kollagenfasern, die von Schwann-Zellen, endoneuralen und fibroblasten-

ähnlichen Zellen produziert werden (Richard, Topilko et al. 2012).  

Diese Kollagenfasern formen für jedes Axon echte Tunnel und sind in kreisförmigen, 

longitudinalen und schrägen Bündeln angeordnet. Das Endoneurium ist direkt über punk-

tuelle Lücken, die sogenannten Ranvier-Schnürringe, mit den Axonen verbunden. Es ist 

kapillarisiert und die Endothelzellen der Kapillaren sind über TJs verbunden, wodurch es 

einen Teil der BNS bildet. Im Unterschied zu den meisten extrazellulären Gewebsräumen 

weist das Endoneurium keinen Lymphkreislauf auf (Mizisin and Weerasuriya 2011). Die 

endoneurale Mikroumgebung macht 20–25 % der gesamten endoneuralen Fläche aus und 

im Unterschied zu anderen extrazellulären Bindegewebsräumen steht das Endoneurium 

unter einem positiven hydrostatischen Druck (10 mm Hg im Rückenmark gegenüber 2–

3 mm Hg im peripheren Nerv). Der konvektive und endoneurale Flüssigkeitsfluss wird 

durch einen proximodistalen hydrostatischen Druckgradienten angetrieben. Die endo-

neurale Flüssigkeit hat zudem eine andere Elektrolytzusammensetzung als das umge-

bende Gewebe und Blut. Sie wird durch die BNS aufrechterhalten und ist für die axonale 

Erregbarkeit unabdingbar. Darüber hinaus ist sie für die physiologische Signalübertra-

gung zum und vom Zentralnervensystem durch myelinisierte und nichtmyelinisierte A-

xone wesentlich.  



1 Einleitung 

4 

 
Abbildung 1: Humaner N. tibialis, HE-Färbung. Drei anatomische Kompartimente: Epineurium, 
Perineurium und Endoneurium. Danke für die Bereitstellung des Bildmaterials an Herrn Dr. Florian 
Kurz (Institut für Pathologie der Universität Würzburg). 

 

Es gibt zudem zwei Arten von Nervenfasern: die myelinisierten und die nichtmyelinisier-

ten. Dabei bestehen die myelinisierten Nervenfasern aus Schichten von Schwann-Zell-

membranen (Myelin), die als Internodien bezeichnet werden und konzentrisch in Seg-

menten um die Axone gewickelt sind (Suter and Scherer 2003). Die Segmente sind durch 

Ranvier-Schnürringe getrennt. Myelinisierte Nervenfasern sind durch das Endoneurium 

voneinander getrennt. Diese Schicht verhindert als Teil der BNS, dass Moleküle aus dem 

Blut in die Endoneuralflüssigkeit gelangen können. Die nichtmyelinisierten Nervenfa-

sern, die auch als C-Fasern bezeichnet werden, sind zahlreich und verlaufen entlang der 

myelinisierten Axone. Ebendiese werden von einer Schicht Schwann-Zellen umgeben, 

ohne Myelin zu bilden. Diese nichtmyelinisierten Axone werden zu einem sogenannten 

Remak-Bündel zusammengefasst. Die Isolierschicht mit Myelin und Ranvier-Schnürrin-

gen ermöglicht den myelinisierten Nervenfasern eine sprunghafte (saltatorische) Weiter-

leitung von Aktionspotenzialen von einem Schnürring zum nächsten. Dadurch kann die 

Geschwindigkeit der Reizleitung gegenüber nichtmyelinisierten Axonen um einen erheb-

lichen Faktor gesteigert werden. Die metabolische Energie für die Entstehung von Akti-

onspotenzialen kann gemindert und durch die Reduktion des Axon-Durchmessers kann 

Platz im Nervensystem eingespart werden. Die Leitungsgeschwindigkeit myelinisierter 

Perineurium

Epineurium

Endoneurium
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Nervenfasern beträgt 5–120 m/s. Nichtmyelinisierte Axone kommen bei typischen 

menschlichen Nerven etwa im Verhältnis 2:1 gegenüber myelinisierten Axonen vor. 

Krankheiten im Bereich des PNS können die Nervenfunktion stören, indem sie entweder 

zu einem Myelinverlust oder einer axonalen Verletzung führen. 

 

 

Abbildung 2: Die makro- und mikroskopische Grundstruktur eines peripheren Nervs. Das Perineu-
rium umgibt das Endoneurium peripherer Nerven. Neben myelinisierten (MF) und nichtmyelinisierten 
(UMF) Nervenfasern sind weitere Bestandteile in das Endoneurium eingebettet, wie endoneurale Gefäße 
und Fibroblasten. Der Auszug oben rechts zeigt die Lokalisation der TJ-Proteine (TJP) in den Endothelzel-
len der endoneuralen Gefäße. Rechts unten wird die Myelinbarriere dargestellt. Der linke Auszug zeigt 
schematisch den strukturellen Aufbau von TJs zwischen benachbarten Perineuralzellen (Reinhold and Ritt-
ner, 2017). Die Abbildung bezieht sich auf Fig.1. Barrier function in the peripheral and central nervous 
system—a review (Reinhold and Rittner 2017). Eigene Abbildung. 

 

1.1.2 Bestandteile und Funktionen der Blut-Nerven-Schranke 

Die BNS kann als doppelte Grenzfläche charakterisiert werden (Abb. 2), die aus dem 

Endothel endoneuraler Kapillaren innerhalb des Nervenfaszikels und aus einer mehr-

schichtigen zellulären Umhüllung eines Nervenfaszikels im Perineurium besteht. Diese 

Segmente erfüllen unterschiedliche physiologische Anforderungen. Wegen des Mangels 

an Astrozyten unterscheidet sich die BNS im Vergleich signifikant von der Blut-Hirn-

Schranke (BHS), wobei die BNS als durchlässiger angesehen wird (Kanda 2013). Das 
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Fehlen einer Lymphdrainage im endoneuralen Raum betont die Schutzwirkung der BNS. 

Der endoneurale Raum ist dabei neben der zerebralen Mikroumgebung der einzige phy-

siologische Raum, von dem bekannt ist, dass er keine Lymphdrainage aufweist 

(Sunderland 1978). Die Untersuchungen im Zuge dieser Arbeit konzentrieren sich auf das 

Perineurium als den zentralen Teil der BNS. 

1.1.2.1 Endoneurale Endothelzellen der Blut-Nerven-Schranke  
Endoneuralgefäße umfassen ein spärlich verteiltes Netzwerk von Arteriolen, Kapillaren 

und Venolen, die etwa 1 % der Endoneuralfläche einnehmen (Mizisin and Weerasuriya 

2011). Die Endothelzellen der endoneuralen Kapillaren sind durch TJ-Moleküle fest mit-

einander verbunden und dabei durchlässiger als das Perineurium. Die bei der Geburt re-

lativ durchlässigen endoneuralen TJs entwickeln sich langsam und ziehen sich nur all-

mählich zusammen (Kristensson and Olsson 1971, Pummi, Heape et al. 2004). Selbst 

adulte endoneurale Kapillaren sind für radioaktiv markiertes Albumin durchlässig. Al-

bumin gehört mit einer molaren Größe von etwa 66 000 Da zu den großen Molekülen und 

kann somit nicht oder schwer in die Kapillarwände eindringen. Die endoneurale Basal-

membran ist nicht fenestriert, wodurch enge und stark regulierte Grenzflächen gebildet 

werden. Das führt dazu, dass das Endoneurium zum einen vom zirkulierenden Blut iso-

liert wird, wodurch ein unkontrolliertes Austreten von Molekülen und Ionen aus dem 

Kreislaufsystem in den peripheren Nerv verhindert werden kann. Zum anderen wird ein 

kontrollierter Blut-Nerven-Austausch ermöglicht, um das Nervengewebe und anderes 

Gewebe versorgen zu können (Peltonen, Alanne et al. 2013). Hier besteht demnach eine 

Analogie zur BHS. Endoneurale Endothelzellen der BNS exprimieren eine Vielzahl von 

Transportern sowohl auf der luminalen als auch auf der abluminalen Seite. Die Expres-

sion von γ-Glutamyltranspeptidase, dem Na+-unabhängigen Aminosäuretransporter-1 

vom L-Typ, Kreatintransporter, Monocarboxylattransporter-1, Glucosetransporter-1 so-

wie von alkalischen Phosphatasen und dem P-Glycoprotein konnte durch polychain reac-

tion (PCR), Western Blot oder Immunodetektion in kultivierten Endothelzellen der BNS 

nachgewiesen werden (Yosef and Ubogu 2013).  

1.1.2.2 Perineurale Barriere 

Das Perineurium bildet eine Barriere gegen den Durchtritt von größeren Molekülen oder 

Toxinen in den Endoneuralraum, der innerhalb des Perineuriums liegt. Außerdem dient 
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es der Aufrechterhaltung der Homöostase des Endoneuriums einschließlich des konstan-

ten intrafaszikulären Drucks. Die perineurale Barriere besteht aus drei strukturellen und 

funktionellen Komponenten: (1) Basalmembranen, die jede perineurale Zellschicht um-

geben, (2) TJs zwischen den benachbarten perineuralen Zellen und (3) einem aktiven 

transcytotischen Transport durch die perineuralen Zellen (Peltonen, Alanne et al. 2013). 

Maßgeblich für die Barrierefunktion der BNS verantwortlich sind auch hier die TJs als 

abdichtende Verbindungen zwischen den Perineuralzellen des Perineuriums und zwi-

schen den Endothelzellen und Pericyten der endoneuralen Blutgefäße. 

Das Perineurium regelt außerdem über Transportsysteme z. B. den Glucosetransporter-1, 

die neuronale Homöostase, die Transcytose und die Durchlässigkeit der TJ-Barriere. Es 

konnte festgestellt werden, dass Perineuralzellen pinocytotische Vesikel enthalten und 

dadurch einen aktiven transcytotischen Transport vermitteln können (Oldfors 1981, 

Peltonen, Alanne et al. 2013). Zudem verhindert die TJ-Barriere die Exposition der Ner-

venfasern gegenüber Komponenten des Immunsystems und potenziellen Noxen (Pia-

Oviedo and Ortz-Hidalgo 2008). 

Die Funktion des Perineuriums besteht zusammenfassend in der Modulation der auf den 

Nerv wirkenden Zugkräfte, der Aufrechterhaltung eines konstanten intrafaszikulären 

Drucks und der Ausbildung einer Barriere.  

1.1.3 Myelinbarriere 

Neben der BNS gibt es eine weitere Barriere, die den peripheren Nerv schützt: die soge-

nannte Myelinbarriere. Sie befindet sich im Paranode und im Mesaxon der Schwann-

Zellen (Alanne, Pummi et al. 2009) und besteht aus myelinisierenden Schwann-Zellen, 

wobei die Nervenfasern in mehreren Schichten von Gliazellen ummantelt werden. 

Dadurch werden die Paranode, das Mesaxon und die Schmidt-Lantermann-Inzisuren ab-

gedichtet und es legt sich eine schützende, isolierende Schicht um die Nervenfasern. 

Diese gehört zu der weniger gut untersuchten Barriere der BNS. 
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1.1.4 Tight-Junction-Proteine im Nervensystem 

Die BNS in endoneuralen Gefäßen und die perineurale Barriere beschränken gemeinsam 

den Materialaustausch zwischen dem endoneuralen Raum und dem umgebenden extra-

zellulären Raum. Dadurch tragen sie zur Stabilität der neuralen Mikroumgebung bei. 

Diese physikalischen Barrieren basieren auf zellulären Verbindungsproteinen, insbeson-

dere den TJ-Proteinen, die im Folgenden kurz vorgestellt werden. 

Die TJ, die auch als Zonulae occludentes bezeichnet werden, sind apikale Teile des Zell-

bindungskomplexes von benachbarten epithelialen oder endothelialen Zellen, die gürtel-

förmig um die gesamte Zelle angeordnet sind. Diese Zellverbindungen haben zwei we-

sentliche Funktionen: Sie bilden eine selektive Barriere gegenüber dem parazellulären 

Transport von Ionen und Molekülen, indem sie den Interzellularraum abdichten und einen 

Interzellularspalt von weniger als 1 nm belassen, der auch als Gate-Funktion bezeichnet 

wird (Anderson 2001). Diese Diffusionsbarriere basiert darauf, dass die extreme Annä-

herung der beiden benachbarten Membranen im Bereich der TJs zur Ausbildung von sog. 

Verschlussnähten führt, die auch als kissing points bezeichnet werden. Solche TJs finden 

sich daher überall dort, wo Körperinneres gegen Körperäußeres abgedichtet werden muss, 

z. B. im Darmepithel oder an den Stellen, an denen besonders sensible Organe geschützt 

werden müssen, etwa die Endothelien der BHS und die BNS im Perineurium. Durch die 

zuvor beschriebenen Verschlussnähte bilden die TJs eine Grenze zwischen den apikalen 

und basolateralen Zelloberflächendomänen in den polarisierten Epithelien. Mit der so ent-

standenen intramembranösen Diffusionsbarriere sorgen sie für eine Aufrechterhaltung 

der Zellpolarität, indem sie die Vermischung von apikalen und basolateralen Transmemb-

rankomponenten (von Kanälen, Carriern und Rezeptoren) einschränken, was auch als 

Fence-Funktion bezeichnet wird (Schneeberger and Lynch 1992, Gumbiner 1993, 

Anderson 2001). Neben ihrer mechanischen Festigkeit, der Aufrechterhaltung der Pola-

rität und der parazellulären Bewegung können die TJ-Proteine Signalproteine für zellu-

läre Prozesse rekrutieren (Krause, Winkler et al. 2008). 

Zu den integralen Membranbestandteilen der TJs gehören die Proteine aus der Familie 

der TJ-assoziierten Marvel-Proteine (TAMPs), zu denen u. a. Occludin und Tricellulin, 

die Familie der Claudine und die junctional adhesion molecules (JAMs) zählen (siehe 

Abb. 3). Es wird angenommen, dass Claudine dabei einen Hauptbestandteil der TJ-
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Stränge bilden (Tsukita and Furuse 1999, Tsukita, Furuse et al. 2001, Turksen and Troy 

2004).  

In der vorliegenden Arbeit spielen die TJs vor allem als Bestandteil der perineuralen Bar-

riere eine wichtige Rolle. Die TJ-Proteine im Perineurium umfassen Zona-occludens-1 

(ZO-1), Claudin-1, Claudin-3 und Occludin (Pummi, Heape et al. 2004) sowie Claudin-

19 und Tricellulin (Hirakawa, Okajima et al. 2003, Pummi, Heape et al. 2004, Sauer, 

Krug et al. 2014). Darüber hinaus sind die Claudine 1, 2 und 5 sowie ZO-1 in autotypi-

schen Übergängen von myelinisierenden Schwann-Zellen vorhanden (Poliak, Matlis et 

al. 2002). 

Zona-occludens-1 (ZO-1, 220 kDa), auch als TJ-Protein 1 (TJP1) bezeichnet, ist ein int-

razelluläres TJ-Protein, das TJs organisiert und Proteine wie Claudine, Occludin oder 

JAMs mit dem kortikalen Aktin-Cytoskelett verbindet (Guenzel 2017). Es gehört zu den 

Multi-Domain-Gerüstproteinen der Familie der peripheren und membranassoziierten Gu-

anylatkinasen (MAGUK). Somit ist es ein integraler Bestandteil der BNS-Funktion, der 

sowohl in endoneuralen Gefäßen als auch im Perineurium exprimiert wird. Ein TJP1-

Knockout ist tödlich und Störungen wurden mit neurologischen Schädigungen in Verbin-

dung gebracht (Katsuno, Umeda et al. 2008). ZO-1 wird hauptsächlich im Perineurium 

(Alanne, Pummi et al. 2009), in Gefäßen und in myelinisierten Schwann-Zellen in den 

Ischiasnerven von Menschen (Alanne, Pummi et al. 2009) und Mäusen (Morita, Furuse 

et al. 1999) exprimiert. 
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Abbildung 3: Aufbau der TJs. TJs bilden ein gürtelartiges Netzwerk aus TJ-Strängen um Epithelzellen. 
Claudine (gelb) bilden dabei das Rückgrat dieser TJ-Stränge (Eigene Abbildung in Anlehnung an: 
https://klinphys.charite.de/for721/f_summary_d.htm).  
 

1.1.5 Claudine 

Die Bezeichnung Claudine leitet sich ab vom lateinischen Verb claudere (schließen) ab 

und bezeichnet eine Familie der Transmembranproteine, die eine zentrale Rolle bei der 

Entstehung von TJs und der Bildung der TJ-Barriere spielen. Entdeckt wurden die ersten 

beiden Claudine, Claudin-1 und Claudin-2, in der Leber des Huhns durch die Arbeits-

gruppe Furuse im Jahr 1998 (Furuse, Fujita et al. 1998, Mineta, Yamamoto et al. 2011). 

Mittlerweile konnten 27 unterschiedliche Claudine in der Maus und im Menschen mit 

molekularen Massen von 20 bis 34 kDa identifiziert werden (Alshbool and Mohan 2014). 

1.1.5.1 Struktureller Aufbau der Claudine 

Strukturell bestehen Claudine aus vier Transmembrandomänen, zwei extrazellulären 

Schleifen, einer kurzen intrazellulären Schleife sowie cytosolischen Amino- und Car-

boxytermini. In Abbildung 4 wird schematisch die Struktur der Claudine dargestellt 

(Alshbool and Mohan 2014). Während die Aminosäuresequenz der ersten und vierten 

Transmembran-Domäne unter den einzelnen Claudinen hochkonserviert ist, verhält es 

sich bei der zweiten und dritten Domäne nicht so (Alshbool and Mohan 2014). Durch die 

Wechselwirkungen zwischen den extrazellulären Schleifen werden die TJs gebildet. Da-

bei besitzt die erste extrazelluläre Schleife (ECL1) ein hochkonserviertes Signaturmotiv 
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[Gly-Leu-Trp-x-x-Cys-(8–10aa)-Cys] und in Abhängigkeit vom jeweiligen Claudin un-

terschiedlich geladene Reste, die die Ladungsselektivität der TJ-Barriere bestimmen 

(Colegio, Van Itallie et al. 2002, Colegio, Itallie et al. 2003, Angelow, Ahlstrom et al. 

2008). Die zweite extrazelluläre Schleife (ECL2) ist für die Vermittlung der Interaktionen 

zwischen den Claudinen entlang der Plasmamembran derselben Zelle (cis-Interaktion) 

oder von benachbarten Zellen (trans-Interaktion) zuständig (Krause, Winkler et al. 2008) 

(Abb. 4). Darüber hinaus wird zwischen der homophilen Interaktion (zwischen gleichen 

Claudinen) und der heterophilen Interaktion (zwischen verschiedenen Claudinen) unter-

schieden (Abb. 5). Es sind allerdings nicht alle Claudine miteinander kompatibel. So gibt 

es beispielsweise keine Kombinationen von Claudin-1 mit Claudin-2 (Furuse, Fujita et 

al. 1998). 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Claudin-Struktur. Claudine bestehen aus vier Trans-
membran(TM)-Domänen (I, II, III und IV), zwei extrazellulären Schleifen (ECL1 und ECL2), einer kurzen 
intrazellulären Schleife sowie cytosolischen Amino- und Carboxytermini. Zudem liegt auf ECL2 die Bin-
destelle für das Clostridium-perfringens-Enterotoxin (CPE) (Alshbool and Mohan 2014). 
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Abbildung 5: Mögliche Interaktionsformen zwischen Claudinen. Interaktionen zwischen benachbarten 
Claudinen derselben Zelle werden als cis-Interaktionen oder Oligomerisation bezeichnet, Interaktionen mit 
der Nachbarzelle als trans-Interaktionen. Homophile Interaktionen finden zwischen gleichen Claudinen 
statt, heterophilen Interaktionen zwischen unterschiedlichen. 

 

Außerdem wird zwischen porenbildenden (pore forming) und abdichtenden (sealing) 

Claudinen differenziert. Zu ersteren zählen beispielsweise die Claudine 1, 3–9 und 11. 

Claudin-14 ist ein Beispiel für ein abdichtendes Claudin (Günzel and Fromm 2012). An 

den C-terminalen Positionen weisen die meisten Claudine ein PDZ-Bindungsmotiv (post-

synaptic density 95/disc large/zona occludens-1) auf, das als Interaktionsdomäne für 

Zonula-occludens-Proteine fungiert und die Claudine am Cytoskelett verankert (Itoh, 

Furuse et al. 1999). Über posttranslationale Modifikationen und eine Phosphorylierung 

der Transmembran-Domänen können der Zusammenbau und die Interaktion der Claudine 

innerhalb der TJs sowie deren Barrierefunktion reguliert werden (González-Mariscal, 

Garay et al. 2010). 

Die Claudin-Zusammensetzung der TJs ist von wesentlicher Bedeutung für die Permea-

bilität des jeweiligen Epithels. Einige Claudine sind charakteristisch für bestimmte Ge-

webearten, z. B. Claudin-16 für den aufsteigenden Teil der Henle-Schleife in der Niere 

(Simon, Lu et al. 1999). Andere Claudine treten wiederum in vielen verschiedenen Ge-
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weben auf, z. B. Claudin-5 in den Endothelzellen der Blutgefäße von BHS und BNS so-

wie in einer Vielzahl von Geweben in Lunge, Herz, Darm und den Skelettmuskeln. Mu-

tationen in den Claudin-Genen werden daher auch mit menschlichen Krankheiten in Ver-

bindung gebracht. Beispielsweise sind Claudin-14-Mutationen für die erbliche Taubheit 

des Menschen verantwortlich (Wilcox, Burton et al. 2001). Mutationen im Claudin-16-

Gen führen zu einer rezessiven Hypomagnesiämie, bei der der parazelluläre Fluss im auf-

steigenden Glied der Henle-Schleife blockiert wird, was wiederum zu einer Beeinträch-

tigung der Resorption von Mg2+-Ionen führt (Simon, Lu et al. 1999). 

1.1.5.2 Claudin-1  

Claudin-1 wurde erstmals 1998 beschrieben (Furuse, Fujita et al. 1998). Es hat eine mo-

lekulare Masse von  22 kDa, ist aus 211 Aminosäuren aufgebaut und wird in den meisten 

Geweben ubiquitär exprimiert (Krause, Winkler et al. 2008). Hierzu zählen unter anderem 

der Darm, die Milz, die Leber, die Niere und die Hoden (Morita, Furuse et al. 1999). 

Darüber hinaus wird es sowohl im ZNS als auch im PNS exprimiert. In Studien an peri-

pheren Nerven zeigte sich eine hohe Expression von Claudin-1 im Perineurium und in 

einem geringeren Maße auch in endoneuralen Gefäßen, im Mesaxon, in Schmidt-Lanter-

mann-Einkerbungen und in paranodalen Schleifen myelinisierter Schwann-Zellen 

(Poliak, Matlis et al. 2002, Pummi, Heape et al. 2004, Alanne, Pummi et al. 2009).  

Claudin-1 ist entscheidend an der Aufrechterhaltung der Barrierefunktionen beteiligt, was 

an den Auswirkungen von Mutationen im Claudin-1-Gen deutlich wird. So führt eine 

solche Mutation beim Menschen zum neonatalen Ichthyose-sklerosierenden-Cholangitis-

Syndrom (NISCH). Dabei handelt es sich um eine seltene familiäre Erkrankung, die au-

tosomal-rezessiv vererbt wird. Durch eine Mutation im Claudin-1-Gen (3q28-q29) kön-

nen Ichthyose, Alopezie, spärlicher Wuchs von Wimpern und Augenbrauen sowie Zahn-

probleme und sklerosierende Cholangitis auftreten (Hadj-Rabia, Baala et al. 2004, 

Feldmeyer, Huber et al. 2006). An diesem Syndrom zeigt sich die pleiotrope Wirkung 

einer Claudin-1-Genmutation auf Leber und Haut. 

Bei Mäusen fällt der Verlust von Claudin-1 deutlich gravierender aus und führt innerhalb 

weniger Stunden nach der Geburt zu einem letalen Verlust der Hautbarriere und zum Tod 

durch Dehydration. Dies kann damit begründet werden, dass Claudin-1 bei Mäusen eine 

Schlüsselkomponente der epidermalen Barriere im Stratum granulosum bildet, wie es 
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Furuse et al. 2002 bei Claudin-1-Knockout-Mäusen nachweisen konnten (Furuse, Hata et 

al. 2002).  

Eine verminderte Claudin-1-Expression verändert den Schweregrad der atopischen Der-

matitis und die Hautbarrierefunktion (Tokumasu, Yamaga et al. 2016). In vielen Studien 

zeigte sich eine veränderte Ausschüttung bei der Entwicklung und beim Fortschreiten 

mehrerer Krebsarten (Übersicht bei Morin 2005). So konnte etwa eine Überexpression 

bei Dickdarm-, Nasopharynx-, Ovarial- und oralen Plattenepithelkarzinomen beobachtet 

werden (Dhawan, Singh et al. 2005, Singh, Sharma et al. 2010, Kwon 2013). Bei einigen 

Krebsarten spielt Claudin-1 dagegen eine entgegengesetzte Rolle, wenn – wie es z. B. bei 

Brustkrebs der Fall ist – die verminderte Expression von Claudin-1 mit dem Fortschrei-

ten, der Invasion und der Entwicklung des metastasierten Phänotyps verbunden ist (Zhou, 

Moodie et al. 2015). Eine verminderte Expression von Claudin-1 korreliert außerdem 

beim Plattenepithelkarzinom des Ösophagus mit dem Rezidivstatus (Miyamoto, Kusumi 

et al. 2008). Auch bei der Aufrechterhaltung der BNS spielt es eine entscheidende Rolle. 

In diesem Zusammenhang konnten Studien an Ratten nach einer Verletzung des Ischias-

nervs eine Verringerung der Claudin-1-mRNA-Expression und einen damit verbundenen 

verminderten Proteinspiegel nachweisen (Hirakawa, Okajima et al. 2003, Moreau, 

Mauborgne et al. 2016). Einschlägige Untersuchungen ergaben weiterhin, dass Claudin-

1 die Hauptversiegelungskomponente der Perineuralbarriere ist (Hackel, Brack et al. 

2012). 

Es gibt auch Hinweise darauf, dass das Claudin-1-Gen eines der durch β-Catenin im Wnt-

Signalweg regulierten Gene ist. Da in der vorliegenden Arbeit die Expression von β-

Catenin unter entzündlichen Bedingungen untersucht wird, wird auf den Wnt-Signalweg 

in Kapitel 1.1.6 näher eingegangen. 

Claudin-1 bindet an die PDZ-Domäne des zellulären Aktin-Cytoskeletts über das ZO-1. 

Aktin ist ein cytoplasmatisches Mehrdomänen-Gerüstprotein (Itoh, Furuse et al. 1999). 

1.1.5.3 Claudin-19 
Claudin-19 ist ein Transmembranprotein von 23 kDa, das die Permeabilität und Semise-

lektivität von TJs bestimmt und im peripheren Nervensystem, in der Niere und im retina-

len Pigmentepithel exprimiert wird, aber nicht im ZNS (Günzel and Yu 2013). In peri-

pheren Nerven ist Claudin-19 an den interlamellaren Übergängen der Myelinscheiden 
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lokalisiert und wird in myelinisierenden Gliazellen im PNS exprimiert (Miyamoto, 

Morita et al. 2005). 

Die Bildung von TJs in myelinisierenden Zellen ist ohne Claudin-19 gestört (Günzel and 

Yu 2013). Claudin-19-defiziente Mäuse zeigen ein abnormes Verhalten und eine perip-

here Neuropathie mit motorischen Defekten, die durch eine komplette Auflösung der TJs 

im inneren und äußeren Mesaxon der Schwann-Zellen erklärt werden kann (Miyamoto, 

Morita et al. 2005). Mutationen in Claudin-19 sind für eine Form von Familial primary 

hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC) verantwortlich, 

die mit schweren Augendefekten assoziiert ist (Konrad, Schaller et al. 2006). Darüber 

hinaus wurde ein Mangel von Claudin-19 in den TJs bei der polyzystischen Nierener-

krankung nachgewiesen (Lee, Tong et al. 2006). Claudin-19 reguliert zusammen mit 

Claudin-16 als Na+-Kanal die parazelluläre Ionenresorption in TJs, z. B. in der Niere. 

Claudin-19 in Schweine-Nierenepithelzellen fungiert als Cl--Blocker, während Claudin-

16 als Na+-Kanal wirkt (Hou, Renigunta et al. 2008).  

1.1.6 β-Catenin und der Wnt-Signalweg 

β-Catenin 

β-Catenin ist ein aus 781 Aminosäuren aufgebautes Protein, das vom CTNNB1-Gen 

(Catenin-Beta-1-Gen) kodiert wird. Es hat zwei Hauptfunktionen: Zum einen spielt es 

durch seine Wechselwirkung mit Cadherinen eine wichtige Rolle bei der Adhäsion zwi-

schen verschiedenen Zellen (Brembeck, Rosário et al. 2006) und zum anderen ist es ein 

Co-Transkriptionsfaktor sowie der Schlüsselfaktor des Wnt/β-Catenin-Weges (Kikuchi 

2013). 

Wnt-Signalweg 

Der Name Wnt ist eine Verbindung der Begriffe wingless (Segmentpolaritätsgen in Dro-

sophila) und INT-1 (Proto-Onkogen der Maus). Der Wingless-Signalweg wurde erstmals 

bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster beschrieben (Sharma and Chopra 1976). 

Der Wnt-Signalweg vermittelt durch Effektorproteine extrazelluläre Signale an den Zell-

kern und reguliert so die Expression verschiedener Gene. Dabei gibt es zwei Signalwege, 

die im weiteren Verlauf durch den Wnt-Signalweg aktiviert werden. Der erste ist der ka-

nonische Wnt-Weg, der auch als Wnt/β-Catenin-Signalweg bekannt ist. Der zweite ist der 
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nichtkanonische Wnt-Weg, der wiederum in einen Wnt-/planaren Zellpolaritäts- und ei-

nen Wnt/Ca2+-Nutzungsweg unterteilt wird (Oliva, Vargas et al. 2013). Die im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen beziehen sich ausschließlich auf den klas-

sischen bzw. kanonischen Wnt-Signalweg, weshalb im Folgenden auch nur dieser erläu-

tert wird. 

Er wurden erstmals im Jahre 2004 humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) be-

schrieben (Etheridge, Spencer et al. 2004). Die kanonische Wnt-Signalübertragung bein-

haltet die Bindung des Wnt-Liganden an den Frizzled (Fzd) Rezeptor und den Co-Rezep-

tor low density lipoprotein receptor-related protein (LRP5/6). Bei der Bindung wird der 

cytoplasmatische Schwanz von LRP5/6 phosphoryliert. Die Bindung des Wnt-Liganden 

initiiert das Andocken von Dishelleved (Dvl) an Fzd und die weitere Rekrutierung des β-

Catenin-Degradationskomplexes, der aus GSK-3β (Glykogensynthasekinase-3β), Adeno-

matous polyposis coli (APC) (Tumorsuppressor-Protein) sowie den Proteinen Axin-1 und 

CK-1 (casein kinase 1) besteht, an die Plasmamembran. Im inaktiven Zustand befindet 

sich der β-Catenin-Degradationskomplex im Cytosol, in dem er β-Catenin phosphoryliert 

und dieses so für den Abbau im Proteasom markiert. Die Rekrutierung des β-Catenin-

Degradationskomplexes in die Plasmamembran führt nach der Wnt-Aktivierung zu einer 

Stabilisierung von β-Catenin. Die erhöhten β-Catenin-Spiegel im Cytosol bewirken eine 

Translokation in den Kern, in dem es dann zu einer Modellierung der Transkription des 

Wnt/β-Catenin-Zielgens kommt (Nelson and Nusse 2004, Gordon and Nusse 2006, 

Mikels and Nusse 2006, Polakis 2008, Valkenburg, Graveel et al. 2011, Kikuchi 2013). 
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Abbildung 6: Wnt-Signalweg. Darstellung der Hauptbestandteile der TJ und der adherens junction (AJ) 
an der Grenzfläche zwischen den Endothelzellplasma-Membranen. Die Aktivierung der Wnt-Rezeptoren 
Fzd und LRP5 und 6 hemmt GSK3, um β-Catenin zu stabilisieren, das wiederum in den Kern gelangt, um 
die vom T-Zellfaktor (TCF) abhängige Transkription zu aktivieren. Dies treibt die Claudin-Genaktivierung 
entweder direkt oder indirekt an (gestrichelter Pfeil) und das daraus resultierende Claudin-Protein verstärkt 
die enge Verbindung (JAM = Verbindungsadhäsionsmolekül) (Abbildung in Anlehnung an Polakis 2008). 

 

Erste Hinweise auf die Bedeutung des Wnt-Signalweges für die Regulation von Proteinen 

der TJ lieferte die Identifizierung von Claudin-1 als möglichem Zielgen der β-

Catenin/TCF-vermittelten Signaltransduktion (Miwa, Furuse et al. 2001). Miwa und seine 

Kollegen konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass die Expression von Claudin-1 als eine Re-

aktion auf die Reduktion von intrazellulärem β-Catenin durch einen mit Adenovirus ver-

mittelten Transfer von Wildtyp-APC in die APC-defizienten Dickdarmkrebszellen signi-

fikant abnahm. 

Darüber hinaus ist die Wnt/β-Catenin-Signalübertragung für die Entwicklung der BHS 

wichtig und auch unter verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen an deren Ab-

bau beteiligt (Laksitorini, Yathindranath et al. 2019). Ein Beleg dafür sind Studien, die 

den Verlust der endothelialen β-Catenin-Aktivität in einem erwachsenen Tiermodell mit 

Anfällen und einer Depletion von Claudin-1 in den Mikrogefäßen des Gehirns in Verbin-

dung gebracht haben (Tran, Zhang et al. 2016). Die Akkumulation von β-Catenin im Cy-

toplasma und in den Kernen wird häufig bei einer Vielzahl von Tumoren beobachtet, die 

beispielsweise im Dickdarm, in der Leber, im Uterus oder im Gehirn auftreten.  
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1.2 Einfluss der Entzündung auf die Permeabilität der BNS 

1.2.1 Entzündung 

Bei einer Entzündung handelt es sich um eine Immunantwort, die das Überleben während 

einer Infektion oder Verletzung ermöglicht und eine Gewebehomöostase unter einer Viel-

zahl von schädlichen Bedingungen aufrechterhalten soll. Eine Entzündung führt zu einer 

vorübergehenden Verschlechterung der Gewebefunktion, die wiederum zu einer Patho-

genese von Krankheiten mit veränderter Homöostase beitragen kann (Medzhitov 2010). 

Als die vier wichtigsten Anzeichen einer Entzündung treten Rötung, Schwellung, Hitze 

und Schmerz am Entzündungsort in Erscheinung (Medzhitov 2010). Als physiologische 

Ursache dieser Symptome konnten die Leukocyten-Migration aus den Blutgefäßen und 

andere Gefäßveränderungen nachgewiesen werden, die für eine akute Entzündungsreak-

tion charakteristisch sind. Bei der Analyse von vitalem Gewebe unter dem Mikroskop 

wurde ein Austreten von Plasma, verbunden mit einer Migration von Leukocyten aus den 

Blutgefäßen in das umgebende Gewebe beobachtet (Majno and Joris 2004, Medzhitov 

2010). Als fünftes Kardinalzeichen wurde schließlich die functio laesa identifiziert, die 

die Störung der Funktion eines Gewebes, Körperteils oder Organs darstellt (Medzhitov 

2010).  

Die typische Entzündungsreaktion wird auf vier Komponenten zurückgeführt, welche die 

Entzündungsinduktoren, die sie erfassenden Sensoren, die von den Sensoren induzierten 

Entzündungsmediatoren und das von den Entzündungsmediatoren betroffene Zielgewebe 

sind. Jede dieser Komponente kommt in unterschiedlichen Formen vor und ihre Kombi-

nationen führen zu verschiedenen Entzündungswegen. 

Wichtige intrazelluläre Mediatoren für Entzündungen sind die Transkriptionsfaktoren 

STAT3, Kernfaktor-kappaB (NF-κB), nuclear factor of activated T-cells (NFAT) und das 

Aktivatorprotein 1 (AP-1). Allerdings sind diese intrazellulären Faktoren nicht einfach zu 

messen (Roe 2021). Leichter bestimmbare Biomarker für Entzündungen sind die Cyto-

kine sowie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) einschließ-

lich Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) (Roe 2021). 

Die Entzündungsmediatoren wirken auf das Zielgewebe und die lokalen Blutgefäße, um 

eine Vasodilatation – also eine Extravasation von Neutrophilen und das Austreten von 

Plasma in das infizierte Gewebe – zu induzieren. Durch das Aufgebot von rekrutierten 
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Neutrophilen, gewebsresidenten Makrophagen und Mastzellen werden eindringende 

Krankheitserreger identifiziert und zerstört. Dieser Prozess wird durch Plasmakomponen-

ten einschließlich der Antikörper und Komplementfaktoren unterstützt. Zusätzlich kön-

nen IL-1, TNF und IL-6 systemische Wirkungen haben, wenn sie in ausreichenden Men-

gen sekretiert werden (Medzhitov 2010).  

Das Entzündungssystem von Wirbeltieren setzt sich aus dem angeborenen und dem adap-

tiven Immunsystem zusammen. Das angeborene Immunsystem besteht aus Makropha-

gen, dendritischen Zellen, Mastzellen und vielen weiteren Komponenten. Seine Haupt-

funktion besteht darin, Bakterien, Viren und Fremdkörper im Organismus zu erkennen, 

daraufhin das adaptive Immunsystem zu aktivieren und Kaskaden zu ergänzen. Das adap-

tive Immunsystem ist hochspezifisch und hat sich im Laufe unseres Lebens entwickelt. 

Es besteht aus T- und B-Lymphocyten, bei denen Mustererkennungsrezeptoren ein-

schließlich Toll-artiger Rezeptoren zusammen mit der Induktion von Cytokinen eine 

wichtige Rolle bei der Aktivierung spielen. Cytokine, die aus kleinen Proteinen bestehen, 

werden von einer Vielzahl von Zellen einschließlich der T- und B-Lymphocyten produ-

ziert. Sie können entzündungsfördernd oder entzündungshemmend sein und als Auslöser 

für die Freisetzung anderer Cytokine wirken. (Roe 2021) 

1.2.2 Einfluss der Entzündung auf die Permeabilität der BNS 

Im Zuge einschlägiger Studien konnte nachgewiesen werden, dass Entzündungszustände 

zu einem Mangel bei der perineuralen Barriere und/oder einer erhöhten Permeabilität der 

endoneuralen Kapillaren führen (De la Motte, Hall et al. 1975, Guy and Rao 1984, 

Rechthand and Rapoport 1987, Bockman, Buchler et al. 1988). Antonijevic et al. konnten 

zeigen, dass durch eine FCA-induzierte Entzündung die Permeabilität der Nerven am 

Entzündungsort zunimmt. Die Opioide können aufgrund der gestörten perineuralen Bar-

riere der Opioidrezeptoren auf den sensorischen Nerven am Entzündungsort ihre Wirkung 

entfalten (Antonijevic, Mousa et al. 1995). Unter normalen Umständen, d. h. ohne eine 

Entzündung, können die hydrophilen Opioidpeptide die Perineuralbarriere nicht überwin-

den. Deshalb bleiben die innerhalb des Endoneuriums liegenden Opioidrezeptoren für die 

Opioide unzugänglich, sodass diese keine Antinozizeption auslösen können. Durch eine 

regionale Opioidapplikation am N. ischiadicus der Ratte kann auf diese Weise demnach 

kein analgetischer Effekt erzielt werden (Grant, Vermeulen et al. 2001).  
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Ähnlich wie in der Studie von Antonijevic wurde auch in anderen Untersuchungen be-

schrieben, dass es in entzündeten Geweben zu einer Erhöhung der Permeabilität des Pe-

rineuriums kommt (De la Motte, Hall et al. 1975, Guy and Rao 1984, Rechthand and 

Rapoport 1987, Bockman, Buchler et al. 1988, Olsson 1990). Darüber hinaus führen pe-

riphere Nervenverletzungen und entzündliche Polyneuropathien zu einer höheren Perme-

abilität der BNS, was bei Erkrankungen des ZNS – z. B. der Amyotrophen Lateralskle-

rose, der Multiplen Sklerose, bei einer Rückenmarksverletzung oder der Alzheimer-

Krankheit – durch Störungen der Barrierefunktion ein Fortschreiten und eine Verschlech-

terung der Erkrankung begünstigen kann. Eine Arbeitsgruppe berichtete bei inflammato-

rischen und demyelinisierenden Neuropathien von einer vaskulären Permeabilitätserhö-

hung und dem Zusammenbruch der BNS, was durch Cytokine wie TNF-α oder die vas-

kulären endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) induziert wird (Creange, Lefaucheur 

et al. 1998).  

1.2.3 FCA-Entzündungsmodell 

Das von Jules T. Freund und Katherine McDermot entwickelte Freund’s Complete Ad-

juvans (FCA) (Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland) enthält 0,1 % hitzegetötetes 

und getrocknetes Mycobacterium butyricum in 85 % Marcol-52 und 15 % Aracel-A-

Mannidmonooleat-Emulgator (Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland). 

Für die Experimente wurde das Modell der einseitigen Entzündung in der Hinterpfote der 

Ratte gewählt. Diese Methode zählt zu den etablierten und gut erforschten Modellen 

(Stein, Millan et al. 1988) und wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits in zahlreichen 

Studien eingesetzt, um die Prozessabläufe der Entzündung sowie die periphere und durch 

Opioide vermittelte Antinozizeption zu untersuchen. 

Die intraplantare Injektion von FCA führt an der Pfote in der Regel zu offensichtlichen 

Anzeichen einer Entzündung: Rötung, Schwellung, lokale Überwärmung und Hyperal-

gesie.  

1.3 Fragestellungen der Dissertation 

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollen die folgenden Fragen beantwortet wer-

den: 
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• Wirkt sich eine durch das FCA induzierte lokale Entzündung in der Hinterpfote 

auf die Permeabilität des Perineuriums im weiter proximal liegenden N. ischiadi-

cus und an den sensiblen Nerven in der Dermis bei der lokalen Entzündung aus? 

• Zu welchen Veränderungen der TJP-Expression (Claudin-1 und Claudin-19) 

kommt es dabei im Perineurium des N. ischiadicus und der lokalen peripheren 

Nerven? 

• Zu welchem Zeitpunkt der durch das Freund-Adjuvans induzierten Entzündung 

zeigen sich maximale Effekte – sofern es zu Änderungen der TJP-Expression 

kommt? 

• Welche möglichen Signalwege sind in diese Prozesse involviert? Spielt dabei das 

β-Catenin als ein Bestandteil des Wnt-Signalweges eine Rolle? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Versuchstiere 

Für die Behandlung der Versuchstiere wurde die Genehmigung von der zuständigen Tier-

schutzbehörde der Regierung von Unterfranken (Protokollnummer/Aktenzeichen 55.2-

2531.01-3/13) erteilt. Sie erfolgte im Einklang mit den Richtlinien der International 

Association for the Study of Pain)  Zur Untersuchung der ausgewählten Fragestellungen 

wurden adulte, männliche Wistar-Ratten (Harlan Laboratories) mit einer Gewichtsspanne 

von 150–220 g betrachtet. Die Haltung der Ratten erfolgte unter kontrollierten Bedingun-

gen im Tierstall des Zentrums für operative Medizin in der Oberdürrbacher Straße 6 in 

97080 Würzburg. Es wurden alle Anstrengungen unternommen, um die benötigte Anzahl 

an Versuchstieren und deren Leiden so gering wie möglich zu halten. Alle invasiven Ein-

griffe erfolgten unter Kurznarkose mit Isofluran. 

2.2 Verwendete Geräte und Materialien 

Tabelle 1: Verwendete Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Kryostat CM3050S Leica 

Ultraschall-Homogenisator HD 3080 Bandelin 

Zentrifuge 5418R Eppendorf 

Power Supply Peqpower E300  Peqlab 

Mikrowellplatten (96 well) Nunc 

Blotkammer Fast Blot B44 Biometra 

Blottingpapier Whatman 

Protran Nitrozellulosemembran  Whatman 

Varipette Eppendorf 

Mikrotiterplatten-Photometer Sunrise  Tecan 

Objektträger Histo Bond  Marienfeld 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

Albumin Standardlösung Thermo Scientific 

Complete Mini-Proteaseinhibitor-Cocktail-Tabletten Roche 

BCA-Proteinassayreagenz A+B Pierce 

4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Roth 
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Bezeichnung Hersteller 

Ethanol  Sigma-Aldrich 

Formaldehyd, 37-prozentige Lösung  Merck 

Lumi Light Plus Western Blotting Kit  Roche 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  Biochrom 

Natriumdodecylsulfat (SDS)  Sigma-Aldrich 

Steriles Wasser Aqua  B. Braun 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Sigma-Aldrich 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)  

Tissue Tek O. C. T. Compound  Sakura 

Triton X-100  Sigma-Aldrich 

Tween 20 Sigma-Aldrich 

2.3 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus 

 
Abbildung 7: Schematische Übersicht über die Versuche.  

 

Wistar-Ratten

Kontroll-RattenNach Inokulation mit FCA intraplantar in die rechte Hinterpfote 

Entnahme des N. ischiadicus und Hinterpfotengewebes nach 2 h, 24 h, 48 h 
und 96 h 

Western Blot

Claudin-1-Expression im N. ischiadicus 
und in den Hinterpfotengeweben (2h, 
24 h, 48 h und 96 h)  nach Inokulation 
mit FCA 

Claudin-19-Expression im N. ischiadicus 
und in den Hinterpfotengeweben (2 h, 
24 h, 48 h und 96 h)  nach Inokulation 
mit FCA 

Immunhistochemie

Claudin-1 im 
Perineurium des N. 
ischiadicus  (2 h, 24 h, 
48 h und 96 h)  nach 
Inokulation mit FCA 

EBA-Permeabilitäts-Test

Für Perineurium des 
N. ischiadicus  (2 h, 
24 h, 48 h und 96 h)  
nach Inokulation mit 
FCA 

β-Catenin im N. ischiadicus und in den 
Hinterpfotengeweben (2 h, 24 h, 48 h 
und 96 h)  nach Inokulation mit FCA 

Ratten 24 h nach Inokulation mit FCA intraplantar in die rechte 
Hinterpfote plus  intraperitoneale Applikation von GSKβ-Inhibitoren 
SB415286 
Western Blot

Claudin-1-Expression in den Hinterpfotengeweben
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2.4 Intraplantare Injektion 

In dem verwendeten Entzündungsmodell wird zur Induktion der lokalen Entzündung das 

bereits in Kapitel 1.2.3 beschriebene FCA (Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland) 

verwendet. Es enthält 0,1 % hitzegetötetes und getrocknetes Mycobacterium butyricum 

in 85 % Marcol-52 und 15 % Aracel-A-Mannidmonooleat-Emulgator (Calbio-

chem/Merck, Darmstadt, Deutschland). Die 150 μl FCA werden unter Isoflurangas-An-

ästhesie mit 5 % Isofluran in die Plantaroberfläche der rechten Hinterpfote einer Wistar-

Ratte injiziert. Die linke Hinterpfote bleibt unbehandelt und dient als interne individuelle 

Kontrolle.  

Die nachfolgend erläuterten Untersuchungen erfolgten in einem Zeitraum von 2 bis 96 

Stunden nach der FCA-Injektion. Der Grund für dieses gewählte Zeitintervall ist die Tat-

sache, dass die größtmöglichen Entzündungseffekte nach diesem kurzen Zeitabschnitt er-

reicht werden. 

An zuvor festgelegten Zeitpunkten (2 h, 24 h, 48 h und 96 h) nach der erfolgten intra-

plantaren Injektion von FCA wurde den Tieren unter Verwendung der Isoflurangas-An-

ästhesie 300 μl T61 injiziert (MSD Tiergesundheit, Unterschleißheim, Deutschland). Da-

bei handelt es sich um eine letale Kombination aus Embutramid, Mebezonium und Tet-

racain. Anschließend erfolgte die Entnahme des N. ischiadicus und der Plantaroberflä-

chen sowohl aus den ipsi- als auch aus den kontralateralen Extremitäten. 

2.5 Intraperitoneale Injektion von GSKβ-Inhibitoren 

In einem Teil der Experimente wurden die Ratten täglich intraperitoneal (i. p.) mit dem 

GSKβ-Inhibitor SB415286 behandelt (0,1–1 mg/kg Körpergewicht, Sigma Aldrich). 

24 Stunden nach der intraplantaren Injektion von FCA wurde den Tieren der Inhibitor 

appliziert. Im Anschluss wurden ihnen jeweils 300 μl T61 injiziert und Hinterpfotenge-

webe wurde zur weiteren Analyse entnommen. 

2.6 Western Blot 

Beim Western Blot handelt es sich um ein molekularbiologisches Verfahren, das zur De-

tektion von Proteinen in einem Proteingemisch eingesetzt wird und im Wesentlichen aus 
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drei Arbeitsschritten besteht. Im ersten Schritt werden die Proteine durch eine Gelelekt-

rophorese in einer Trägermatrix (SDS-PAGE, Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-

Gelelektrophorese) anhand ihrer molekularen Größe in einzelne Proteinbanden aufge-

trennt. Im zweiten Schritt werden die getrennten Proteinbanden durch ein weiteres elekt-

risches Feld aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dieser Vorgang 

wird als Blotting bezeichnet. Im letzten Schritt werden die gesuchten Proteine über eine 

Immundetektion visualisiert, wofür zwei Antikörper verwendet werden. Der Primäranti-

körper ist dabei gegen ein Antigen des gesuchten Proteins gerichtet. An diesen Komplex 

bindet ein enzymmarkierter Sekundärantikörper, der wiederum gegen den Primärantikör-

per gerichtet ist. Dieser Prozess katalysiert dann eine Chemilumineszenz-Reaktion, 

wodurch die markierten Banden sichtbar werden. Einzelheiten zu den Arbeitsschritten 

werden in den jeweiligen Kapiteln erläutert. Eine schematische Darstellung des Vorge-

hens findet sich in Abbildung 8. 

 
Proteinaufbereitung 

↓ 

SDS-PAGE 

↓ 

Elektroblot auf Nitrocellulosemembran 

↓ 

Proteinfärbung mit Coomassie-Färbung 

↓ 

Blockieren 

↓ 

Inkubation mit 1. Antikörper 
(z. B. Immunglobulinpräparationen von Kaninchen) 

↓ 

Waschen mit 1. Waschlösung 

↓ 

Inkubation mit 2. Antikörper 
(z. B. Anti-Kaninchen, peroxidasegekoppelt) 

↓ 

Waschen mit 2. Waschlösung 

↓ 

ECL-Reaktion 
 

Abbildung 8: Schema des Western Blots. 
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2.6.1 Probenaufarbeitung 

Aufbereitung der Nervenproben 
Den Versuchstieren, welche ausschließlich die FCA-Injektionen erhalten hatten, wurden 

nach der Behandlung die Ischiasnerven entnommen. Diese wurden direkt nach der Ent-

nahme in 500 μl Cytosol-Lysepuffer mit einem Protease-Inhibitor-Cocktail gegeben, an-

schließend in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und bei –80 °C gelagert. Unmittelbar 

vor der weiteren Aufbereitung wurden die Proben aufgetaut. Die Cytosolfraktionen aus 

den Proben wurden durch Zerkleinerung mit einem Mini-Pistill und durch Homogenisie-

rung mittels Ultraschallbehandlung (3 × 5 s / 3 s Pause) gewonnen. Danach erfolgte eine 

Zentrifugation (bei 4 °C) bei 4500 × g für 10 min und eine weitere Zentrifugation des 

verbleibenden Überstandes bei 16900 × g für 80 min. Das Cytosol wurde entnommen und 

die in den Eppendorf-Reaktionsgefäßen verbleibenden Pellets wurden mit 50 µl Ripa-

Puffer mit Complete versetzt. 

Aufbereitung der Hinterpfotengewebe 

Vor der Entnahme des Hinterpfotengewebes wurde darauf geachtet, dass die das Hinter-

pfotengewebe umgebende Haut sorgfältig abgetrennt und verworfen wurde, um das Er-

gebnis durch in der Haut enthaltenes Claudin-1 nicht zu verfälschen. Zur weiteren Auf-

bereitung wurde das Gewebematerial geschnitten und mit 250 µl SDS-Lysepuffer ver-

setzt. Danach wurden die Gewebeproben für eine Dauer von 3 min mit einer Frequenz 

von 30 s homogenisiert und anschließend mit 10000 × g für 10 min (bei 4 °C) zentrifu-

giert. 

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bicinchoninsäure-Assay)  

Bei der Proteinquantifizierung mit Bicinchoninsäure (BCA) handelt es sich um eine 

Kombination aus einer Biuret- und einer Komplexbildungsreaktion mit BCA. Im ersten 

Reaktionsschritt, der sog. Biuret-Reaktion, bildet das Protein mit Cu2+-Ionen in alkali-

scher Lösung einen Komplex mit anschließender Reduktion der Cu2+-Ionen des Komple-

xes zu Cu+-Ionen. Diese Reduktion der Kupfer-Ionen wird hauptsächlich durch vier Ami-

nosäurereste einschließlich Cystein bzw. Cystin, Tyrosin und Tryptophan verursacht, die 

in Proteinmolekülen vorkommen. Die Menge des reduzierten Kupfers ist dabei proporti-

onal zur Menge des vorhandenen Proteins. Im zweiten Reaktionsschritt bilden die Cu+-
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Ionen mit der BCA einen violetten Chelat-Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum 

von 562 nm (siehe Abb. 9). Dadurch kann die Probe spektralphotometrisch analysiert 

werden. Der BCA-Proteinassay wird zur Quantifizierung des Gesamtproteins in einer 

Probe verwendet, wodurch der Konzentrationsverlauf von bestimmten Eiweißmolekülen 

beurteilt werden kann. 

 

 
Abbildung 9: Prinzip des BCA-Assays.Cu2+ wird unter alkalischen Bedingungen durch Proteine, die Cys-
tin-, Cystein-, Tyrosin- und/oder Tryptophan-Reste enthalten, zu Cu+ reduziert. Cu+ interagiert mit BCA 
und bildet einen violetten BCA-Kupfer-Komplex. 

 

Protokoll 
Jeweils 10 μl der aufgearbeiteten Proteinproben (1:10 in SDS-Lysepuffer verdünnt) wur-

den auf eine 96-well-Mikrotiterplatte als Triplikate in je drei nebeneinanderliegende Ka-

vitäten aufgetragen und mit 200 μl BCA-Lösung versetzt (Reagenz A zu Reagenz B im 

Verhältnis 50:1). Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde die Extinktion bei 560 nm 

photometrisch gemessen und mit der Eichgeraden verglichen, um so die Proteinkonzent-

ration abschätzen zu können. Die endgültige Proteinkonzentration konnte anhand des 

Mittelwerts der Einzelmessungen bestimmt werden. 



2 Material und Methoden 

28 

2.6.3 SDS-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Proteine für die Western-Blot-Analysen wurde mittels SDS-PAGE 

nach der Methode der diskontinuierlichen vertikalen Elektrophorese durchgeführt. Bei 

dieser Methode werden die gebildeten SDS-Proteinkomplexe in einem restriktiven Poly-

acrylamidgel nach den Molmassen getrennt. 

Physikalisch-chemisches Prinzip 
SDS-PAGE wurde im Jahre 1967 von Shapiro und seinen Mitarbeitern entwickelt 

(Shapiro, Viñuela et al. 1967) und gehört heute zu den Standardmethoden in der Pro-

teinanalytik. Die Abkürzung SDS steht für sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsul-

fat), bei dem es sich um ein starkes anionisches Detergens handelt, mit dem fast alle Pro-

teine – auch stark hydrophobe – in Lösung gebracht werden können.  

Zu diesem Zweck wird es dem Probenpuffer im Überschuss zugegeben. Um die Schwe-

felbrücken zwischen Cysteinresten aufzuspalten, werden dem Puffer reduzierende Thiol-

verbindungen zugesetzt, z. B. β-Mercaptoethanol. Durch diesen Vorgang lösen sich Was-

serstoffbrücken und hydrophobe Wechselwirkungen im Protein auf, was zu einer Auf-

spaltung der Quartärstruktur des Proteins in denaturierte Untereinheiten führt. Beim Kon-

takt der SDS-Ionen mit dem Protein bilden sich Micellen aus und es entsteht ein SDS-

Proteinkomplex. Dabei kommt es zu einer Anlagerung der hydrophoben Kohlenwasser-

stoffketten an die hydrophoben Proteindomänen und zu einer Wechselwirkung zwischen 

den hydrophilen Sulfatgruppen und dem umgebenden Hydratwasser. Die kationischen 

Gruppen der Proteine werden durch ihre Wechselwirkung mit den Sulfatgruppen des SDS 

abgeschirmt. Die entstandenen SDS-Proteinkomplexe weisen folglich eine negative Ge-

samtladung auf und können sich daher im elektrischen Feld nur in anodischer Richtung 

bewegen. SDS bindet in einem festen Verhältnis an die Proteine (ein Molekül SDS auf 

zwei Aminosäurereste, pro 1 g Protein binden ca. 1,4 g SDS), sodass alle Proteine ein 

konstantes Masse-Ladungs-Verhältnis aufweisen. Die Wanderungsgeschwindigkeit im 

Gel und damit auch die Trennung der Proteine hängen primär von ihrer Größe ab. Durch 

einen Vergleich mit SDS-denaturierten Proteinen bekannter Größe können Rückschlüsse 

auf das Molekulargewicht der denaturierten Proteine bzw. Proteinuntereinheiten unbe-

kannter Größe gezogen werden. Als Trennmedium wird bei dieser Methode ein diskonti-

nuierliches Gel auf Polyacrylamidbasis verwendet. 
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Protokoll der SDS-Gelelektrophorese 

Die zu analysierenden Proben wurden mit Lämmli-Auftragspuffer (5 x) versetzt und für 

10 min bei 95 °C aufgekocht. Anschließend wurden sie kurz zentrifugiert. Die Polyac-

rylamidgele, die aus Trenn- und Sammelgel bestehen, wurden frisch angesetzt. Ihre Zu-

sammensetzung wird in Tabelle 3 angegeben. Zum Gießen des Gels wurde eine speziell 

dafür vorgesehene Gelgießkammer verwendet. Zuerst wurde das Trenngel zwischen die 

beiden Glasplatten, die zuvor mit 70-prozentigem Ethanol gereinigt worden waren, mit-

hilfe einer Pipette eingefüllt und unmittelbar danach vorsichtig mit Wasser überschichtet. 

So wurde eine gleichmäßige Polymerisation sichergestellt und es wurden damit eine 

scharfe Grenze des auspolymerisierten Gels und eine glatte Oberfläche ermöglicht. Ohne 

diese Überschichtung mit Wasser würde sich ein konkaver Meniskus ausbilden, was zu 

verzogenen Proteinbanden führen würde.  

Das überschichtete Wasser wurde nach erfolgter Polymerisation abgegossen und die ver-

bliebenen Wasserreste wurden mit Filterpapier abgesaugt. Danach wurde das Sammelgel 

vorsichtig über das Trenngel geschichtet und zur Ausformung von Ladetaschen wurde 

luftblasenfrei ein Kunststoffkamm in das noch flüssige Sammelgel eingesetzt. Nach dem 

Einsetzen der fertigen Gele in die Elektrophoresekammer und dem Auffüllen der Puffer-

bank mit Laufpuffer (1 x) wurde der Kunststoffkamm aus dem Gel entfernt und jede Gel-

tasche zur Reinigung und zur Entfernung von Gelresten vorsichtig mit Kathodenpuffer 

gespült. Danach wurden die Proteinproben in gleichen Volumina (10–20 µl pro Gelta-

sche) in die Geltaschen pipettiert. In die erste Tasche wurden dabei stets 4 μl eines Pro-

teinmolekulargewichts-Markers gegeben, um später das Molekulargewicht der detektier-

ten Proteine bestimmen zu können. Die Elektrophorese erfolgte im SDS-PAGE-Laufpuf-

fer zunächst für 30 min bei 50 V und anschließend für weitere 150 min bei 150 V, bis die 

gewünschte Auftrennung der Proteine erreicht war. Nach erfolgter Elektrophorese wurde 

das Sammelgel abgetrennt und verworfen. 

Tabelle 3: Zusammensetzung des Elektrophoresegels 

Material Trenngel 12 % Material Sammelgel 

H2O 3,35 ml H2O 2,35 ml 

3 M TRIS, pH 8,8 2,5 ml 0,5 TRIS pH 6,8 1,25 ml 

10 % SDS  100 μl 10 % SDS 50 μl 

Acrylamid/Bis (30:2) 4 ml Acrylamid/Bis (30:2) 850 μl 
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10 % APS* 100 μl 10 % APS* 50 μl 

TEMED* 5 μl TEMED* 5 μl 

* TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) und APS (Ammoniumpersulfat) müssen unmittelbar, 
bevor das Gel gegossen wird, zugegeben werden, da diese beiden Komponenten die Polymerisation starten. 

Tabelle 4: Elektrophoresepuffer und Ladepuffer 

Elektrophoresepuffer Ladepuffer (5x) 

25 mM Tris 62,5 mM Tris, pH 6,8 

192 mM Glycin 2 % SDS 

0,1 % SDS 10 % Glycerol 

 1 % MSH 

 1 % Bromphenolblau 

2.6.4 Proteintransfer durch Western Blot 

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Elektroblotting und den Ein-

satz einer Semi-Dry-Transferapparatur bandengetreu auf eine Nitrozellulosemembran 

übertragen. Beim Elektroblotting wandern die Proteinbanden durch das Anlegen einer 

elektrischen Spannung senkrecht zur Laufrichtung des Gels aus dem Gel auf eine Memb-

ran, auf der sie gebunden werden. Die Nitrozellulosemembranen und die für den Blotting-

vorgang benötigten Whatman-Papiere werden dazu in etwa auf die Größe des Trenngels 

zugeschnitten und anschließend für 5 min mit einem Semi-Dry-Puffer (siehe Tabelle 5) 

äquilibriert. Auf der Anodenseite der Blottingkassette werden, wie es in Abbildung 10 dar-

gestellt ist, das SDS-Gel und die Membran aufeinandergelegt und luftblasenfrei zwischen 

jeweils zwei Semi-Dry-Puffer-äquilibrierte Filterpapiere (Whatman-Papier) gebettet. 
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Abbildung 10: Aufbau des Semi-Dry-Blots. 

 

Der Blottingvorgang erfolgte unter Verwendung eines Transferpuffers bei einer angeleg-

ten Spannung von 15 V und einer Stromstärke von 0,2–0,4 A über einen Zeitraum von 

90 min. 

Tabelle 5: Semi-Dry-Puffer 

Semi-Dry-Puffer (1 x) 

192 mM Glycin 

25 mM Tris 

20 % Methanol 

2.6.5 Coomassie-Färbung 

Zur Detektion der Proteinbanden im Polyacrylamidgel wurde nach einem Elektroblotting 

eine Färbung mit Coomassie-Blau durchgeführt. Damit konnte bereits eine erste Aussage 

zur Proteinquantifizierung getroffen werden. Die Polyacrylamidgele wurden dabei für 

ca. 10 min in der Coomassie-Färbelösung (siehe Tabelle 6) und für weitere 15 min in ei-

ner Entfärbelösung geschwenkt und anschließend über Nacht mit Aqua dest. entfärbt. Am 

folgenden Tag wurden die Gele fotografiert. 



2 Material und Methoden 

32 

Tabelle 6: Coomassie-Blau und Entfärbelösung 

Coomassie-Blau (0,5 l) Entfärbelösung 

Serva-Blau G250 1,25 g Essigsäure 10 % 

Isopropanol 227 ml Methanol 30 % 

Aqua dest. 227 ml Aqua dest. 60 % 

Essigsäure 46 ml  

2.6.6 Immundetektion 

Prinzip der Immundetektion 
Bei der Immundetektion werden die auf die Nitrozellulosemembran übertragenen Pro-

teinbanden mit einem antikörpergekoppelten Detektionsverfahren visualisiert. Dieses 

Verfahrens basiert auf dem Antigen-Antikörper-Bindungsprinzip und besteht aus mehre-

ren Schritten. Im ersten erkennen die antigenspezifischen Primärantikörper die durch die 

Semi-Dry-Methode transferierten Antigene auf der Nitrocellulosemembran und binden 

sich an Epitope auf dem Antigen. Im zweiten Schritt bindet ein Sekundärantikörper an 

die Fc-Region des primären Antikörpers. Bei diesem Sekundärantikörper handelt es sich 

um ein Antikörperkonjugat (Immunkonjugat) mit einem farbgebenden Reporterenzym, 

z. B. der Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase [HRP]), über das die Detektion 

der Antigenbanden durch eine Lumineszenzreaktion (Schritt 3) erfolgt (siehe Abb. 11). Bei 

dieser Reaktion wandelt HRP die Substanz Luminol in deren oxidierte Form um, wobei die 

entstehende Chemilumineszenz durch spezielle Geräte detektiert werden kann. Im einge-

setzten ECL-Gemisch ist Luminol in der Lösung I enthalten. Um diese Reaktion in Gang 

zu setzen, wird zusätzlich die H2O2-haltige Lösung II verwendet. Damit es nicht zu einer 

unspezifischen Bindung der Primärantikörper kommt, werden die entsprechenden Bin-

dungsstellen durch eine Blockierlösung abgesättigt. 
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Immundetektion. 

 

Protokoll 
Nach dem erfolgten Proteintransfer wurde die Nitrocellulosemembran zuerst 5 min mit 

Tris-buffered-Saline(TBS)-Tween gewaschen und 1 h bei Raumtemperatur in TBS-

Tween (siehe Tabelle 7) mit 5 % Magermilchpulver blockiert. Zur Detektion der Proteine 

auf der Membran wurde diese in einem entsprechend verdünnten Antikörper bei 4 °C 
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über Nacht inkubiert. Anschließend erfolgten ein Waschschritt (3 x für 10 min mit TBS-

Tween) und die Inkubation der Membran mit einem sekundären Antikörper (verdünnt in 

TBS-Tween mit 5 % Magermilchpulver) für 90 min. Nach einem weiteren dreimaligen 

Waschschritt wurde die Detektion mit den ECL-Lösungen I und II des Lumi Light Plus 

Western Blotting Kits von Roche durchgeführt. Dabei werden die Lösungen im Verhältnis 

1:1 vermischt und lichtgeschützt auf die Membran aufgetragen. Die dabei auftretenden 

Lichtemissionen werden mit dem FluorChem-2-System (Alpha Innotech) fotografiert. 

Um die gleichmäßige Beladung des Gels verifizieren zu können, wurde zusätzlich eine 

Ladekontrolle durchgeführt. Nur mit deren Hilfe kann sichergestellt werden, dass Ände-

rungen in der Bandenintensität tatsächlich biologische Unterschiede zwischen den Proben 

zeigen. Dazu wurden die Arbeitsschritte der Immundetektion erneut mit einem zweiten 

Set von Primär- und Sekundärantikörpern durchgeführt. Als Ladungskontrolle für das 

Hinterpfotengewebe diente dabei die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH). Für den N. ischiadicus wurde β-Aktin als Kontrolle eingesetzt. In mehreren Un-

tersuchungen konnte diesbezüglich bereits gezeigt werden, dass β-Aktin im entzündeten 

Gewebe mitreagiert. Die verwendeten Antikörper sind in den Tabellen 8 und 9 gelistet. 

 

Tabelle 7: TBS-Tween und Blockierlösung 

TBS-Tween Blockierlösung 

10 mM Tris 2,5 % BSA 

150 mM NaCl 2,5 % Milchpulver 

0,1 % Tween-20 in TBS-Tween gelöst 

Tabelle 8: Verwendete Primärantikörper 

Antigen Primärantikörper 

β-Aktin Monoklonaler AK Maus 
Sigma #A5441 
1:10 000 in 5 % BSA in TBS-Tween 

Claudin-1 Polyklonaler AK Kaninchen 
Invitrogen #51-9000 
1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween 

Claudin-19 Monoklonaler AK Ziege 
v. Santa Cruz Biotechnology: sc-162689 
1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween 

β-Catenin AK Kaninchen 
v. Abcam ab6302 
1:40 000 in 5% BSA in TBS-Tween 



2 Material und Methoden 

35 

Antigen Primärantikörper 

GAPDH Monoklonaler AK Maus 
Millipore #MAB374 
1:2000 in 5 % BSA in TBS-Tween 

Tabelle 9: Verwendete Sekundärantikörper 

Primärantikörper Sekundärantikörper 

β-Aktin Anti-Kaninchen IgG 
GE Healthcare #NA9310 
1:3000 in Blockierlösung 

GAPDH Anti-Maus IgG 
GE Healthcare #NA9310 
1:3000 in Blockierlösung 

Claudin-1 Anti-Kaninchen IgG 
Roche Lumi-Light WB Kit #2015218 
1:1000 in Blockierlösung 

Claudin-19 Anti-Ziege IgG-HRP 
sc-2020,LOT‚JO711; Santa Cruz Biotechnology 
1:1000 in Blockierlösung 

β-Catenin Anti-Kaninchen IgG HRP-linked AK 
Cell Signaling 7074S 
1:30 000 in Blockierlösung 

2.6.7 Densitometrie 

Zur semiquantitativen Analyse der Western Blots wurde das Verfahren der Densitometrie 

verwendet. Bei diesem erfolgt die Bestimmung der optischen Dichte (integrated density 

value [IDV]) von Proteinbanden computergestützt. Für die densitometrische Auswertung 

der Western Blots wurde die Software Alpha View (Alpha Innotech) herangezogen. Die 

Berechnung des Intensitätsverhältnisses zwischen einer Bande des zu untersuchenden 

Proteins X und der dazugehörigen Ladungskontrolle erfolgte anhand der folgenden For-

mel: 
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2.7 EBA-Permeabilitätstest 

Evans Blue bzw. Evansblau ist ein Farbstoff, der Albumin bindet. Die entsprechende Me-

thode basiert darauf, dass das Perineurium unter physiologischen Bedingungen für Al-

bumin undurchlässig ist, sodass durch evansblaugebundenes Albumin (EBA) außerhalb 

des Perineuriums verbleibt. Bei pathologischen Zuständen, die zu einer erhöhten Perme-

abilität des Perineuriums führen, verliert das Perineurium teilweise seine TJs und wird so 

für große Proteine wie Albumin durchlässig. Aufgrund dieser Eigenschaften dient der 

EBA-Permeabilitätstest als einfaches, reproduzierbares und genaues Instrument zur Be-

urteilung von Veränderungen der Permeabilität des Perineuriums. Eine erhöhte Permea-

bilität der Barriere wird als Permeation von EBA, die durch eine rote Färbung des Nervs 

angezeigt wird, in das Endoneurium definiert. 

Protokoll 
Die Ischiasnerven von Kontrollratten und Ratten, denen FCA injiziert worden war, wur-

den nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h Stunden entnommen. Die Proben wurden ex vivo für 

die Dauer von 1 h in ein Bad mit 2 ml EBA (5 % Rinderalbumin, markiert mit 1 % Evans-

blau, alle Sigma Chemicals) getaucht. Zur Anfertigung der histologischen Präparate wur-

den die Proben mit 10 % Formaldehydlösung fixiert, um anschließend 10 μm breite Ge-

frierschnitte mit dem Kryostat (CM3050S, Leica) für die konfokale Laserscanmikrosko-

pie anzufertigen. Als Kontrolle diente ein aus der unbehandelten Ratte entnommener N. 

ischiadicus. Eine erhöhte Permeabilität der Barriere wurde als Permeation von EBA (rote 

Färbung im Nerv) in das Endoneurium definiert. 

2.8 Immunfluoreszenzfärbung 

2.8.1 Aufbereitung der Proben  

Die entnommenen Nn. ischiadici wurden unmittelbar nach der Präparation in eine Form 

mit Einbettmedium (Tissue-Tek O.C.T. Compound) überführt und in Flüssigstickstoff 

kryokonserviert. Danach wurden 7 μm dicke Kryoquerschnitte der Nerven mit einem 

Kryostaten vom Typ CM3050S (Leica) bei –20 °C angefertigt, auf Objektträger (Thermo 

Fisher Scientific, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig, Deutschland) aufge-

bracht und in Objektträgerkästen bei –20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
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2.8.2 Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz 

Das Grundprinzip der indirekten Immunfluoreszenz ähnelt dem des Western Blots und 

besteht aus zwei Arbeitsschritten (siehe Abb. 12). Im ersten Schritt erfolgt die Inkubation 

der angefertigten Schnitte mit dem Primärantikörper, der gegen das entsprechende Ziel-

antigen des gesuchten Proteins gerichtet ist. In einem zweiten Arbeitsschritt werden durch 

den Einsatz eines mit Fluorochrom gekoppelten Detektionssekundärantikörpers, der ge-

gen den Primärantikörper gerichtet ist, die im ersten Arbeitsschritt gebildeten Komplexe 

sichtbar. Mit dieser Methode kann die Lokalisation der vermuteten molekularen Prozesse 

erfolgen. Der Einsatz von zwei Antikörpern hat darüber hinaus den Vorteil, dass es 

dadurch zu einer wesentlichen Verstärkung der Fluoreszenz kommt und sich aus wenigen 

Grundelementen viele Kombinationen ergeben können. 

 
Abbildung 12: Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz. 
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2.8.3 Protokoll der Claudin-1-Färbung 

Die vorbereiteten Kryoschnitte wurden mit Aceton bei 4 °C für 10 min fixiert. Danach 

wurden die auf dem Objektträger befindlichen Kryoschnitte in phosphatgepufferter Salz-

lösung (PBS) 10 min lang gewaschen und anschließend mit 1 % Triton X-100 für 2 h 

permeabilisiert. Nach einem erneuten Waschvorgang über zweimal 10 min mit PBS 

wurde eine 60-minütige Blockade mit 10 % Eselserum in PBS durchgeführt. Danach 

wurde der erste spezifische Antikörper (Konzentration 1:100 in PBS) aufgetragen und im 

Anschluss wurden die Schnitte über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. 

Am Folgetag wurden sie dreimal für jeweils 5 min in PBS gewaschen und für 1 h bei 

Raumtemperatur mit dem zweiten Primärantikörper (jeweils 1:600 in PBS) inkubiert.  

Zur Darstellung von Claudin-1 wurde ein sekundärer Antikörper verwendet, dessen 

Emissionen im grünen Farbspektrum liegen (siehe Tabelle 10). Zur DNA-Färbung wur-

den die Nervenquerschnitte für 10 min mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) behan-

delt. Nach viermaligem Waschen für 10 min in PBS wurden die Schnitte mit Vecta Shield 

Mounting Medium bedeckt und zusätzlich wurde ein Deckglas (A. Hartenstein) aufge-

bracht. Die Lagerung der fertigen Färbungen erfolgte unter Lichtausschluss in einer Prä-

paratmappe bei 4 °C. 

 

Tabelle 10: Benutzte Antikörper für die Claudin-1-Färbung 

Antikörper 

Claudin-1 Polyklonaler AK Kaninchen 
Invitrogen #51-9000 
1:100 in PBS 

Antikörper 

Alexa-Fluor-488 Polyklonaler AK Esel Anti-Kaninchen 
Invitrogen #A-21206 
1:600 in PBS 

2.8.4 Fotodokumentation der immunhistochemischen Färbungen 

Die gefärbten Schnittpräparate wurden mit dem Mikroskop BX51 (Olympus) betrachtet. 

Mithilfe der Software cellSens Dimension (Olympus) wurden Bilddateien der Präparate 

erstellt und gespeichert. Um gleiche Rahmenbedingungen zu schaffen, wurde die Belich-

tungszeit bei allen Aufnahmen identisch gewählt. 
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2.9 Software 

Tabelle 11: Software 

Name der Software Benutzung für die folgenden 
Arbeitsschritte 

Firmenname 

Magellan V5.01 BCA-Proteinassay Tecan 

Alpha View Densitometrie Alpha Innotech 

cellSens Dimension Immunfluoreszenzaufnahmen Olympus 

Sigma Plot 11.0 Grafik Systat Software Inc. 

Endnote X4.0.2 Literaturrecherche Thomson Reuters 

Microsoft Excel 2003 Statistik Microsoft 

Sigma Stat 3.5 Statistik Systat Software Inc 

Microsoft Word 2011 Textverarbeitung Microsoft 

2.10 Statistische Auswertung 

Die statistischen Analysen der gewonnenen Daten und die Erstellung der Diagramme 

wurden mit den Programmen SigmaPlot (Version 14.01.142, Systat Software GmbH, Er-

krath, Deutschland) und Microsoft Excel 2007 (Microsoft) durchgeführt. Die Versuchs-

auswertung erfolgte mit einer einfaktoriellen analysis of variance (ANOVA). Die beiden 

durch die Western-Blot-Analysen erhaltenen densitometrischen Werte wurden auf die 

Werte der entsprechenden Ladekontrolle normiert. Für auftretende Abweichungen zwi-

schen den Mittelwerten, wurden Post-hoc-Spannweitentests durchgeführt. In diesem Zu-

sammenhang wurden Ergebnisse mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 als statistisch 

signifikant definiert. 
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3 ERGEBNISSE 

Bereits wenige Stunden nach der FCA-Injektion in die Hinterpfote konnten die typischen 

Zeichen einer Entzündung, wie Rötung, Schwellung und Überwärmung, deutlich regis-

triert werden. Darüber hinaus entwickelten sich die Schmerzsymptomatik in der mit FCA 

behandelten Hinterpfote und eine damit verbundene Schonhaltung der Hinterpfote. Diese 

Entzündungsbildung war Voraussetzung für die Durchführung aller weiteren Versuche. 

3.1 Expression der TJ-Proteine (Claudin-1 und Claudin-19) am Ort 
der peripheren Entzündung nach FCA-Behandlung im 
Zeitverlauf 

3.1.1 Expression von Claudin-1 am Ort der peripheren Entzündung 

Es zeigte sich eine signifikante Abnahme von Claudin-1 nach der intraplantaren Injektion 

von FCA im Vergleich mit der Kontrollprobe (siehe Abbildung 13). Der maximale Effekt 

trat dabei 24 h bis 48 h nach der FCA-Injektion auf. Nach 96 h kam es wieder zu einem 

Anstieg von Claudin-1, wobei die Proteinexpression im Vergleich mit der unbehandelten 

Kontrolle weiterhin signifikant verringert war. 

 

A  
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B  

 

Abbildung 13: Expression von Claudin-1 am Entzündungsort nach intraplantarer Injektion von 
FCA (A) Darstellung des exemplarischen Western Blots zur Analyse von Claudin-1 im Zeitverlauf (2 h, 
24 h, 48 h und 96 h) nach den intraplantaren FCA-Injektionen. (B) Densitometrische Analyse mehrerer 
Blots. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von Claudin-1, insbesondere 24 h bis 48 h nach der FCA-
Injektion. GAPDH diente als Ladekontrolle (ANOVA, Holm-Sidak, *p < 0,001, n = 9). 
 

3.1.2 Expression von Claudin-19 am Ort der peripheren Entzündung 

Ebenso nahm Claudin-19 im entzündeten und mit FCA behandelten ipsilateralen Hinter-

pfotengewebe im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ab (siehe Abbildung 14). Der 

Zeitpunkt des maximalen Effekts ließ sich dabei nicht eindeutig identifizieren. Die den-

sitometrischen Analysen der Blots ergaben ähnliche Werte für die Zeitabstände 2h, 24h, 

48h und 96h, wobei mit minimaler Differenz, nach 48h die geringsten Werte genessen 

wurden. Für diesen Zeitraum ergab die Abnahme der Expressionsrate ungefähr 84%. 
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A   

B  

 

Abbildung 14: Expression von Claudin-19 am Entzündungsort nach intraplantarer Injektion von 
FCA. (A) Western Blot zur Analyse von Claudin-19. (B) Densitometrische Analyse mehrerer Blots. Es 
zeigt sich eine signifikante Abnahme des Claudin-19-Gehalts nach der Injektion von FCA im Zeitverlauf. 
GAPDH diente als Ladekontrolle (ANOVA, Holm-Sidak, *p < 0,001, n = 9). 
 

3.2 Expression der TJ-Proteine (Claudin-1 und Claudin-19) im 
Perineurium des N. ischiadicus nach FCA-Behandlung im 
Zeitverlauf 

Im zweiten Arbeitsschritt sollte – ähnlich dem Vorgehen beim Pfotengewebe – die Ver-

änderung der Expression von Claudin-1 und Claudin-19 nach der intraplantaren FCA-

Injektion im ipsilateralen N. ischiadicus mittels Western Blot im Zeitverlauf untersucht 

werden. Entsprechend der vorherigen Arbeitshypothese wurde angenommen, dass die 

FCA-Injektion wie im Pfotengewebe zu einer Verminderung der Expression von Claudin-
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1 und Claudin-19 im N. ischiadicus führt. Diese Arbeitshypothese konnte allerdings nicht 

bestätigt werden. 

3.2.1 Expression von Claudin-1 im Perineurium des N. ischiadicus 

Nach der FCA-Injektion konnte keine Veränderung der Expression von Claudin-1 im Pe-

rineurium zwischen 2 und 96 h nach der FCA-Injektion festgestellt werden. Western-

Blot-Analysen (siehe Abbildung 15) zum Konzentrationsverlauf nach der peripheren 

FCA-Injektion bestätigten diese Ergebnisse. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte (2 h, 

24 h, 48 h und 96 h nach der FCA-Injektion) konnten signifikante Intensitätszunahmen 

der Banden von Claudin-1 im N. ischiadicus nachgewiesen werden. 

 

A  

B  

 

Abbildung 15: Expression von Claudin-1 im Perineurium des ipsilateralen und proximalen N. ischi-
adicus. (A) Western Blot zur Analyse von Claudin-1 nach der intraplantaren Injektion von FCA. Zu keinem 
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Untersuchungszeitpunkt (2 h, 24 h, 48 h und 96 h nach der Injektion) ist eine Intensitätszunahme der Ban-
den zu erkennen. (B) Die densitometrische Analyse der Proteinbanden zeigt über den Beobachtungszeit-
raum von 96 h keine signifikante Veränderung von Claudin-1. β-Aktin diente als Ladekontrolle (ANOVA, 
Holm-Sidak, p < 0,228, n = 6). 
 

3.2.2 Expression von Claudin-19 im Perineurium des N. ischiadicus  

Nach der FCA-Injektion war ebenfalls zu keinem Untersuchungszeitpunkt (2 h, 24 h, 48 h 

und 72 h nach der Injektion) eine signifikante Veränderung des Claudin-19-Proteinge-

halts gegenüber der unbehandelten Kontrolle zu beobachten (siehe Abbildung 16). 

A   

B  

 

Abbildung 16: Expression von Claudin-19 im Perineurium des ipsilateralen und proximalen N. is-
chiadicus. (A) Western Blot zur Analyse von Claudin-19 nach der intraplantaren Injektion von FCA. Zu kei-
nem Untersuchungszeitpunkt (2 h, 24 h, 48 h und 96 h nach der Injektion) ist eine Intensitätszunahme der 
Banden zu erkennen. (B) Die densitometrische Analyse der Proteinbanden zeigt über den Beobachtungszeit-
raum von 96 h keine signifikante Veränderung von Claudin-19. β-Aktin diente als Ladekontrolle (ANOVA, 
Holm-Sidak, p < 0,30, n = 6). 
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3.3 Immunhistochemie für Claudin-1 beim N. ischiadicus im 
Zeitverlauf 

Um die Auswirkungen einer intraplantaren FCA-Injektion auf die Claudin-1-Expression 

bezüglich seiner Lokalisation im N. ischiadicus zu untersuchen, wurden zusätzlich zu den 

Western Blots immunhistochemische Untersuchungen in Form von Immunfluoreszenz-

färbungen durchgeführt. In Abbildung 17 ist die Claudin-1-Immunreaktivität (grün) unter 

Kontrollbedingungen (A) und 2 h, 24 h, 48 h und 96 h nach der Entzündungsinduktion 

durch eine intraplantare FCA-Injektion (B) dargestellt. Es war über den gesamten Zeit-

verlauf von 2 h bis 96 h und im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle kein Rück-

gang der Claudin-1-Immunfluoreszenz im Perineurium des ipsilateralen und proximalen 

N. ischiadicus nach der Entzündungsinduktion durch FCA zu beobachten. Diese Be-

obachtungen der Immunhistochemie korrelieren mit einem unveränderten Proteinspiegel 

von Claudin-1 im Western Blot und bestätigen zudem, dass lokale und periphere Entzün-

dungen in der Hinterpfote keinen Einfluss auf die Expression von Claudin-1 im Perineu-

rium haben. 

 

A 
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B 

  

  

Abbildung 17: Repräsentative Claudin-1-Immunfluoreszenzfärbungen des N. ischiadicus im Quer-
schnitt, Messbalken = 200 μm. Nervenquerschnitte. (A) Unbehandelter Nerv als Kontrolle. (B) Lokali-
sation von Claudin-1 (grün) zu den Zeitpunkten 2 h, 24 h, 48 h und 96 h nach der intraplantaren FCA-
Injektion. Zu keinem Untersuchungszeitpunkt ist eine Änderung der Immunreaktivität von Claudin-1 im 
Perineurium des ipsilateralen und proximalen N. ischiadicus nach der intraplantaren FCA-Injektion zu be-
obachten. 

 

3.4 Veränderung der Permeabilität des Perineuriums über den 
gesamten Beobachtungszeitraum von 96 h während der 
intraplantaren Entzündung 

Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte war eine Permeation von EBA innerhalb des En-

doneuriums des N. ischiadicus bei Ratten mit einer Hinterpfotenentzündung zu beobach-

ten. Weder im ipsilateralen noch im kontralateralen N. ischiadicus konnte eine erhöhte 

Permeabilität für EBA nachgewiesen werden, was durch Beschränkung der rot fluores-
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zierenden Marker auf das Perineurium bewiesen wurde (siehe Abbildung 18). Somit be-

stand im gesamten untersuchten Zeitverlauf keine Schrankenstörung des Perineuriums 

für EBA.  

 

A 

 

B 

    

    

Abbildung 18: Evansblau-Albumin-Permeabilitätstest. (A) Unbehandelter N. ischiadicus. (B) Zu kei-
nem Untersuchungszeitpunkt (2 h, 24 h, 48 h und 96 h) ist eine erhöhte Permeabilität des Perineuriums für 
EBA festzustellen – weder im ipsilateralen noch im kontralateralen N. ischiadicus. 

 

3.5 Einfluss der peripheren Entzündung auf die Expression des Co-
Transkriptionsfaktors β-Catenin des Wnt/β-Catenin-Weges 

Um zu überprüfen, ob die beobachteten Effekte der Herunterregulierung des Claudin-1- 

und des Claudin-19-Proteingehalts im entzündeten Hinterpfotengewebe in einer Verbin-

dung mit dem Co-Transkriptionsfaktor β-Catenin des Wnt/β-Catenin-Weges stehen, wur-

den im fünften Arbeitsschritt die Western Blots ebenfalls für β-Catenin durchgeführt.  

Gemäß der Arbeitshypothese sollte der β-Catenin-Proteingehalt im entzündeten Pfoten-

gewebe signifikant abnehmen und im N. ischiadicus unverändert bleiben. Diese Hypo-

these konnte bestätigt werden. 
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3.5.1 Zeitabhängige Herabregulation des Co-Transkriptionsfaktors β-Catenin 
des Wnt/β-Catenin-Weges im entzündeten Pfotengewebe nach der FCA-
Behandlung 

Abbildung 19 zeigt eine signifikante Abnahme des Gehalts von β-Catenin nach der intra-

plantaren FCA-Injektion. Der maximale Effekt war wie bei Claudin-1 nach 24 h zu be-

obachten; nach 96 h kam es zu einem erneuten Anstieg des β-Catenin-Proteingehalts, was 

sich mit den Daten für Claudin-1 vergleichen lässt. 

A   

B  

 

Abbildung 19: Intraplantare Injektion von FCA reduziert β-Catenin im entzündeten Gewebe. 
(A) Western Blot zur Analyse des β-Catenin-Proteingehalts im Zeitverlauf nach der Injektion von FCA. 
(B) Densitometrische Analyse mehrerer Blots. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme des β-Catenin-Ge-
halts nach der Injektion von FCA. GAPDH diente als Ladekontrolle (ANOVA, Holm-Sidak, *p < 0,001, 
n = 9). 
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3.5.2 Veränderung des Co-Transkriptionsfaktors β-Catenin des Wnt/β-Catenin-
Weges im Perineurium des N. ischiadicus im Zeitverlauf nach der FCA-
Behandlung 

Im Einklang mit den anderen Daten war im Nervengewebe zu keinem Untersuchungs-

zeitpunkt eine signifikante Änderung des β-Catenin-Proteingehalts zu verzeichnen (siehe 

Abbildung 20). 

A   

B  

 

Abbildung 20: Intraplantare Injektion von FCA führt zu keiner signifikanten Veränderung von β-
Catenin im Perineurium des ipsilateralen und proximalen N. ischiadicus. (A) Western Blot zur Analyse 
von β-Catenin nach der intraplantaren Injektion von FCA. Zu keinem Untersuchungszeitpunkt (2 h, 24 h, 
48 h und 96 h nach der Injektion) ist eine Intensitätszunahme der Banden zu erkennen. (B) Die densitomet-
rische Analyse der Proteinbanden zeigt über den Beobachtungszeitraum von 96 h keine signifikante Ver-
änderung von β-Catenin. β-Aktin diente als Ladekontrolle (ANOVA, Holm-Sidak, p < 0,366, n = 6). 
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3.6 Einsatz eines GSK3β-Inhibitors 

Miwa konnte bereits mit seiner Studie aus dem Jahr 2001 Hinweise darauf liefern, dass das 

Claudin-1-Gen eines jener Gene ist, die durch β-Catenin im Rahmen des Wnt-Signalweges 

reguliert werden. Um die mögliche molekulare Verbindung zwischen GSK3β und Clau-

din-1 zu untersuchen und so die von uns aufgestellte Hypothese zu stützen, dass β-Catenin 

eine Rolle bei der Expression von Claudin-1 spielt, wurde ein GSK3β-Inhibitor einge-

setzt. Dabei wurde angenommen, dass die intraperitoneale Verabreichung des GSK3β-

Inhibitors über den Wnt/β-Catenin-Weg zu einer Reduzierung der Abnahme von Claudin-

1 im entzündeten Hinterpfotengewebe führt. Die Untersuchungen wurden 24 h nach der 

FCA-Injektion durchgeführt, da zu diesem Zeitpunkt der maximale Effekt für die Ab-

nahme von Claudin-1 und β-Catenin im entzündeten Hinterpfotengewebe beobachtet 

werden konnte. 

3.6.1 Zusammenhang zwischen der Claudin-1-Expression im 
Hinterpfotengewebe nach FCA-Injektion und der Injektion eines GSK3β-
Inhibitors 

Nach dem Einsatz des GSK3β-Inhibitors SB415286 (0,1–1 mg/kg Körpergewicht, Sigma 

Aldrich), der den Ratten 24 h nach der Vorbehandlung mit einer intraplantaren FCA-In-

jektion intraperitoneal verabreicht worden war, kam es nach weiteren 24 h zu einem sig-

nifikanten Wiederanstieg der Konzentration von Claudin-1 im Hinterpfotengewebe. Al-

lerdings wurde die Ausgangskonzentration von Claudin-1 nicht wieder erreicht. Die Er-

gebnisse liefern jedoch dahingehend eine Bestätigung der Studie von Miwa, dass das 

Claudin-1-codierende Gen durch β-Catenin innerhalb des Wnt-Signalweges reguliert wird. 

Ohne die Verabreichung des GSK3β-Inhibitors wäre ein Wiederanstieg der Claudin-1-

Konzentration nach FCA-Injektion erst wieder nach 96 h zu erwarten gewesen.  
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A  

 
B  

 

Abbildung 21: GSK3ß-Inhibitor (SB415286) reduziert die Abnahme des Claudin-1-Gehalts 24 h nach der 
intraplantaren Injektion von FCA in das ipsilaterale Hinterpfotengewebe. (A) Western Blot zur Analyse 
des Claudin-1-Gehalts 24 h nach der Injektion von FCA zusammen mit dem GSK3ß-Inhibitor. Es ist eine deut-
liche Intensitätsveränderung der Banden zu erkennen. (B) Die densitometrische Analyse der Proteinbanden ergab 
eine reduzierte Konzentrationsabnahme von Claudin-1 im Hinterpfotengewebe nach der erfolgten Behandlung 
mit dem GSK3ß-Inhibitor. GAPDH diente als Ladekontrolle (ANOVA, Holm-Sidak, *p < 0,05, n = 6). 
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4 DISKUSSION 

Die im Vorfeld der vorliegenden Untersuchungen getroffenen Annahmen zur Expression 

von Claudin-1 und Claudin-19 im Hinterpfotengewebe der Ratte nach intraplantarer In-

jektion von FCA konnten bestätigt werden. Sowohl die Expression von Claudin-1 als 

auch jene von Claudin-19 nahmen am Ort der Entzündung signifikant ab. Nach 96 h stie-

gen sie wieder an, ohne jedoch den Ausgangswert zu erreichen. 

Die Vermutungen betreffend die Wirkung von FCA auf die Claudin-1- und Claudin-19-

Expression im N. ischiadicus waren nicht spezifisch, jedoch wurde eine Veränderung der 

Expressionsrate erwartet. Diese Annahme konnte nicht bestätigt werden – es wurden 

keine signifikanten Konzentrationsänderungen der beiden Proteine gemessen. Auch die 

immunhistochemischen Untersuchungen zeigten keinen Rückgang der Claudin-1-Ex-

pression im Perineurium von N. ischiadicus. 

Mit der Konzentration des Barriereproteins β-Catenin verhielt es sich ähnlich wie mit der 

Konzentration von Claudin-1: Am Ort der Entzündung nahm diese innerhalb von 24 h 

stark ab und stieg nach 96 h wieder an, ohne jedoch den Ausgangswert zu erreichen. Pro-

ximal von der Verletzung war der Nerv jedoch nicht betroffen – sowohl hinsichtlich der 

Dichtigkeit der BNS als auch der Expression des β-Catenins. Der β-Catenin-Proteingehalt 

wies dort keine Änderung auf. Der Transkriptionsfaktor β-Catenin des Wnt/β-Catenin-

Weges reguliert die Claudin-1-Expression demnach lediglich in der Hinterpfote. 

Wie in Kapitel 1.1.6 erwähnt wurde, ist die Kinase GSK3β Bestandteil des β-Catenin-

Degradationskomplexes. Ihre Hemmung durch Applikation eines GSK3β-Inhibitors be-

wirkt, dass β-Catenin die Wnt-Zielgene aktiviert, zu denen auch Claudin-1 zählt. Das 

Ergebnis stimmt somit mit den Erwartungen überein, dass durch den Inhibitor die Kon-

zentrationsabnahme von Claudin-1 gebremst wird und seine Expression wieder zunimmt. 

Allerdings scheint hier der Effekt von FCA im Vergleich größer zu sein, da die Anfangs-

konzentrationen vor Injektion von FCA auch mithilfe des GSK3β-Inhibitors nicht wieder 

erreicht wurden. 
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4.1 Wirkung von FCA nach intraplantarer Injektion in den Ort der 
Entzündung 

Claudin-1 gilt nachweislich als Hauptversiegelungskomponente im Perineurium (Hackel, 

Brack et al. 2012, Rittner, Amasheh et al. 2012, Zwanziger, Hackel et al. 2012, Sauer, 

Krug et al. 2014, Dabrowski, Staat et al. 2015) und wird nur in geringerem Maße in den 

endoneuralen Gefäßen gefunden (Pummi, Heape et al. 2004). Wie in Kapitel 1.2.2 erläu-

tert, führen Entzündungszustände zu einer mangelhaften Funktion der perineuralen Bar-

riere und/oder zu einer erhöhten Permeabilität der endoneuralen Kapillaren (De la Motte, 

Hall et al. 1975, Rechthand and Rapoport 1987, Bockman, Buchler et al. 1988, Powell 

and Myers 1989, Olsson 1990).  
So werden neuroinflammatorische Erkrankungen wie das Guillain-Barré-Syndrom 

(GBS) und die chronisch entzündliche demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) eben-

falls durch eine TJP-Herunterregulierung und eine BNS-Leckage begleitet (Kanda 2013). 

Darüber hinaus zeigten frühere Studien, dass Claudin-1 bei Neuropathien wie Nerven-

quetschung, chronischer Konstriktionsverletzung (chronic constriction injury [CCI]) und 

partieller Ischiasnervenligatur eine entscheide Rolle hinsichtlich der Dichtigkeit des Pe-

rineuriums spielt und seine Verringerung zu einer erhöhten Durchlässigkeit der BNS führt 

und letztendlich mit einem Barriereabbau einhergeht (Hirakawa, Okajima et al. 2003, 

Lim, Shi et al. 2014, Moreau, Mauborgne et al. 2016).  

Es häufen sich Hinweise darauf, dass der Zusammenbruch der BNS eine zentrale patho-

physiologische Rolle bei der diabetischen Neuropathie spielt, die als häufigste diabetische 

Komplikation angesehen wird und durch eine Schädigung der Nerven-Gliazellen, ihrer 

Axone und Endothelzellen gekennzeichnet ist (Richner, Ferreira et al. 2019). Diese Ef-

fekte der entzündlichen Prozesse auf die Barrierefunktion des Perineuriums können durch 

die extraneurale Anwendung von hyperosmolaren Lösungen im normalen Gewebe nach-

geahmt werden. Antonijevic konnte in diesem Zusammenhang eine erhöhte Färbung des 

Endoneuriums nach einer intraplantaren Injektion von HRP und einer Vorbehandlung mit 

Mannitol oder hypertoner 20-prozentiger NaCl-Lösung im Vergleich mit einem unge-

färbten Endoneurium nach einer alleinigen Injektion von HRP nachweisen.  

In vorherigen von unserer Arbeitsgruppe durchgeführten Studien konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass die Permeabilität des Perineuriums im Ischiasnerv für EBA (10 min und 
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60 min) nach der perineuralen Anwendung von 10-prozentiger NaCl-Lösung im Ver-

gleich zur Kontrolle zunahm (Hackel, Brack et al. 2012). 

Darüber hinaus ergab die genannte Studie, dass die periischiale Applikation (perisciatic 

injection) von hypertoner Kochsalzlösung zu einer Abnahme der Claudin-1-Proteinex-

pression in der Membranfraktion und zu einer Verminderung der Immunreaktivität von 

Claudin-1 im Perineurium des Ischiasnervs der Ratte führt (Hackel, Brack et al. 2012). 

Western Blots führten zu den gleichen Ergebnissen, sodass es auch dabei zu einer signi-

fikanten Reduktion des Claudin-1-Proteingehalts in der Membranfraktion von Ischiasner-

ven nach einer periischialen Applikation von 10-prozentiger NaCl-Lösung kam. 

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Verringerung der Claudin-1-Immunreaktivi-

tät im Perineurium nach einer durch FCA induzierten Entzündung stimmt mit früheren 

Beschreibungen überein, nach denen die Applikation von hypertoner Kochsalzlösung 

oder eine Nervenverletzung zu einer Abnahme der Claudin-1-Proteinexpression führt 

(Hackel, Brack et al. 2012, Reinhold, Schwabe et al. 2018). Auch darin zeigt sich die 

Bedeutung von Claudin-1 für die Barrierefunktion des Perineuriums. 

 

Bezüglich der Änderung der Expression von Claudin-19 nach der intraplantaren Appli-

kation von FCA konnte anhand von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, 

dass Claudin-19 nicht nur – wie es bereits aus den anderen Studien bekannt ist – in der 

paranodalen Region der Schwann-Zellen, im Mesaxon (Alanne, Pummi et al. 2009), ex-

primiert wird, sondern auch im Perineurium des N. ischiadicus. Somit ist es als TJ-Protein 

ein Bestandteil der BNS (Sauer, Krug et al. 2014).  

Außerdem ist bekannt, dass sich Claudin-19-haltige TJs auch auf die Nervenleitung aus-

wirken können, wie die unten aufgeführten Ergebnisse von Claudin-19-Knockout-Mäu-

sen aus der Studie von Miyamoto vermuten lassen (Miyamoto et al. 2005). Die in dieser 

Untersuchung erzeugten Claudin-19-KO-Mäuse waren vital und fruchtbar, wiesen aber 

ein motorisches Defizit auf, das einer peripheren Neuropathie ähnelte, und es fehlte die 

TJ-Bildung in den Schwann-Zellen mit daraus resultierendem Defekt der Schwann-Zell-

barriere (Miyamoto et al. 2005). 

In der Studie vom Miyamoto wurde der Frage nachgegangen, was die wirkliche physio-

logische Funktion von Claudin-19-basierten TJs in Schwann-Zellen ist. Basierend auf ei-

nem angesammelten Wissen über TJs in den Epithelien wäre es vernünftig zu spekulieren, 
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dass diese Verhaltensanomalien auf die Defekte in der elektrischen Versiegelung durch 

TJs in Schwann-Zellen zurückzuführen sind (Miyamoto et al. 2005). Kompaktes Myelin 

und die paranodalen Axo-Glia-Übergänge sind auch direkt an der elektrischen Versiege-

lung in Schwann-Zellen beteiligt. Tatsächlich begünstigten elektrophysiologische Analy-

sen isolierter peripherer Nerven die Vorstellung, dass die Saltatorleitung myelinisierter 

Axone selbst bei Cld19 – / – -Mäusen betroffen war. Diese Studie zeigte anhand der 

Cld19 – / – -Mäuse, dass diese TJs für PNS-myelinisierte Axone funktionell unverzichtbar 

waren. Daher ist es verlockend, über die mögliche Existenz einer erblichen peripheren 

Neuropathie beim Menschen zu spekulieren, d. h. einer Charcot-Marie-Tooth(CMT)-

Neuropathie, die durch Mutationen im Claudin-19-Gen verursacht wird (Bertorini, 

Narayanaswami et al. 2004).  

Nach Nervenquetschung wird nicht nur die Claudin-1-Expression, sondern auch die Cau-

din-19-Expression reduziert (Wang, Miao et al. 2018), wodurch die BNB- und Myelin-

Barrierefunktion mit erhöhtem parazellulären Einstrom beeinträchtigt wird (Richner, 

Ferreira et al. 2019). Die peripheren Axone degenerieren, aber Schwann-Zellen dediffe-

renzieren, um so eine neue Leitschiene für Axone zu bilden. Die Proliferation, Migration 

und Remyelinisierung von Schwann-Zellen, wird hierbei durch die Freisetzung des neu-

ronalen Leitproteins Netrin-1 und die Aktivierung der Unc5b-Signalkaskade induziert 

(Chen et al. 2021).  

Die gleichzeitige Abnahme des Gehalts von Claudin-19 und Claudin-1 lieferte erste Hin-

weise darauf, dass auch dem Claudin-19 eine Funktion in der perineuralen Barriere zu-

kommt. Dabei ist eindeutig, dass die Myelinbarriere betroffen ist, da Claudin-19, wie zu-

vor erwähnt wurde, das relevanteste Versiegelungsprotein in den Schwann-Zellen inner-

halb der Myelinbarriere darstellt. Daher könnte eine genauere Untersuchung der Myelin-

barriere neue Pathologien bei Entzündungen aufdecken. 

Zusammenfassend zeigen diese Daten ein paralleles Auftreten von Entzündungszeichen, 

eine Abnahme des Gehalts von Claudin-1 und Claudin-19 sowie einen damit verbunde-

nen Zusammenbruch der perineuralen Barriere. Wie die meisten bisherigen Untersuchun-

gen zur BNS konzentrierte sich auch diese Studie primär auf die quantitativen Gesamtän-

derungen der Proteinexpression ohne eine Berücksichtigung der Kompartimentverteilung 

der TJPs. 
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Es gibt Hinweise darauf, dass es im Rahmen von inflammatorischen Prozessen zu einer 

Neuorganisation unterschiedlicher Claudine kommt, was zu Permeabilitätsänderungen 

führen kann (Yamazaki, Tokumasu et al. 2011, Capaldo, Farkas et al. 2014). So ist denk-

bar, dass bei entzündlichen Prozessen die BNS zu Beginn durch Neustrukturierungen von 

Claudinen permeabler wird. Nur durch quantitative Methoden zur Bestimmung von TJPs 

bei pathologischen Prozessen können keine hinreichenden Aussagen über die Funktiona-

lität getroffen werden. Um die Relevanz solcher Beobachtungen abschätzen zu können, 

müssen deshalb die damit verbundenen strukturellen Änderungen und die genaue Loka-

lisierung entsprechender quantitativen Änderungen berücksichtigt werden. Bezüglich der 

Lokalisierung ist es möglich, dass Proteine temporär ins Zellinnere verlagert werden, 

ohne dass ein Abbau erfolgt und eine neuerliche Synthese notwendig wird. 

4.2 Zeitlicher Verlauf der Expression von Claudin-1 und Claudin-19 
am Ort der Entzündung 

Der maximale Effekt der Abnahme des Claudin-1-Proteingehalts konnte 24 h nach der 

intraplantaren Injektion von FCA beobachtet werden. Diese Erkenntnisse decken sich mit 

vorherigen Untersuchungen von Antonijevic, die ebenfalls zeigen konnten, dass die peri-

pheren und opioid-antinozizeptiven Wirkungen in frühen Stadien von Entzündungszu-

ständen auftraten, in diesem Fall 12 h nach Inokulation mit FCA (Antonijevic et al. 1995). 

Dadurch wird die Annahme von Antonijevic gestützt, dass die Opioide ihre Wirkung an 

sensorischen Neuronen wegen des Zusammenbruchs der perineuralen Barriere entfalten 

können. Ebenso wäre dies auch ein Einwand gegen die von Hassan et al. aufgestellte 

Hypothese, dass die antinozizeptive Wirkung von Opioiden auf eine Zunahme der Anzahl 

bzw. eine Hochregulation von Rezeptoren zurückzuführen ist (Hassan, Ableitner et al. 

1993, Schäfer, Bette et al. 1994). Die De-novo-Synthese von Opioidrezeptoren und der 

axonale Transport vom Perikaryon zur Peripherie dauern mehrere Tage und können daher 

keine plausible Erklärung für diese opioid-antinozizeptiven Effekte sein (Hassan, 

Ableitner et al. 1993).  

Die Untersuchungen in dieser Studie zeigten, dass die Expression von Claudin-1 nach 

96 h wieder zunahm, aber im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant niedriger 

blieb. Eine Wiederherstellung der perineuralen Barriere kann damit nicht eindeutig nach-
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gewiesen werden. In den Untersuchungen von Antonijevic zeigte sich 96 h nach der sub-

kutanen FCA-Injektion in zahlreichen Nervenästen eine intensive und homogene, endo-

neurale HRP-Färbung, was auf eine intakte perineurale Barriere hinweist (Antonijevic et 

al. 1995).  

Für Claudin-19 konnte der Zeitpunkt des maximalen Effekts nicht eindeutig identifiziert 

werden. Bereits nach 2 h war eine signifikante Abnahme der Expression zu verzeichnen, 

die über die gesamte Untersuchungszeit von 96 h konstant auf einem niedrigen Niveau 

blieb. Im Hinblick auf Claudin-19 ist somit noch unklarer als für Claudin-1, zu welchem 

Zeitpunkt die perineurale Barriere in der Pfote wieder vollständig intakt war. Zur Klärung 

dieser Frage müssen für beide Proteine weitere Untersuchungen erfolgen. 

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ging hervor, dass eine perineurale Applikation von 

10-prozentiger NaCl-Lösung nach einer perineuralen Opioidgabe zu einer Erhöhung der 

mechanischen nozizeptiven Schwelle unmittelbar nach der Injektion für mindestens 2 h 

führt. Die Ergebnisse der Studie von Hirakawa von 2003 zeigten, dass in einem Maus-

modell des Ischiasnervs nach einer Quetschverletzung sowohl die Permeabilität des Is-

chiasnerv-Perineuriums als auch die Permeabilität der endoneuralen Gefäße zunehmen 

und erst nach sieben Tagen eine Normalisierung zu verzeichnen ist. Im gleichen Zeitraum 

nehmen die TJ-Proteine, wie Claudin-1, Claudin-5 und Occludin, ab. Die Claudin-1-Im-

munreaktivität tritt nach zwei Tagen erneut auf; ähnlich verhält es sich bei Occludin und 

Claudin-5 (Hirakawa, Okajima et al. 2003). 

Auch in einem Rattenmodell konnte nach einer CCI (Ligation des Ischiasnervs, die neu-

ropathische Schmerzen verursacht) bereits 6 h nach der Operation eine BNS-Leckage be-

obachtet werden (Moreau, Mauborgne et al. 2016). 

4.3 Wirkung der FCA-induzierten und peripheren Entzündung in 
der Hinterpfote auf die Permeabilität der BHS 

Aus früheren Studien ist bekannt, dass sowohl Entzündungen als auch periphere Nerven-

verletzungen die Barriere an einem entfernten Ort stören und zu zentralen Manifestatio-

nen von Krankheiten beitragen können. So erhöhen die durch λ-Carrageenan (CIP) indu-

zierten und peripheren lokalen Hinterpfotenentzündungen – vermutlich durch das Über-

strömen von transforming growth factor (TGF) in den systemischen Kreislauf – die 

Durchlässigkeit der BHS. Dies kann Veränderungen der TJ-Proteinexpression nach sich 
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ziehen, was eine Modifikation der Funktionsintegrität der BHS zur Folge hat (Ronaldson, 

DeMarco et al. 2009).  

Beispielsweise zeigten Studien unter Verwendung eines Nagetiermodells, bei dem unter 

anderem λ-Carrageenan, Formalin oder FCA in die rechte Hinterpfote injiziert wurde und 

dadurch periphere Entzündungen ausgelöst wurden, eine Zunahme der 14 C-Saccharose-

Permeation durch die BHS (Huber, Witt et al. 2001, Huber, Hau et al. 2002, Campos, 

Ocheltree et al. 2008). Diese Veränderungen in der Durchlässigkeit verliefen parallel zu 

einer veränderten Expression der für die BHS charakteristischen TJ-Proteine einschließ-

lich Occludin, Claudin-5 und ZO-1 (Huber, Witt et al. 2001, Huber, Hau et al. 2002, 

Campos, Ocheltree et al. 2008). 

Die Untersuchungen von Huber zeigten, dass eine direkte intravenöse Applikation von λ-

Carrageenan in den peripheren Kreislauf keine Wirkung auf die funktionelle und struktu-

relle Integrität der BHS hat. Ergebnisse einer ähnlichen Untersuchung von Brooks wiesen 

bei weiblichen Sprague-Dawley-Ratten nach einer FCA-Injektion in die rechte plantare 

Hinterpfote ebenfalls auf eine signifikant erhöhte Saccharoseaufnahme im Gehirn mit-

hilfe von Durchlässigkeitstests der BHS auf der Grundlage von In-situ-Perfusion von 14C-

Saccharose hin. Aus diesen Beobachtungen konnte geschlossen werden, dass chronische 

entzündliche Schmerzen zu einer erhöhten Permeabilität der BHS führen (Brooks, 

Hawkins et al. 2005). 

Dieselben systemischen Effekte waren auch, wie zuvor erwähnt wurde, nach einer peri-

pheren Nervenverletzung zu beobachten. Bei einer Nervenverletzung werden Entzün-

dungsreaktionen ausgelöst, die zum einen eine Schlüsselrolle bei der Modulation der lo-

kalen BNS-Permeabilität spielen und sich zum anderem auf proximal gelegene Gewebe 

auswirken. Ein Beispiel hierfür ist die Studie von Echeverry, innerhalb derer nachgewie-

sen wurde, dass eine periphere Nervenverletzung systemisch wirken kann, womit nicht 

nur physische Barrieren im peripheren Nervensystem beeinflusst werden können, sondern 

es auch zu Veränderungen von physischen Barrieren im zentralen Nervensystem kommen 

kann. So konnte bestätigt werden, dass eine partielle Ischiasnervligatur bei Ratten eine 

entfernte Leckage der Blut-Rückenmark-Schranke induziert, was sich möglicherweise 

auf das Auslösen von Entzündungsreaktionen im Rückenmark zurückführen lässt 

(Echeverry, Shi et al. 2011). Diese Befunde verbinden die pathologischen Veränderungen 
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der peripheren Nerven mit Veränderungen des gesamten Nervensystems, was die Kom-

plexität der Auswirkungen peripherer Nervenverletzungen deutlich macht.  

Die Studie aus der Arbeitsgruppe von Sauer lieferte den Nachweis, dass eine Neuropathie 

– hier CCI sowie SNI im Ischiasnerv – die Blut-Rückenmark-Schranke für kleine und 

größere Moleküle öffnet. Dies ist mit einer erhöhten Konzentration des Thrombocyten-

Wachstumsfaktor-Rezeptors β (PDGF-β) und Pericyten verbunden. Gleichzeitig nimmt 

die Expression der TJPs Occludin, Claudin-1, Claudin-5, Claudin-19, Tricellin und ZO-

1 ab (Sauer, Kirchner et al. 2017). 

In der vorliegenden Arbeit wurde abweichend von den genannten Studienergebnissen 

festgestellt, dass intraplantare FCA-Injektionen die Barriereintegrität zwar am Entzün-

dungsort herabsetzen, jedoch nicht die perineurale Barriere des versorgenden (Ischias-) 

Nervs beeinträchtigen. Es liegen jedoch auch Studienergebnisse vor, welche die Ergeb-

nisse dieser Arbeit untermauern. So zeigten die Resultate der Untersuchung von Lu, dass 

mittels intraplantaren Capsaicins und λ-Carrageenan erzeugte lokale Entzündungen im 

Rattenmodel weder im Gehirn noch im Rückenmark die Aufnahme des Farbstoffs EBA 

beeinflussten (Lu, Gonzales et al. 2009). 

Es gibt auch weitere Studien dieser Arbeitsgruppe, die ähnliche Ergebnisse bei Untersu-

chungen der Eigenschaften der Blut-Dorsal-Root-Ganglion(DRG)-Barriere im Spinal-

ganglion nach CCI zeigten. Hierbei wurden die TJ-Proteine Claudin-1, -5, -12 und -19 

untersucht. Dabei konnten keine veränderten Claudin-19-mRNA-Spiegel, Claudin-19-IR 

(immunoreactivity) sowie Claudin-1-mRNA und Claudin-1-IR (immunoreactivity) im 

proximal der Verletzung liegenden DRG nachgewiesen werden. Aus diesen Ergebnissen 

geht hervor, dass das putative Epi-/Perineurium um Ratten-DRGs herum nicht durch CCI 

beeinflusst zu werden scheint (Lux, Hu et al. 2020). Diese Studie zeigte auch, dass eine 

kurzfristige traumatische Nervenverletzung die bereits hochpermeable Blut-DRG-Barri-

ere für kleine und große Moleküle unverändert lässt. Demgegenüber belegten die Ergeb-

nisse, dass Claudin-5, -12 und TJP1(-Ratten)-mRNA für den Zeitraum von einer Woche 

nach traumatischer Nervenverletzung herunterreguliert war. Untersuchungen zu den Re-

gulationsmechanismen dieser TJ-Proteine im FCA-Modell könnten Gegenstand zukünf-

tiger Studien sein. 
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4.4 Möglicher Mechanismus der veränderten Expression bzw. 
Regulation der TJ-Proteine 

Welcher Mechanismus der veränderten Expression bzw. Regulation der TJ-Proteine 

durch die Entzündung zugrunde liegt, konnte bisher noch nicht geklärt werden. Es wurde 

jedoch gezeigt, dass Wnt-Signale an der Regulation der Promotoraktivität von Claudin-1 

beteiligt sind (Miwa, Furuse et al. 2001). Außerdem ist bekannt, dass GSK3β ein wichti-

ges regulatorisches Signalmolekül für die Bildung oder Störung der Barriere ist. Mehrere 

Studien konnten nachweisen, dass eine Inhibierung von GSK3β durch small interfering 

RNA (siRNA) oder synthetische Inhibitoren zu einer Veränderung der Expression von 

Claudinen und der Barrierefunktion führen (Severson, Kwon et al. 2010, Zhang, Jouret et 

al. 2011, Ramirez, Fan et al. 2013). So löst etwa die Hemmung von GSK3β eine Herun-

terregulierung von Claudin-1 und eine defekte Barriere bei den Epithelzellen aus 

(Severson, Kwon et al. 2010).  

Die Anwendung eines GSK3β-Inhibitors führt zur Akkumulation von cytoplasmatischem 

β-Catenin und einer anschließenden β-Catenin-Translokation in den Kern, in dem es als 

transkriptionaler Co-Faktor von Claudin-1 fungiert (Miwa, Furuse et al. 2001, Wang, Li 

et al. 2016).  

In der vorliegenden Arbeit wurde analysiert, ob es nach dem Auslösen einer peripheren 

Entzündung zu einer Veränderung hinsichtlich des β-Catenins kommt. Nach den Ergeb-

nissen war das β-Catenin nach der peripheren und intraplantaren FCA-Injektion über den 

Beobachtungszeitraum von 2–96 h am Entzündungsort verringert, aber nicht im Perineu-

rium des N. ischiadicus. Diese Resultate entsprechen den für Claudin-1 und Claudin-19 

gewonnenen Erkenntnissen. 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob der Einsatz eines GSK3β-Inhibitors der Ab-

nahme des Claudin-1-Proteingehalts am Ort der lokalen Entzündung (in der entzündeten 

Hinterpfote) entgegenwirkt und dessen Abnahme verlangsamt. Der Untersuchungszeit-

punkt wurde auf 24 h nach der FCA-Injektion gelegt, da hier der maximale Effekt der 

Abnahme von Claudin-1 und β-Catenin beobachtet wurde. Es zeigte sich, dass der 

GSK3β-Inhibitor zu einer Reduzierung der Abnahme von Claudin-1 führt, wodurch die 

Rolle von β-Catenin bei der Claudin-1-Regulation im Perineurium bestätigt wird.  
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Somit ist der Wnt/β-Catenin-Weg ein möglicher Mechanismus für die Veränderung der 

Expression bzw. Regulation der TJs der perineuralen Barriere im Rahmen einer periphe-

ren Entzündung. Dieser Mechanismus sollte in weiteren Untersuchungen näher erforscht 

werden.  

Versuche mit dem Claudin-1 Peptid mC1C2 führten in Zellkulturen unter anderem zur 

Umverteilung von Claudin-1 von der Zellmembran ins Zytosol und erhöhten die Perme-

ation hydrophiler Substanzen (Staat 2015). Auch in vivo führte mC1C2 durch Claudin-1 

Bindung über den Transkriptionsfaktor cdx2 zur Verringerung der Claudin-1 Expression 

im Perineurium (Staat 2015). 

Weitere Forschungen könnten untersuchen, ob diese Prozesse im Entzündungsstadium 

über cdx2 vermittelt werden. Bei chronischen Verengungsverletzungen war die Hem-

mung der Wnt-Signalübertragung in vivo allerdings noch nicht erfolgreich (Moreau, Dieb 

et al. 2017), weshalb auch hier weitere Studien erforderlich sind, um die Relevanz dieses 

Signalweges bewerten zu können. 

4.5 Übersicht über weitere mögliche Mechanismen der Regulation 
der Claudin-1-Expression 

Metalloproteinasen 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehören zu einer Familie von zinkabhängigen extra-

zellulären Proteasen mit einer Vielzahl von biologischen Rollen bei der Zellmigration, 

der Angiogenese und der Matrixumgestaltung (Mott and Werb 2004). In peripheren Ner-

ven initiieren sie frühe degenerative Ereignisse im Zusammenhang mit der Aktivierung 

der Schwann-Zellen, der Rekrutierung von Makrophagen und der Demyelinisierung, was 

an experimentell induzierter Neuropathie gezeigt werden konnte (Shubayev, Angert et al. 

2006).  

Es ist bekannt, dass Matrixmetalloproteinase-9 in entzündetem Gewebe heraufreguliert 

wird und auch am Abbau von TJ-Proteinen beteiligt ist (McColl, Rothwell et al. 2008, 

Kubelka, Azeredo et al. 2010). 

Nach Injektion von Kochsalzlösung wurde die Freisetzung von MMP-9 festgestellt. Die 

Interaktion Hämopexin-Domäne (MMP9-PEX) dieser Metallproteinase mit dem low den-

sity lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP-1), führte zu einer verstärkten Phospho-
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rylierung der extracellular-signal regulated kinase (ERK). Die dadurch induzierte Ab-

nahme der Claudin-1 Expression bewirkte eine Öffnung der Barriere des Perineuriums. 

(Hackel, Brack et al. 2012) 

Diese Effekte lassen sich mithilfe von recombinant tissue-type plasminogen activator 

(rtPA) nachahmen, indem rtPA das LRP-1 aktiviert. Die Öffnung der BNS lässt sich so-

mit durch inaktive MMP-9-PEX- oder LRP-1-Agonisten, wie den inaktiven rekombinan-

ten Gewebeplasminogen-Aktivator, erreichen. (Reinhold, Yang et al. 2019) 

micro RNA	

Bei microRNAs (miR) handelt es sich um kurze, nichtkodierende RNA-Sequenzen, die 

unter anderem in der Genexpression eine Rolle spielen. Mehrere miR wirken sich auf die 

Expression von Claudin-1 aus.  

Studien konnten nachweisen, dass miR-183-5p und miR-183-3p als mögliche Vermittler 

zwischen rtPA und den Promotoren der Claudin-1-Transkription fungieren. So führte die 

perineurale Verabreichung von rtPA an peripheren Rattennerven zu einem signifikanten 

Anstieg von miR-183-5p.	(Yang, Krug et al. 2016) Weitere Versuche an Ratten zeigten, 

dass die perineurale Injektion von miR-183-Mimetika zu einer Reduktion sowohl der 

Claudin-1-RNA als auch der Proteinexpression von Claudin-1 führte (Yang, Krug et al. 

2016). 

Versuche an männlichen Ratten ließen darauf schließen, dass rtPA die BNB möglicher-

weise über miR-155-5p vorübergehend öffnet (Reinhold, Yang et al. 2019). 
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5 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK 

Entzündliche, traumatische und degenerative Erkrankungen des Nervensystems sind häu-

fig mit einer Barriereöffnung der BNS verbunden. Daher ist das Verständnis der dabei 

ablaufenden Prozesse von großer Relevanz.  

Die gewonnenen Erkenntnisse zu den Prozessen bei der Inflammation in den peripheren 

Nerven können darüber hinaus zum Verständnis der Pathogenese mehrerer neurologi-

scher Erkrankungen beitragen, bei denen eine Herunterregulierung der TJP-Expression 

zu einem Barriereabbau sowie einer erhöhten Permeabilität der BNS führt.  

Beispiele für demyelinisierende Erkrankungen, die das periphere Nervensystem betref-

fen, sind, wie bereits unter 4.1. erwähnt, das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) und chroni-

sche inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP). Bei GBS handelt es 

sich um eine Autoimmunerkrankung, die sich nach vorangegangener Infektion innerhalb 

von vier Wochen über eine schnell fortschreitende aufsteigende Lähmung mit oder ohne 

sensorische und autonome Dysfunktion manifestiert (Koike et al. 2021). Mit der Erkran-

kung assoziierte Erreger sind  Epstein-Barr- und Influenza-Viren. Es wird angenommen, 

dass eine Infektion mit diesen Erregern zur Produktion von Autoantikörpern gegen Kom-

ponenten des peripheren Nervensystems, wie Ganglioside, führt und so neurodegenera-

tive Prozesse eingeleitet werden (Koike et al. 2021). Im Tiermodell des GBS zeigte sich 

zudem eine ausgedehnte BNS-Leckage (Kanda, Yamawaki et al. 2003). 

CIDP ähnelt in seiner Symptomatik und Pathogenese dem GBS, nimmt allerdings im Ge-

gensatz dazu einen chronischen Verlauf (Markvardsen et al. 2019). Die genaue Ursache 

der Erkrankung konnte zwar noch nicht ermittelt werden, jedoch sprechen das Auftreten 

einer Entzündung peripherer Nerven und das Ansprechen der Symptome auf eine immun-

modulatorische Therapie dafür, dass es sich, wie beim GBS, um eine Autoimmunerkran-

kung handelt (Markvardsen et al. 2019). Weitere Studien, die bestätigten, dass Autoanti-

körper an der Pathogenese von CIDP beteiligt sind, so z.B. gegen Neurofascin, was eine 

essenzielle Rolle bei der Weiterleitung des Aktionspotentials spielt, untermauern diese 

These (Gao et al. 2021). Die Produktion dieser Antikörper basiert auf der Dysfunktion 

der BNS, durch die Antigene des PNS freigesetzt werden (Gao et al. 2021). 

Im Hinblick auf die Pathogenese von CIDP, ist die Untersuchung des Einflusses humo-

raler Immunreaktionen auf die Entstehung und Progression entzündlicher Neuropathien 
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ein wichtiger Faktor zur Aufklärung aller Prozesse, die Auswirkungen auf die Permeabi-

lität der BNS haben (Gao et al. 2021). 

Allgemein wird angenommen, dass dieselben Mechanismen, die zur Funktionsstörung 

der BHS führen, auch eine Funktionsstörung der BNS hervorrufen können (Gartzen et al. 

2008). 

Auch Nervenverletzungen können zu einem Zusammenbruch der BNS führen. Ein bes-

seres Verständnis der Merkmale der BNS ist demnach von großer Bedeutung, um neue 

therapeutische Ansätze zur Behandlung von defekten Barrieren bei neuropathischen Er-

krankungen zu erschließen. Der pathologische Zusammenbruch der BNS kann ein 

Schlüsselereignis sein, das periphere Neuropathien induziert. 

Ein besseres Verständnis der Pathophysiologie dieser Barriereregulatoren könnte auch 

die Entwicklung neuer Medikamente und Behandlungen anregen. Der Schwerpunkt liegt 

hierbei darauf, ein Versiegeln der Barriere zu Beginn des Krankheitsprozesses zu erleich-

tern und das Fortschreiten des Abbaus zu begrenzen. Außerdem könnten sich Arzneimit-

telverstärker und eine vorübergehende Überwindung der Barriere als wirksam bei der 

Behandlung von Schmerzen, Neoplasien oder degenerativen Störungen erweisen. 

Zudem sind die genauen Kenntnisse dieser Mechanismen entscheidend für die Entwick-

lung und den Einsatz von Medikamenten, die, um ihren Wirkort zu erreichen, Hürden wie 

die BNS überwinden müssen. Optionen zu finden, um gezielt transiente Öffnungen dieser 

Barrieren zu bewirken, ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Arzneimittel, die in-

nerhalb dieser Modulationen ihre Anwendung finden, sind Analgetika, genetische Modu-

latoren oder Wachstumsfaktoren.  

Abschließend lässt sich sagen, dass das Studium menschlicher peripherer Nerven generell 

herausfordernd ist, da Proben nicht ohne Weiteres verfügbar sind. Tiermodelle stellen 

zwar gute Alternativen dar, jedoch muss bei ihrer Verwendung beachtet werden, dass u.a. 

die Expression der Claudin-Typen zwischen den Arten variiert und Schlussfolgerungen 

aus Tierstudien nicht unbedingt auf die menschliche Biologie und auf humane Krankhei-

ten übertragbar sind. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

In früheren Studien wurde gezeigt, dass durch eine mit FCA-induzierte Pfotenentzündung 

die Permeabilität für hydrophile Analgetika der kleinen Nerven am Entzündungsort zu-

nimmt. In der vorliegenden Arbeit wurden spezifische Veränderungen von Barrierepro-

teinen des Perineuriums und der Schwannschen Zellen und ihren Regulatoren nach intra-

plantarer Injektion von FCA lokal in die Hinterpfote und proximal am N. ischiadicus un-

tersucht. Aus früheren Studien ist bekannt, dass vor allem Claudin-1 das Perineurium 

abdichtet. Daher konzentrierte sich die Arbeit auf Claudin-1 und einen möglichen Ein-

fluss von Claudin-19 aus Schwannschen Zellen. Alle Untersuchungen erfolgten an Wis-

ter-Ratten.  

Zwei Stunden bis 96 Stunden nach der FCA-Injektion in die Hinterpfote waren die Ex-

pression sowie die Immunreaktivität von Claudin-1 und die Expression von Claudin-19 

im ipsilateralen proximalen Ischiasnerv unverändert. Zudem wurde keine Penetration des 

Farbstoffes EBA in das Endoneurium und in den Ischiasnerv nach ex vivo Applikation 

nachgewiesen, was auf eine gute Abdichtung des Perineuriums hinweist. In der entzün-

deten Pfote selbst allerdings nahm die Expression von Claudin-1 und Claudin-19 ab. Pa-

rallel dazu kam es zu einer starken Abnahme des Co-Transkriptionsfaktors β-Catenin in 

der Pfote, aber nicht im Nerven. β-Catenin steuert die Expression von Claudin-1. Die 

Behandlung mit einem GSK3 β-Inhibitor bremste die Herunterregulation von Claudin-1 

24 Stunden nach der intraplantaren Injektion von FCA ins Hinterpfotengewebe und führte 

zu einem Wiederanstieg der Konzentration. 

Daher kann abschließend festgehalten werden, dass eine periphere Entzündung zwar wie 

erwartet lokal die Barriere öffnet, es aber proximal nicht zu einer Barrierestörung kommt. 

Dies ist bei der Blut-Hirn-Schranke anders. Diese wird vermutlich über lösliche Faktoren 

bei Entzündung oder bei Nervenschäden, bei denen sich auch die Barriere im Spinal-

ganglion verändert, durchlässiger.  
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