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1 Einleitung 

 

1.1 Zum Untersuchungsgegenstand 

 

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluß der extrazellulären Ca2+-Konzentration und 

des Aktinfilamentsystems auf VE-Cadherin-vermittelte Interzellularkontakte von 

Endothelzellen der Blutgefäße untersucht werden. 

Die Gefäße des Blutkreislaufes sind auf der Innenseite mit Endothelzellen ausgekleidet. 

Das Endothel bildet die entscheidende zelluläre Barriere zwischen dem Blut und dem 

Interstitium des umgebenden Gewebes. Es reguliert den Austausch von Ionen, 

Metaboliten, Makromolekülen und Leukozyten zwischen beiden Kompartimenten. Die 

Barriereneigenschaften des Endothels werden durch Verschluß- und Adhärenskontakte 

vermittelt (Dejana et al., 1995; Drenckhahn und Ness, 1997). Sie gehören zu den 

Interzellularkontakten, die überwiegend mechanische Funktionen haben. Dabei 

ermöglichen sie ein festes Haften zwischen benachbarten Zellen, das den 

hydrodynamischen Kräften des Blutstroms widerstehen kann. Die Adhärenskontakte der 

Endothelzellen enthalten das Adhäsionsmolekül VE-Cadherin (vaskulär-endotheliales 

Cadherin). Es ist ein transmembranäres Protein, dessen cytoplasmatische Domäne über 

verschiedene cytoplasmatische Proteine (sogenannte Catenine) mit dem Aktin-

Cytoskelett der Endothelzellen verbunden ist (Dejana, 1996; Lampugnani und Dejana, 

1997; Dejana et al., 1999). Dabei ist die Verbindung der Adhärenskontakte zum 

Aktinfilamentsystem eine wesentliche Voraussetzung für den Erhalt der 

Barrierenfunktion (Drenckhahn und Ness, 1997). Die Adhärenskontakte können 

geöffnet und verschlossen werden. Die extrazellulären Einflußfaktoren und 

intrazellulären Signalwege, durch die die Adhärenskontakte reguliert werden, sind noch 

nicht vollständig bekannt. Um ihre Wirkungszusammenhänge weiter aufzuklären, soll 

zunächst der VE-Cadherin-Catenin-Komplex (s. 1.2) charakterisiert und seine 

Beteiligung an biologischen Prozessen (s. 1.3) sowie Einflußfaktoren auf die durch VE-

Cadherin vermittelte Zelladhäsion (s. 1.4) dargestellt werden. Daraus ergibt sich die 

Fragestellung dieser Arbeit (s. 1.5). 
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1.2 Der VE-Cadherin-Catenin-Komplex 

 

Cadherine sind eine Gruppe von Ca2+-abhängigen Zelladhäsionsmolekülen (CAM), die 

nur in Anwesenheit von Ca2+ untereinander haften können. Sie gehen dabei 

überwiegend homophile Bindungen ein (Benninghoff, 1994). Ein Vertreter der 

Cadherine ist VE-Cadherin. 

VE-Cadherin (=Cadherin-5) wurde von Heimark et al. (1990), Suzuki et al. (1991) und 

von Lampugnani et al. (1992) beschrieben: Es ist ein transmembranäres Glykoprotein 

und gehört zu den Typ II Cadherinen (Aberle et al., 1996). Zusammen mit Cadherinen 

von Epithelzellen (E), Plazenta (P) und Muskelfasern (M) wird VE-Cadherin bei der 

Maus auf Chromosom 8 codiert (Huber et al., 1996). E-, P- und M-Cadherine kommen 

in verschiedenen Geweben vor, während VE-Cadherin ausschließlich auf 

Endothelzellen beschränkt ist. Endothelzellen besitzen neben VE-Cadherin auch 

neurales Cadherin (N-Cadherin). N-Cadherin ist diffus an der Zelloberfläche verteilt 

und trägt zur Bindung von Endothelzellen an andere N-Cadherin exprimierende Zellen 

bei (glatte Muskelzellen, Astrocyten, Pericyten). VE-Cadherin reichert sich dagegen an 

Zell-Zell-Kontakten benachbarter Endothelzellen an (Lampugnani und Dejana, 1997). 

Die extrazelluläre (N-terminale) Domäne von VE-Cadherin besteht aus fünf repetitiven 

Einheiten (EC1 bis EC5) von je 110 Aminosäuren, die den homophilen Kontakt 

zwischen benachbarten Endothelzellen vermitteln (Lampugnani et al., 1992; Breviario 

et al., 1995). 

Pertz et al. (1999) konnten durch elektronenmikroskopische Versuche an E-Cadherin 

zeigen, daß die Untereinheiten der Cadherine strukturelle Ähnlichkeiten mit 

Adhäsionsmolekülen aus der Immunglobulin-Gruppe haben und über vier verschiedene 

Ca2+-Bindungsstellen miteinander verbunden sind. Die Ca2+-Bindungsstellen haben 

dabei unterschiedliche Affinitäten und sind wesentlich an der Ausbildung der 

räumlichen Struktur der Cadherine beteiligt. Bei einer extrazellulären Ca2+-

Konzentration < 0,5 mM binden je zwei Ca2+-Ionen an den Bindungsstellen zwischen 

den Domänen 2/3, 3/4, und 4/5, so daß Cadherin-Monomere eine Stäbchen-artige 

Struktur ausbilden.  

Die Bindungsstelle zwischen den Domänen 1 und 2 kann drei Ca2+-Ionen binden und 

unterscheidet sich dadurch von den anderen Bindungsstellen. Beträgt die extrazelluläre 
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Ca2+-Konzentration 0,5-1 mM, binden zwei Ca2+-Ionen an die Ca2+-Bindungsstelle 

zwischen den Domänen 1 und 2, so daß zwei benachbarte Cadherin-Monomere ein Cis-

Dimer bilden. Die Bindung des dritten Ca2+-Ions unterliegt einer niedrigeren Affinität 

und findet erst ab einer Ca2+-Konzentration größer als 1 mM statt. Sie ermöglicht die 

Verlagerung der Aminosäure Trp-2 in einen hydrophoben Abschnitt der EC1-

Untereinheit, der von der Aminosäure Ala-80 gebildet wird. Ala-80 ist Teil der in 

verschiedenen Cadherin-Klassen hochkonservierten Histidin-Alanin-Valin-(HAV)-

Sequenz, der eine entscheidende Rolle bei der homophilen Cadherin-Interaktion 

zugeschrieben wird (Overduin et al., 1995).  

Erst wenn das dritte Ca2+-Ion gebunden und zur Verlagerung von Trp-2 geführt hat, 

kann eine Trans-Interaktion zwischen den EC1-Domänen von Cadherin-Dimeren 

benachbarter Zellen erfolgen. 

VE-Cadherin besitzt keine HAV-Sequenz in seiner EC1-Untereinheit. Es scheint aber 

wahrscheinlich, daß die durch VE-Cadherin vermittelte Zelladhäsion über ähnliche, 

noch nicht vollständig bekannte Mechanismen erfolgt. Baumgartner et al. (2000) 

konnten mit Hilfe der Atomkraftmikroskopie zeigen, daß ein Verlust der Trans-

Interaktion zwischen VE-Cadherinen bei einer Ca2+-Konzentration < 0,5 mM mit einer 

V-förmigen Aufspaltung der VE-Cadherin-Dimere in Monomere einherging. Legrand et 

al. (2001) beobachteten in vitro, daß VE-Cadherin Ca2+-abhängig auch Hexamere bilden 

konnte, die wahrscheinlich in einer Trans-Formation angeordnet waren. 

Die intrazelluläre C-terminale Domäne von VE-Cadherin umfaßt 80 Aminosäuren und 

enthält Bindungsstellen für Proteine aus der Gruppe der Catenine (Navarro et al., 1995). 

Zu dieser Gruppe gehören die Proteine β-Catenin, γ-Catenin (= Plakoglobin) und p120. 

Sie sind Mitglieder der sogenannten Armadillo-Familie und sind unter anderem für die 

Verbindung zum Aktin-Cytoskelett verantwortlich (Peifer und Wieschaus, 1990; Peifer 

et al., 1992). So binden β- und γ-Catenin an α-Catenin, welches den Kontakt zum 

Aktin-Cytoskelett herstellt (Daniel et al., 1995).  

Die über Catenine vermittelte Bindung an Aktinfilamente sorgt für eine korrekte laterale 

Anordnung von Cadherinen in der Zellmembran (Kemler, 1993), so daß die 

Adhärenskontakte eine größere Stabilität haben und die interzelluläre Permeabilität 

abnimmt. Die Stabilität der homophilen VE-Cadherin-Bindung hängt dabei besonders 



4 
 
 
 
 

  

von der Anwesenheit von γ-Catenin ab, das erst in späteren Stadien der Zelladhäsion 

nach dem Auftreten von α-Catenin und β-Catenin erscheint (Lampugnani et al., 1995). 

Ohne Bindung an das Aktin-Cytoskelett ist die Stabilität der VE-Cadherin-Interaktion 

und die Beschränkung der interzellulären Permeabilität deutlich vermindert (Navarro et 

al., 1995). 

 

1.3 Beteiligung des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes an biologischen Prozessen 

 

Der VE-Cadherin-Catenin-Komplex ist an der Vaskulogenese, der Wundheilung, der 

Tumor-Metastasierung, an Entzündungsreaktionen und an der Signaltransduktion von 

Zellen wesentlich beteiligt. 

 

Vaskulogenese: Vaskulogenese ist definiert als eine Blutgefäßbildung de novo 

(Benninghoff, 1994). Breier et al. (1996) wiesen in vivo VE-Cadherin-mRNA in 

mesodermalen Zellen des Dottersackmesenchyms am Tag 7,5 der Embryogenese von 

Maus-Embryonen nach. Am Tag 9,5 der Embryogenese war VE-Cadherin-mRNA nur 

in der peripheren Zellschicht von Blutinseln nachzuweisen, aus der Endothelzellen 

hervorgehen. In hämatopoetischen Zellen im Zentrum der Blutinseln konnten dagegen 

keine Transkripte nachgewiesen werden. Daraus wurde gefolgert, daß VE-Cadherin bei 

der Vaskulogenese ein frühzeitiger Marker in der Differenzierung von Endothelzellen 

ist. Vittet et al. (1997) zeigten in vitro, daß an Tag 11 der Embryogenese Maus-

Stammzellen mit einer homozygoten VE-Cadherin-Nullmutation keine vaskulären 

Strukturen ausbilden konnten. Es wurde spekuliert, daß die fehlende Entstehung 

vaskulärer Strukturen auf der mangelnden Ausbildung von Zellkontakten zwischen 

Endothelzellen beruhte. 

 

Wundheilung: Bei der Wundheilung und der damit verbundenen Neubildung von 

Blutgefäßen müssen Endothelzellen Interzellularkontakte aufgeben, sich von einer 

Zellmonolage lösen und in die Wunde einwandern. Breviario et al. (1995) zeigten, daß 

die Migration von CHO-Zellen durch die Transfektion mit VE-Cadherin vermindert 

wurde. Dies wurde durch eine gesteigerte Zell-Zell-Adhäsion erklärt, die eine für die 

Migration nötige Zell-Zell-Dissoziation verhinderte. Lampugnani et al. (1995) wiesen 
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durch Immunfluoreszenz-Experimente nach, daß VE-Cadherin, α-Catenin und β-

Catenin an Endothelzellen der Migrationsfront im Vergleich zu dicht konfluenten Zellen 

reduziert waren und daß Plakoglobin sogar kaum noch nachweisbar war. Navarro et al. 

(1995) beschrieben, daß die Migration von mit Wildtyp-VE-Cadherin transfizierten 

Zellen geringer war als die Migration von Zellen, die mit einer VE-Cadherin-Mutante 

transfiziert waren, der die cytoplasmatische Domäne fehlte. 

 

Tumormetastasierung: In verschiedenen Tumoren wurde gezeigt, daß eine verminderte 

Cadherin-Expression mit einer gesteigerten Invasivität und Malignität einhergeht 

(Takeichi, 1991; Takeichi et al., 1993). Martin-Padura et al. (1995) fanden Hinweise, 

daß VE-Cadherin in Endothelzellen von Hämangiomen stärker als in Endothelzellen 

von Hämangioendotheliomen und Angiosarkomen exprimiert wird. Da VE-Cadherin 

die Tendenz zeigte, in malignen Gefäßtumoren zu verschwinden, kommt es als Marker 

für die Tumordiagnostik kaum in Frage. 

Caveda et al. (1999) entdeckten weitere Hinweise, daß VE-Cadherin das Zellwachstum 

inhibieren kann. Sie beschrieben, daß mit cDNA von humanem VE-Cadherin 

transfizierte CHO-Zellen und L929-Zellen ebenso wie humane Umbilikalvenen-

Endothelzellen (HUVEC) langsamer wuchsen als nicht transfizierte Kontrollzellen. 

Dieser negative Effekt von VE-Cadherin auf das Zellwachstum trat nur auf, wenn VE-

Cadherin mit α- und β-Catenin verbunden war. War VE-Cadherin um seine 

cytoplasmatische Domäne verkürzt und damit nicht mit den Cateninen verbunden, blieb 

seine extrazelluläre Adhäsionsfähigkeit erhalten, nicht aber der inhibitorische Effekt auf 

das Zellwachstum.  

 

Entzündungsreaktion: Bei Entzündungsreaktionen verändern sich die 

Barriereneigenschaften des Endothels. Es kommt unter anderem zu einem Austritt von 

Leukozyten in das Interstitium und zu einer Zunahme der Permeabilität, die zu 

interstitiellen Ödemen führt.  

Die Beteiligung von VE-Cadherin an der Aufrechterhaltung der Barrierenfunktion des 

Endothels wurde durch Experimente mit Antikörpern gegen VE-Cadherin 

nachgewiesen. Gulino et al. (1998) verwendeten in vitro einen polyklonalen VE-

Cadherin-Antikörper, der zu einer Permeabilitätssteigerung für Makromoleküle führte, 
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die mit dem Auftreten von Lücken im Zellrasen verbunden war. Corada et al. (1999) 

beobachteten in vivo nach Inkubation mit einem monoklonalen Antikörper gegen VE-

Cadherin eine Zunahme der Permeabilität vor allem im Myokard des Herzens und in der 

Lunge. Histologisch ließen sich Lücken im Endothel und eine Extravasation von 

Leukozyten nachweisen. 

Navarro et al. (1995) zeigten mit transfizierten Zellen, daß VE-Cadherin nur die 

Permeabilität begrenzen konnte, wenn es mit Cateninen verbunden war. War VE-

Cadherin um die cytoplasmatische Domäne verkürzt, konnte es sich zwar in 

Adhärensjunktionen anreichern und Zell-Zell-Kontakte vermitteln, nicht aber die 

Permeabilität kontrollieren. 

Ein zellulärer Marker von Entzündungen sind Leukozyten. Leukozyten sind an den 

ersten Stadien einer Entzündungsreaktion beteiligt. Durch den Einfluß von Zytokinen 

und die Expression von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen rollen sie auf der 

Oberfläche der Endothelzellen ab, binden an die Zellen und wandern schließlich durch 

Interzellularkontakte in das Interstitium. Del Maschio et al. (1996) konnten zeigen, daß 

die Bindung von Leukozyten an Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) –aktivierte 

Endothelzellen zur Auflösung von Adhärensjunktionen führt. Mit Immunoprecipitation 

und Western Blot wurde nachgewiesen, daß β-Catenin und Plakoglobin deutlich, VE-

Cadherin und α-Catenin nur teilweise reduziert wurden. Gotsch et al. (1997) entdeckten 

in vivo nach Applikation eines monoklonalen VE-Cadherin-Antikörpers, daß die 

Extravasation von Leukozyten und die Gefäßpermeabilität gegenüber 

Kontrollbedingungen zunahmen. Sie nannten zwei mögliche Erklärungsmodelle für ihre 

Beobachtungen: Der Antikörper konnte direkt mit VE-Cadherin-Molekülen um 

Bindungsstellen bei deren homophiler Interaktion konkurrieren und damit durch VE-

Cadherin vermittelte Zellkontakte öffnen. Ein zweiter Erklärungsansatz lautete, daß der 

Antikörper das Schließen der Zellkontakte blockierte, nachdem die ersten Leukozyten 

hindurchgewandert waren. Hordijk et al. (1999) zeigten, daß der Einfluß von VE-

Cadherin auf die Leukozyten-Transmigration abhängig von der Verbindung zum Aktin-

Cytoskelett war. Bei einer Zerstörung des Aktinfilamentsystems nahm die Leukozyten-

Transmigration zu, während sie bei einer vermehrten Ausbildung des Aktin-

Cytoskeletts abnahm. 
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In weiteren Arbeiten wurde der Einfluß der Entzündungsmediatoren Histamin und 

Thrombin auf die durch VE-Cadherin vermittelten Zellkontakte untersucht: 

Winter et al. (1999) führten Experimente an ECV304-Zellen durch. Diese Zellen 

exprimierten kein VE-Cadherin. Wurden die Zellen mit cDNA von VE-Cadherin 

transfiziert und dem Einfluß von Histamin ausgesetzt, nahm der Zell-Zell-Widerstand 

der transfizierten ECV304-Zellen im Vergleich zu dem Widerstand nicht transfizierter 

Zellen ab. Dabei kam es nicht zu einer Phosphorylierung von Myosin-Leichtketten. Es 

wurde gefolgert, daß Histamin direkt über die durch VE-Cadherin vermittelte Zell-

Adhäsion wirkte und nicht über eine Erhöhung einer durch Aktin und Myosin 

vermittelten Zugspannung, die die Zellen auseinanderzieht. 

Andriopoulou et al. (1999) beobachteten in vitro eine Phosphorylierung des VE-

Cadherin-Catenin-Komplexes unter dem Einfluß von Histamin, die mit einer Zunahme 

der Permeabilität verbunden war. Sie folgerten, daß es durch die Phosphorylierung zu 

einer Dissoziation des VE-Cadherin-Catenin-Komplexes von dem Aktinfilamentsystem 

kam, die zu einer Schwächung der Zell-Zell-Kontakte führte.  

Rabiet et al. (1996) untersuchten den Einfluß eines zweiten Entzündungsmediators, 

Thrombin, auf VE-Cadherin. Abhängig von Phosphorylierungsprozessen durch die 

Proteinkinase C führte Thrombin zu einer Dissoziation des VE-Cadherin-Catenin-

Komplexes, zu einer Zelldissoziation, zu Lücken im Zellrasen und zu einer gesteigerten 

Permeabilität. 

 

Signaltransduktion: Neben den beschriebenen mechanischen Funktionen der 

Zelladhäsion und der Permeabilitätskontrolle ist der VE-Cadherin-Catenin-Komplex 

auch an Vorgängen der Signaltransduktion beteiligt. Eine mögliche Regulation der 

Signaltransduktion stellen dabei die an Adhärensjunktionen gebundenen Catenine dar. 

Es gibt Hinweise, daß β-Catenin als Signalmolekül agiert, wenn es von 

Adhärensjunktionen in das Cytoplasma dissoziiert. Es wandert in den Zellkern und 

induziert dort zusammen mit dem Transkriptionsfaktor LEF .die Transkription von 

Proliferations-aktivierenden Genen (Behrens et al., 1996; Huber et al., 1996). Das 

Protein APC (Adenomatosis Polyposis Coli) eliminiert β-Catenin und verhindert damit 

die Transkription von Myc und Cyclin D. Eine Mutation des APC-Proteins führt durch 
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den verminderten Abbau von β-Catenin zu einer vermehrten Proliferation von Zellen. 

Mutationen von APC und β-Catenin kommen gehäuft in Kolonkarzinomen vor. 

(Klymkowski und Parr, 1995; Dejana, 1996; Lampugnani und Dejana, 1997; Dejana et 

al., 1999). 

 

p-120
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Zellzyklus
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VE-Cadherin

Endothelzelle

 
 

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Adhärensjunktionen. VE-Cadherin 

vermittelt eine Ca2+-abhängige, homophile Interaktion zwischen Endothelzellen. Dabei 

bildet VE-Cadherin Dimere aus, die mit Dimeren der gegenüberliegenden Zelle 

interagieren. Auf der cytoplasmatischen Seite bindet VE-Cadherin Proteine aus der 

Armadillo-Familie (β-Catenin, Plakoglobin, p-120). β-Catenin und Plakoglobin binden 

an α-Catenin, das die Verbindung zum Aktinfilamentsystem herstellt. β-Catenin ist an 

der Signaltransduktion beteiligt und kann im Zellkern Transkriptionsfaktoren 

aktivieren. Eine Mutation des APC-Proteins resultiert in einem verminderten Abbau von 

β-Catenin. Dies führt zu einer gesteigerten Transkription von Proliferations-fördernden 

Genen. 
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Ausführliche Zusammenfassungen der verschiedenen Funktionen des VE-Cadherin-

Catenin-Komplexes geben die Übersichtsartikel von Dejana et al. (1995), Dejana 

(1996), Lampugnani und Dejana (1997), Dejana et al. (1999), Vestweber (2000) und 

Petzelbauer et al. (2000). 

 

1.4 Einflußfaktoren auf die durch VE-Cadherin vermittelte Zelladhäsion  

 

Die durch VE-Cadherin und andere Cadherine vermittelte interzelluläre Adhäsion kann 

von verschiedenen Faktoren abhängen: 

Murase und Schuman (1999) beschrieben Wechselwirkungen zwischen intrazellulären 

Signalwegen und der extrazellulären Ca2+-Konzentration an Nervenzellen des 

Hippocampus. Hier führte elektrische Aktivität an den Synapsen zu einer 

vorübergehenden Senkung der Ca2+-Konzentration im synaptischen Spalt, so daß sich 

Cadherin-Kontakte (wahrscheinlich N-Cadherin) zwischen prä- und postsynaptischer 

Zelle lösen konnten. Dadurch konnte eine Remodellierung der synaptischen Kontakte 

stattfinden, die für synaptische „Lerneffekte“ wie die Langzeit-Potenzierung wichtig ist. 

Shapiro et al. (1995) postulierten an N-Cadherin ein Reißverschluß-Modell („zipper“), 

nach dem die Cadherine gegenüberliegender Zellen über ihre N-terminale EC1-

Untereinheit miteinander interagieren. Dabei beeinflussen sich extrazelluläre 

Veränderungen an den Cadherinen und intrazelluläre Veränderungen an der Verbindung 

der Cadherine zum Aktinfilamentsystem wechselseitig: Einerseits ist die 

cytoplasmatische Domäne von Cadherinen und ihre Verbindung zu cytoplasmatischen 

Proteinen entscheidend für die Cadherin-vermittelte Zelladhäsion. Andererseits führt 

eine Störung der extrazellulären Cadherin-Funktion durch Ca2+-Depletierung oder durch 

Cadherin-Antikörper zu einer Desintegration des Aktinfilamentsystems. 

Brieher et al. (1996) zeigten anhand von Xenopus C-Cadherin, daß Cadherin-Dimere 

eine größere homophile Bindungsaktivität entwickelten als Monomere.  

Hierfür wurden mehrere Erklärungsmöglichkeiten diskutiert: Dimere könnten eine 

höhere homophile Bindungsaktivität erreichen, weil sie multivalent sind. Alternativ 

könnte eine Dimerisation neue Bindungsstellen schaffen, die eine homophile Trans-

Interaktion erst ermöglichen oder verstärken. Bei dem von Shapiro et al. 

vorgeschlagenen Reißverschluß-Modell der Cadherin-Interaktion würde eine Bildung 



10 
 
 
 
 

  

von Cadherin-Dimeren ein Ineinandergreifen gegenüberliegender Cadherin-Moleküle 

und damit eine multivalente Bindung ermöglichen. 

Yap et al. (1997) entdeckten, daß die Anordnung von C-Cadherin in punktuellen 

Aggregaten in der Zellmembran eine höhere Adhäsionsfähigkeit bedingte als eine 

diffuse Verteilung der Cadherine über die gesamte Zellmembran. Mit zunehmender 

Zeitdauer, die zur Ausbildung der extrazellulären Interaktion zur Verfügung stand, 

nahm die Stabilität der Cadherin-Kontakte gegenüber einer laminaren Strömung zu. Die 

Stabilität erhöhte sich auch, wenn die Zellen mehr Protein exprimierten. 

Yap et al. formulierten aus ihren Ergebnissen ein Modell, bei dem die cytoplasmatische 

Domäne der Cadherine die Anordnung von Cadherinen in punktuellen Aggregaten 

fördert, indem sie eventuell die Diffusion von Cadherin-Molekülen in der Zellmembran 

reguliert. 

Die für verschiedene Cadherine erhobenen Befunde lassen darauf schließen, daß auch 

für VE-Cadherin die extrazelluläre Ca2+-Konzentration und die Verbindung zum 

Aktinfilamentsystem wichtige Faktoren bei der Bildung von Adhäsionskontakten 

darstellen. 

 

1.5 Fragestellung der Arbeit 

 

Vor dem Hintergrund der vorliegenden Forschungsergebnisse und der hierbei 

angewandten Methoden soll in dieser Arbeit der Einfluß der extrazellulären Ca2+-

Konzentration und des Aktin-Cytoskeletts auf die homophile Trans-Interaktion von VE-

Cadherin mit einem neuartigen experimentellen Zugang genauer charakterisiert und 

quantifiziert werden. Dazu wurde die Laserpinzetten-Technik (s. 2.7.3) eingesetzt. Es 

wurden 2,8 µm große Mikroperlen mit rekombinanten VE-Cadherin-Dimeren 

beschichtet, die als Bindungspartner für VE-Cadherin-Moleküle der Endothelzellen 

dienten. Die beschichteten Mikroperlen wurden auf den Zellen bewegt, wobei die 

Interaktion zwischen den Mikroperlen und den Endothelzellen ausschließlich VE-

Cadherin vermittelt war. Durch Auszählung der an den Zellen haftenden Mikroperlen 

wurde das durch VE-Cadherin vermittelte Adhäsionsverhalten quantifiziert. Auf diese 

Weise sollte untersucht werden, ob sich das Adhäsionsverhalten bei einer verminderten 

extrazellulären Ca2+-Konzentration oder bei einer Veränderung des 
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Aktinfilamentsystems änderte und ob die Unterschiede gegenüber Kontrollverhältnissen 

direkt auf die homophile VE-Cadherin-Interaktion zurückgeführt werden konnten. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 VE-Cadherin-Fc-Fusionsprotein 

 

Das VE-Cadherin-Fc-Fusionskonstrukt wurde von Gotsch et al. (1997) hergestellt. Es 

besteht aus einem cDNA-Fragment, das den extrazellulären Teil des VE-Cadherins der 

Maus codiert. Dieses cDNA-Fragment wurde mit einem zweiten cDNA-Fragment 

kombiniert, das den Fc-Teil von humanem IgG1 mit der Gelenk-Region und den IgG-

Domänen CH2 und CH3 codiert. Die Zugriffsnummern in der Protein-Datenbank Swiss-

Prot lauten P01857 für humanes IgG und P55284 für VE-Cadherin-Maus. Die 

Herstellung des Expressionsplasmids und die Transfektion von Chinese Hamster Ovary 

(CHO) Zellen wurden ebenfalls von Gotsch et al. (1997) durchgeführt. 

Das VE-Cadherin-Fc wurde von den transfizierten Zellen in das Zellkulturmedium 

sezerniert. Die Zellen befanden sich in T100-Zellkulturflaschen (Fa. Greiner, 

Frickenhausen), in die 26 ml Minimal Essential Medium (MEM) der α-Modifikation 

gegeben wurden. Das Medium enthielt einen Zusatz von 10 % (v/v) fetalem 

Rinderserum (FCS, Fa. Biochrom, Berlin) und 0,5 % (v/v) einer Antibiotikalösung, die 

10000 U/ml Penicillin-Streptomycin enthielt (Stammlösung: 9,55 g PBS, 10000 U/ml 

Penicillin (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 10000 U/ml Streptomycin (Fa. Sigma-

Aldrich) ad 1000 ml Ampuwa (Fa. Fresenius, Bad Homburg), pH 5,58). Die Zellen 

waren nach 2-3 d zu einer konfluenten Zellmonolage gewachsen. Der Mediumwechsel 

erfolgte alle zwei Tage. Das Medium mit dem sezernierten VE-Cadherin-Fc wurde 5 

min bei 150 x g (900 U/min) zentrifugiert (Megafuge 1.0, Fa. Heraeus, Hanau) und der 

Überstand bei 4°C gesammelt.  

 

2.2 Aufreinigung des VE-Cadherin-Fc-Fusionsproteins 

 

Es wurden 1-3 l Zellkulturüberstand gesammelt und in einer Kühlzentrifuge 10 min bei 

4640 x g (5500 U/min) bei 4°C abzentrifugiert (Zentrifuge J2-21, Rotor JA 14, Fa. 

Beckman-Coulter, Unterschleißheim), bevor dem so gereinigten Überstand 

Proteaseinhibitoren zugesetzt wurden (2 ml 1mg/ml Leupeptin in H2O, 2 ml 1 mg/ml 

Aprotinin in H2O, 1 ml 1 mg/ml Pepstatin in 100 % (v/v) DMSO, 3 ml 1mM PMSF in 
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Isopropanol). Die Aufreinigung erfolgte über eine Plastiksäule mit Protein A-Agarose 

(Fa. Fluka, Buchs, Schweiz). Am Boden der Plastiksäule (2,5 ml Gesamtvolumen, 1 cm 

Durchmesser, Fa. MoBiTec, Göttingen) wurde ein Filter mit dem Durchmesser 1 cm 

plaziert (Porengröße 35 µm, Fa. MoBiTec), der vorher mit HBSS angefeuchtet worden 

war. 75 mg lyophilisierte Protein A-Agarose wurden in 2 ml HBSS bis zu einem 

Bettvolumen von 0,3 ml in 45 min bei Raumtemperatur (RT) in der Säule zum 

Aufquellen gebracht (Quellkapazität: 1 g lyophilisierte Protein A-Agarose quillt zu 4 ml 

Bettvolumen. Bindungskapazität: 1 ml gequollene Protein A-Agarose bindet 20 mg 

humanes IgG). Die gequollene Protein A-Agarose wurde mit einem zweiten 

angefeuchteten Filter (s.o.) bedeckt. Die Säule wurde mit 60 ml HBSS gewaschen, 

bevor der Zellkulturüberstand vollständig über die Säule tropfte. Anschließend wurde 

das gebundene VE-Cadherin-Fc mit 20 mM Na-Citrat (pH 2,6) eluiert. Es wurden 15 

Fraktionen je 1 ml abgenommen, in die 26 µl 2 M Na-Carbonat vorgelegt worden 

waren. Danach erfolgte eine Proteinbestimmung der einzelnen Fraktionen nach 

Bradford (s. 2.3.1). 

Aus 1 l Zellkulturüberstand ließen sich 0,25-1,98 mg VE-Cadherin-Fc gewinnen. 

 

2.3 Proteinbestimmungsverfahren 

 

Es wurden die folgenden Proteinbestimmungsverfahren durchgeführt: 

 

2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford (1976) 

 

Je 20 µl der eluierten Fraktionen wurden mit Roti-Quant-Lösung (1:5 verdünnt mit 

H2O, Fa. Roth, Karlsruhe) auf 1 ml aufgefüllt und für 10 min bei RT inkubiert. Dabei 

entsteht ein blauer Farbkomplex aus Proteinen und Coomassie-Blau 250, das in dem 

Bradford-Reagenz enthalten ist. Ebenso wurde mit Rinderserumalbumin (BSA, Fa. 

Sigma-Aldrich) verfahren, das in unterschiedlichen Konzentrationen als Standard für 

die Erstellung einer Eichkurve diente (Leerwert, 0,1/0,25/0,5/0,75/1,0 mg/ml). Nach der 

Inkubationszeit wurde mit einem Photometer LKB Biochrom Ultraspec II (Fa. 

Pharmacia Biosystems, Freiburg) die Extinktion bei 595 nm gemessen und daraus die 



14 
 
 
 
 

  

Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen errechnet. Der Hauptteil des Proteins 

befand sich in den Fraktionen eins bis vier. 

Für eine genauere Proteinbestimmung wurde das Amidoschwarzverfahren eingesetzt. 

 

2.3.2 Amidoschwarz-Proteinbestimmung 

 

Diese Methode (Dieckmann-Schuppert und Schnittler 1996) erlaubt im Gegensatz zu 

dem Verfahren nach Bradford eine genaue Proteinbestimmung auch in Anwesenheit  

hoher Konzentrationen an Detergentien oder Salz. Dies ermöglicht die Messung von 

Proben, die in SDS-Probenpuffer gelöst sind.  

Zuerst wurde eine Celluloseacetatfolie (Fa. Schleicher und Schuell, Dassel) in 1 cm2 

große Felder aufgeteilt und mit zwei Metallklammern frei schwebend aufgehängt. Die 

Proben wurden mit SDS-Probenpuffer ohne DTT (s. 2.4.2) versetzt (Verdünnung 1:5 

mit H2O) und zu je 5 µl auf die Felder aufgetragen. Als Proteinstandard wurde BSA 

analog eingesetzt. Alle Proben wurden trocken geföhnt und anschließend 10 min in eine 

Färbelösung auf den Schüttler gegeben (2,5 g Amidoschwarz, 225 ml Methanol, 225 ml 

H2O, 50 ml 100 % (v/v) Essigsäure). Mit Entfärber (237,5 ml Methanol, 237,5 ml H2O, 

25 ml 100 % (v/v) Essigsäure) wurde der Hintergrund wieder entfärbt, während die 

Proteinbanden durch die gebundene Färbelösung sichtbar wurden. Die 

Celluloseacetatfolie wurde in der Luft hängend mit einem Föhn gut getrocknet, bevor 

die Felder auseinander geschnitten und in 2 ml Reaktionsgefäße (Fa. Eppendorf, 

Frankfurt) gefaltet wurden. Nach Zugabe von 1 ml der Auflöselösung (10 g 

Trichloressigsäure, 80 ml 100 % (v/v) Ameisensäure, 10 ml 100 % (v/v) Essigsäure) 

und 30 min Inkubation im 50°C Wasserbad löste sich die Celluloseacetatfolie 

vollständig auf. Abschließend wurde die Extinktion bei 620 nm mit einem Photometer 

(s.o.) ermittelt und über die Eichgerade die Proteinkonzentration errechnet. 

Nach Abschluß der Proteinbestimmung wurden die Fraktionen mit hohem Proteingehalt 

zusammengeführt, mit HBSS umgepuffert und über einen Filter auf 100-200 µl 

eingeengt. Bei kleinem Volumen wurde der Filter Ultrafree-MC, 30000 MG (Fa. 

Millipore, Bedford, USA) verwendet und in der Zentrifuge 5415C (Fa. Eppendorf) bei 

15800 x g (14000 U/min) für 3 min eingesetzt. Ab 3 ml Volumen wurden die 

Fraktionen über den Filter Ultrafree-15, 100000 MG (Fa. Millipore) in der Zentrifuge 
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CPKR (Fa. Beckman-Coulter) bei 1400 x g (3600 U/min) und 4°C für 10 min 

eingeengt. Die ankonzentrierten Proben wurden in 20 µl Portionen bei –80°C 

aufbewahrt. 

 

2.4 Charakterisierung des VE-Cadherin-Fc-Fusionsproteins 

 

Bei der Charakterisierung des VE-Cadherin-Fc-Fusionskonstrukts wurden die 

Monomer- und die Dimer-Form des Proteins untersucht. Dabei kamen folgende 

Techniken zur Anwendung: 

- Herstellung des Monomers aus dem Dimer: die Disulfid-Brücken im Fc-Teil des 

Dimers wurden mit DTT gespalten, so daß zwei Monomere entstanden. Zusätzlich 

wurden die SH-Gruppen der entstandenen Monomere mit Iodoacetamid alkyliert 

und damit stabilisiert. 

-    SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese mit Natriumdodecylsulfat) 

- Western-Blot  

- Nachweis mit einer Chemoluminiszenzmethode 

 

2.4.1 Herstellung des VE-Cadherin-Fc-Monomers 

 

Bei der Herstellung des VE-Cadherin-Fc-Monomers wurden 5 µl einer VE-Cadherin-

Dimer-Suspension (0,4 µg/µl HBSS) zu 15 µl Probenpuffer (mit DTT, s. 2.4.2) 

gegeben, 3 min bei 56°C erwärmt und anschließend in einem 10 % (w/v) 

Polyacrylamid-Gel laufen gelassen (SDS-PAGE Verfahren, s. 2.4.2). 

Um zusätzlich die SH-Gruppen des Monomers zu stabilisieren, wurden folgende 

Schritte durchgeführt: 

100 µg lyophilisiertes Dimer wurden mit 0,2 ml 0,1 M DTT-Lösung und 0,2 ml 1 M 

Tris-HCl (pH 8,0) versetzt und eine Stunde bei RT inkubiert. Danach wurden 0,2 ml 0,3 

M Iodoacetamid (MW185) hinzugefügt und im Dunkeln 30 min inkubiert. 

Die Probe (0,6 ml) wurde über einen Filter (s. 2.3.2) auf HBSS umgepuffert und auf 100 

µl eingeengt. Die Proteinkonzentration wurde auf 1 µg/µl eingestellt. 
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2 µl dieser VE-Cadherin-Monomer-Suspension (1 µg/µl) wurden mit 18 µl 

Probenpuffer (mit DTT, s. 2.4.2) gemischt und nach dem SDS-PAGE Verfahren (s. 

2.4.2) in einem 10 % (w/v) Polyacrylamid-Gel dargestellt. 

 

2.4.2 Polyacrylamidgelelektrophorese mit Natriumdodecylsulfat (SDS-PAGE) 

 

Die Methode wurde nach der Beschreibung von Anderson und Peterson (1981) 

durchgeführt. Es kam das Puffersystem nach Laemmli (1970) zum Einsatz: 

 

Probenpuffer: 0,454 g Tris, 1,2 g SDS, 7,56 g Glycerin, 400 µl Bromphenolblau, mit  

                       HCl auf pH 6,9 einstellen, H2O ad 20 ml    

                       Für Experimente mit dem VE-Cadherin-Fc-Dimer wurde dem        

                       Probenpuffer kein DTT zugesetzt, für Experimente mit dem VE- 

                       Cadherin-Monomer oder zur Monomer-Herstellung wurden dem    

                       Probenpuffer 30 mg DTT zugegeben.  

Elektrophoresepuffer: 10 g SDS, 144 g Glycin, 30 g Tris ad 10 l H2O 

 

Pro Spur wurden 2 µg Probe in 20 µl Volumen aufgetragen. Die Proben wurden 3 min 

bei 56°C erwärmt, damit das SDS an das Protein binden konnte. Dieses wurde dabei 

denaturiert und negativ geladen. 

Ein Minigel war 0,75 cm dick und 6x8 cm groß. Es bestand aus einem 5 % (w/v) 

Polyacrylamid Sammelgel und einem Trenngel aus 10 % (w/v) oder 7,5 % (w/v) 

Polyacrylamid. 

Für das Durchlaufen des Sammelgels wurde eine Spannung von 80 V angelegt, für das 

Trenngel eine Spannung von 180-200 V. 

Nach Abschluß der Elektrophorese wurde das Gel 30 min gefärbt (1,25 g Serva Blau G-

250, 225 ml Isopropanol, 227 ml H2O, 46 ml 100 % (v/v) Essigsäure ad 500 ml H2O). 

 

2.4.3 Western Blot (Immunreplikanalyse) 

 

Die Immunreplikanalyse wurde wie folgt durchgeführt: 
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Nach der elektrophoretischen Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die 

Proteine aus dem Gel auf Nitrocellulose (HybondTM-C, Fa. Amersham, Braunschweig) 

im Semi-dry-Verfahren (Kyhse-Anderson, 1984) übertragen (Burnette, 1981). Die 

Übertragung erfolgte in einem System, bei dem Nitrocellulose und Gel zwischen 

puffergetränkten Filterpapieren luftblasenfrei auf die Graphitelektroden der 

Laufkammer (Fa. Keutz, Reiskirchen) gelegt wurden (2 Filter in Anodenpuffer I, 1 

Filter in Anodenpuffer II, Nitrocellulose, Gel, 3 Filter in Kathodenpuffer). Die 

Zusammensetzung der Puffer lautete: 

 

Anodenpuffer I:  36,34 g 1 M Tris (pH 8,0), 200 ml Ethanol, H2O ad 1 l 

Anodenpuffer II: 3,03 g 1 M Tris (pH 8,0), 200 ml Ethanol, H2O ad 1 l 

Kathodenpuffer:  3,03 g 1 M Tris (pH 8,0), 7,25 g Aminocapronsäure, 200 ml Ethanol,  

                            H2O ad 1 l 

 

Der Proteintransfer erfolgte in 90-120 min bei einer Stromstärke von 0,8 mA pro cm2 

Fläche des Polyacrylamidgels. Durch Anfärben der Nitrocellulose mit 0,5 % (w/v) 

Ponceau S (Fa. Appli Chem, Darmstadt) in 3 % (w/v) Trichloressigsäure (Salinovich 

und Montelaro, 1986) wurden die Proteine sichtbar gemacht, so daß die einzelnen 

Laufspuren identifiziert und gegebenenfalls ausgeschnitten werden konnten. Die 

Färbung ist in Wasser reversibel und ohne Einfluß auf die nachfolgende 

Immundetektion.  

 

 

 

Freie Proteinbindungsstellen auf der Nitrocellulose wurden 3 h bei RT oder über Nacht 

bei 4°C mit 5 % Magermilch in PBS mit Zusatz von 0,1 % (w/v) Tween 20 (Fa. Appli 

Chem) abgesättigt. Danach wurden die unterschiedlichen Bestandteile des VE-

Cadherin-Fc-Fusionskonstrukts mit Antikörpern nachgewiesen. Der Nachweis des VE-

Cadherin-Anteils erfolgte durch Inkubation mit dem monoklonalen Antikörper Ratte-

IgG2a 11D4.1 über Nacht bei 4°C. Der Antikörper wurde von Gotsch et al. (1997) mit 

2.4.3.1 Proteintransfer 

2.4.3.2 Immundetektion 
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Lewis Ratten hergestellt, die mit dem oben beschriebenen VE-Cadherin-Fc-

Fusionskonstrukt immunisiert worden waren. Aus den Ratten wurden Lymphozyten 

isoliert. Nach Hybridisierung mit einem Plasmazellklon wurden immortalisierte 

Hybridoma-Zellen gewonnen, die den Antikörper in das Zellkulturmedium sezernierten. 

Dieser Zellkulturüberstand konnte in der vorliegenden Arbeit ohne weitere 

Aufreinigung bei der Immundetektion und Immunfluoreszenz zum Nachweis von VE-

Cadherin eingesetzt werden. Er wird im Folgenden Hybridoma-Überstand genannt. 

Nach der Inkubation über Nacht wurde 3x5 min mit PBS mit 0,05 % (w/v) Tween-

Zusatz (Fa. Appli Chem) gewaschen, bevor 45 min bei RT mit dem Sekundärantikörper 

Ziege-anti-Ratte-IgG 1:1500 in Magermilch inkubiert wurde. Der Antikörper war mit 

Meerrettichperoxidase (POX) gekoppelt (goat-anti-rat-POX, Fa. Dianova, Hamburg). 

Nach erneutem gleichartigen Waschen erfolgte die Detektion mit der verstärkten 

Chemoluminiszenz-Methode (ECL-Methode) (s. 2.4.3.3). 

Alternativ wurde der Fc-(Mensch)-Anteil von VE-Cadherin-Fc durch Inkubation mit 

Ziege-anti-Mensch-IgG-POX (goat-anti-human-POX, Fa. Dianova) 1:1500 in 

Magermilch nachgewiesen. Die Inkubation dauerte 45 min bei RT, danach wurde 3x5 

min mit PBS mit 0,05 % (w/v) Tween-Zusatz (Fa. Appli Chem) gewaschen. Die 

Detektion erfolgte ebenfalls mit der ECL- Methode. 

 

Die auf der Nitrocellulose an Protein gebundenen Antikörper wurden mit der ECL-

Methode nachgewiesen. Dabei werden proportional zu der gebundenen Menge an Erst- 

bzw. Zweitantikörpern enzymatisch Photonen erzeugt, die mit einem Röntgenfilm 

nachgewiesen werden können. 

Die inkubierte und gewaschene Nitrocellulose wurde 1 min in eine ECL-Lösung 

gegeben (s.u.) und anschließend mit einer Klarsichtfolie abgedeckt. Obenauf  

wurde ein Röntgenfilm gelegt, der 30 s bis 3 min, je nach Intensität des Signals, in einer 

Filmkassette mit der Nitrocellulose in Kontakt gebracht wurde. Der Röntgenfilm wurde 

entwickelt, fixiert und nach dem Trocknen ausgewertet. 

Folgende Materialien kamen zum Einsatz: 

 

 

2.4.3.3 Nachweis mit einer Chemoluminiszenz-Methode 
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ECL-Lösung 1 : 1 ml 250 mM Luminol in DMSO, 0,44 ml 90 mM p-Coumaric- 

                           Acid in DMSO, 10 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,5), H2O ad 100 ml 

ECL-Lösung 2 : 64 µl 30 % H2O2, 10 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,5), H2O ad 100 ml 

Mischung der ECL-Lösung 1 und ECL-Lösung 2 im Verhältnis 1:1. 

 

Röntgenfilm:      HyperfilmTMECLTM (Fa. Amersham) 

Entwickler:         Röntgenentwickler LX 24 (Fa. Kodak, Rochester, USA) 

Fixierer:              Röntgenfixierkonzentrat (Fa. Adefo, Nürnberg) 

 

2.5 Beschichtung von Latex-Mikroperlen 

 

Um VE-Cadherin-Molekülen von Endothelzellen in den Laserpinzetten-Experimenten 

einen homophilen Bindungspartner zur Verfügung zu stellen, wurden Latex-

Mikroperlen mit VE-Cadherin-Fc-Konstrukt beschichtet. Es wurden mit Protein A 

beschichtete Latex-Mikroperlen (Dynabeads, 2,8 µm, Fa. Dynal, Oslo, Norwegen) 

verwendet. Der Waschvorgang, die Kopplung von VE-Cadherin-Fc und die 

Quervernetzung fanden nach der Anleitung für das Dynal Produkt 100.01 statt. 

Die Mikroperlen wurden im Vorratsgefäß 1 min auf dem Vortexer gründlich 

aufgeschüttelt, bevor 10 µl der Suspension (2 x 109 Mikroperlen/ml) steril in ein 1,5 ml 

Eppendorf- Reaktionsgefäß entnommen wurden. In einer Magnethalterung MPC -E-1 

(Fa. Dynal) wurden die Perlen dreimal mit 100 µl 0,1 M Na-Phosphat (pH 8,1) 

gewaschen. Dabei wurden die Mikroperlen jeweils für 1 min mit Hilfe des Magneten 

sedimentiert. Der Überstand wurde abpipettiert und verworfen, bevor die Mikroperlen 

in 100 µl 0,1 M Na-Phosphat (pH 8,1) resuspendiert wurden. Nach dem Waschen 

wurden 7 µl der VE-Cadherin-Fc Chimäre (10 µg) mit 1,5 µl 0,5 M Na-Phosphat (pH 

8,1) und 1,5 µl HBSS gemischt und 30 min bei RT mit den gewaschenen Mikroperlen 

inkubiert. Es wurde erneut dreimal mit 100 µl 0,1 M Na-Phosphat (pH 8,1) gewaschen, 

bevor abschließend das Protein über eine kovalente Bindung mit den Mikroperlen 

quervernetzt wurde. 

Hierzu wurden die Mikroperlen mehrmals gründlich mit 100 µl 0,2 M Triethanolamin 

(pH 9,0) gewaschen. In 100 µl 0,2 M Triethanolamin (pH 9,0) wurden 0,54 mg des 

Quervernetzers DMP (Dimethyl-pimelimidate-2 HCl, Fa. Pierce, Rockford, USA) 
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gelöst und für 45 min bei RT zu den Perlen gegeben. Danach wurde der Überstand 

verworfen, einmal mit 100 µl 0,2 M Ethanolamin in H2O (pH 8,0) gewaschen und 2 h 

bei RT mit 100 µl Ethanolamin-Lösung inkubiert. Abschließend wurden die 

Mikroperlen dreimal mit 100 µl HBSS gewaschen und in 100 µl HBSS bei 4°C an 

einem sich drehenden Rad (Über-Kopf-Rotation zum Vermeiden einer Sedimentation) 

aufbewahrt. Die mit dem Fusionskonstrukt beschichteten Mikroperlen waren 5-7 d 

haltbar. 

Als Kontrollperlen für die nachfolgenden Versuche mit der Laserpinzette wurden nach 

dem gleichen Protokoll selbstgewonnenes humanes IgG an die Perlen gekoppelt. Dabei 

wurden 4 µl humane IgG-Lösung (40 µg) mit je 3 µl 0,5 M Na-Phosphat (pH 8,1) und 

HBSS gemischt und mit den Perlen inkubiert. Der Erfolg der Beschichtung mit VE-

Cadherin-Fc oder mit humanem IgG wurde mittels ELISA-Verfahren kontrolliert. 

 

2.6 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

 

Der ELISA wurde durchgeführt, um die Kopplung der VE-Cadherin-Fc-Moleküle an 

die Mikroperlen zu überprüfen. Es wurde eine Plastikplatte NunclonTM mit 96 

Vertiefungen (Fa. Nunc, Dänemark) verwendet. Fünf Vertiefungen wurden mit 400 µl  

1 % (w/v) Fischgelatine in Beschichtungspuffer (s.u.) für 2 h bei RT abgesättigt und 

anschließend 3x5 min mit 400 µl Waschpuffer (s.u.) gewaschen. In abgesättigte 

einzelne Vertiefungen wurden folgende beschichteten Mikroperlen gegeben: 5 µl und   

2 µl mit VE-Cadherin-Fc beladene Mikroperlen und 5 µl und 2 µl mit humanem IgG 

gekoppelte Mikroperlen. Eine Vertiefung blieb leer, um einen Wert für die 

unspezifische Absorption zu erhalten. Alle fünf Vertiefungen wurden über Nacht bei 

4°C mit 100 µl Hybridoma-Überstand inkubiert. Danach wurde 3x5 min mit dem 

Waschpuffer gewaschen. Die Mikroperlen wurden dabei mit einem Magneten am 

Boden fixiert, damit sie nicht weggewaschen wurden. Die Inkubation mit 100 µl 

Sekundärantikörper Ziege-anti-Ratte-IgG-POX 1:3000 in Blockpuffer erfolgte 45 min 

bei RT. Nach erneutem Waschen (mit Magnet) wurden 100 µl Enzymsubstrat 1-StepTM 

Turbo TMB-ELISA (Fa. Pierce, Rockford, USA) zugegeben. Es erfolgte ein 

Farbumschlag, welcher nach 25 min durch Zugabe von 100 µl 1 M H2SO4 gestoppt 
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wurde. Danach wurde die Absorption in einem Photometer Titertek Multiskan  PLUS 

(Fa. Flow Laboratories) bei 450 nm gemessen. 

Die Zusammensetzung der Puffer lautete: 

 

ELISA-Beschichtungspuffer: Lösung A: 0,2 M Na2CO3 (21,2 g/l) 

                                                Lösung B: 0,2 M NaHCO3 (16,8 g/l) 

                                                Gebrauchslösung: 17 ml Lösung A + 8 ml Lösung B 

                                                                              H2O ad 100 ml (pH 10,6) 

ELISA-Waschpuffer:              0,24 g Tris, 0,87 g NaCl, H2O ad 100 ml (pH 7,4) 

ELISA-Blockpuffer:               0,24 g Tris, 0,87 g NaCl, 0,30 g lyophilisiertes BSA, 

                                                H2O ad 100 ml (pH 7,4) 

 

2.7 Untersuchung des Bindungsverhaltens von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen auf Maus-Endothelzellen mit einer Laserpinzette 

 

Diese Untersuchung fand in folgenden Schritten statt: 

 

2.7.1 Kultivierung von Endothelzellen aus dem Myokard der Maus  

 

Die Endothelzellen aus dem Myokard der Maus (Golenhofen und Drenckhahn, 1999) 

wurden in T25-Zellkulturflaschen (Fa. Greiner) in 6 ml Dulbecco´s Modified Eagel´s 

Medium (DMEM) gehalten. Das Medium enthielt einen Zusatz von 10 % (v/v) FCS 

(Fa. Biochrom), 110 mg/l Na-Pyruvat und 0,5 % (v/v) der unter 2.1 beschriebenen 

Antibiotikalösung Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml). Die Konzentration an 

ionisiertem Ca2+ betrug 1,8 mM. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Die 

Zellen waren nach 2-3 d zu einer konfluenten Zellmonolage gewachsen. Sie wurden 0-1 

d nach Erreichen der Konfluenz für die Fluoreszenzmikroskopie verwendet. 

 

2.7.2 Gelatinieren von Deckgläschen 

 

Zur Untersuchung mit der Laserpinzette wurden die Endothelzellen auf Deckgläschen 

mit einem Durchmesser von 22 mm ausgesät. Die Deckgläser wurden in 150 ml H2O 
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mit einer Spatelspitze EDTA aufgekocht und nochmals zweimal in frischem H2O zum 

Kochen gebracht. Danach wurde 30 min unter sterilen Bedingungen mit 0,5 % (w/v) 

Gelatine inkubiert (Herstellung der Gelatine Lösung: 10 g Gelatinepulver in 2 l 

Ampuwa, Lösung erwärmen, bis Gelatine gelöst ist (nicht kochen!), 60 min bei 100°C 

autoklavieren). Die Gelatine-Lösung wurde abgesaugt, und die Gläschen wurden 30 

min mit 2 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS inkubiert. Nach erneutem Absaugen und 3x10 

min Waschen mit PBS wurden 100 ml PBS und 1 ml 10000 U/ml Penicillin-

Streptomycin-Lösung (s. 2.1) zugegeben. Die gelatinierten Gläschen wurden in 

Petrischalen bei 4°C aufbewahrt.  

Auf diesen gelatinierten Gläschen konnten Endothelzellen in 2 ml DMEM ausgesät 

werden. Die Zellen waren nach 2-3 Tagen konfluent. 

Für die Fluoreszenz-Mikroskopie (s. 2.7.4) wurden nach dem gleichen Protokoll 

Deckgläschen (Durchmesser 12 mm) gelatiniert. 

 

2.7.3 Aufbau der Laserpinzette 

 

Es wurde ein Nd:YAG Laser (Fa. Laser 2000, Wessling) mit einer Wellenlänge von 

1064 nm und einer maximalen Leistung von 200 mW eingesetzt. Dieser Laser wurde 

mit dem Mikroskop Axiovert 135 (Fa. Zeiss, Oberkochen) kombiniert (Abbildung 2). 

Die mit Endothelzellen bewachsenen Gläschen wurden mit einem Objektiv Plan-

Neofluar 63x/1,25 Öl (Fa. Zeiss) in Ölimmersion untersucht. Das Bild wurde mit einer 

CCD-Kamera (Camera SSC-M370 CE, Fa. Sony) auf einen Bildschirm (Video Monitor 

VM-122 OE, Fa. Hitachi) projiziert. Auf den Zellen befanden sich 100-200 µl DMEM 

(37°C), in das vorher 3 µl Suspension beschichteter Mikroperlen gegeben worden 

waren. Das Absinken der Mikroperlen und die Anhaftung auf den Zellen wurden 15 

min am Bildschirm beobachtet, bevor der Laser aktiviert wurde. Einzelne Mikroperlen 

wurden manuell durch Verschieben des Gläschens in den Fokus des Laserstrahls 

gebracht (s. Abbildung 3). Die Bindungseigenschaften wurden durch den prozentualen 

Anteil der Mikroperlen, die sich bei einer bestimmten Laserleistung (30 oder 100 mW) 

nicht von der Zelloberfläche bewegen ließen, quantifiziert. 
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2.7.4 Untersuchung des Bindungsverhaltens von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen unter verschiedenen Versuchsbedingungen 

 

Das Bindungsverhalten von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen wurde 

unter folgenden Versuchsbedingungen untersucht:  

 

2.7.4.1 Bindungsverhalten unter dem Einfluß von monoklonalem VE-Cadherin-

Antikörper (Hybridoma-Überstand) 

 

Das Bindungsverhalten unter dem Einfluß von Hybridoma-Überstand wurde mit zwei 

verschiedenen Ansätzen untersucht. 

Zuerst wurden die Endothelzellen 30 min mit 2 ml Hybridoma-Überstand bei 37°C 

inkubiert. Die Zellen wurden mit dreimal 1 ml DMEM gewaschen (5 min), die Messung 

erfolgte mit 3 µl beschichteten Mikroperlen in 200 µl DMEM (37°C) bei einer 

Laserleistung von 30 mW. 

Bei dem zweiten Ansatz wurden die mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen 30 

min mit 200 µl Hybridoma-Überstand bei RT inkubiert. Die Mikroperlen wurden mit 

Hilfe der Magnethalterung dreimal mit 100 µl PBS gewaschen. Die Messung erfolgte 

mit 3 µl der gewaschenen Mikroperlen in 200 µl DMEM (37°C) bei einer Laserleistung 

von 30 mW. 

 

 

Durch Zugabe einer 100 mM Stammlösung EGTA wurde die Ca2+-Konzentration des 

DMEM von 1,8 mM auf die zu untersuchenden Ca2+-Werte gesenkt (1,3/0,8/0,3 mM 

Ca2+). Diese Ca2+-Konzentrationen wurden mit einer Ca2+-sensitiven Meßelektrode (Fa. 

Ingold, Steinbach/Taunus) nachgewiesen. Ein mit Endothelzellen bewachsenes 

Deckgläschen wurde aus dem Brutschrank entnommen und dreimal mit 1 ml DMEM 

(37°C) mit experimentell eingestellter Ca2+-Konzentration gespült. Dieses Spülen 

dauerte insgesamt 5 min. Zuletzt wurde den Zellen 100-200 µl DMEM (37°C) mit 

verminderter Ca2+-Konzentration zugegeben, die 3 µl der beschichteten Mikroperlen 

2.7.4.2 Bindungsverhalten unter dem Einfluß der extrazellulären Ca2+-Konzentration 
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enthielten. Es folgte die Untersuchung des Bindungsverhaltens bei einer Laserleistung 

von 30 mW (s. 2.7.3).  

Zur Kontrolle wurden Versuche mit von Anfang an Ca2+-freiem DMEM durchgeführt, 

in welchem mit einer 100 mM CaCl2-Stammlösung die gewünschte Ca2+-Konzentration 

eingestellt wurde (1,8/1,3/0,8/0,3 mM Ca2+). Dieses Medium enthielt einen Zusatz von 

10 % (v/v) FCS (Fa. Biochrom) und 110 mg/l Na-Pyruvat. Das FCS war vorher gegen 

PBS dialysiert worden und damit weitgehend Ca2+-frei. Das normale DMEM wurde von 

den Endothelzellen dreimal mit 1 ml PBS weggespült (5 min), bevor 200 µl DMEM mit 

frisch eingestellter Ca2+-Konzentration (37°C) hinzugegeben wurden. Die anschließende 

Untersuchung des Bindungsverhaltens erfolgte wie unter 2.7.3 beschrieben. 

 

 

Die Endothelzellen wurden einmal mit 1 ml PBS gewaschen und danach für 15 min mit 

2 ml DMEM mit 10 µM Cytochalasin B oder 10 µM Cytochalasin D (Fa. Fluka) bei 

37°C inkubiert. Anschließend wurden 200 µl der 10 µM Cytochalasin B- oder 

Cytochalasin D-Lösung mit 3 µl beschichteten Mikroperlen versetzt und zur Messung 

des Bindungsverhaltens auf die Zellen gegeben (s. 2.7.3). Die Laserleistung betrug 30 

mW oder 100 mW. 

 

 

Die Endothelzellen wurden einmal mit 1 ml PBS gewaschen und 10 min mit 2 ml 

DMEM mit 1 µM oder 10 µM A 23187 (Fa. Sigma-Aldrich) bei RT inkubiert. Danach 

wurden sie dreimal mit 1 ml DMEM gespült (5 min). Die Messung des 

Bindungsverhaltens wurde mit 3 µl beschichteten Mikroperlen in 200 µl DMEM (37°C) 

durchgeführt (s. 2.7.3). Die Laserleistung betrug 30 mW. 

 

2.8 Fluoreszenzmikroskopie 

 

Mit der Fluoreszenzmikroskopie wurden der Einfluß einer veränderten Ca2+-

Konzentration und der Einfluß der Wirkstoffe Cytochalasin B, Cytochalasin D und       

2.7.4.3 Bindungsverhalten unter dem Einfluß von Cytochalasin B und Cytochalasin D 

2.7.4.4 Bindungsverhalten unter dem Einfluß des Ca2+-Ionophors A 23187 
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A 23187 auf VE-Cadherin und auf das Aktin-Cytoskelett optisch dargestellt. Folgende 

Inkubationen wurden mit Endothelzellen auf gelatinierten Deckgläschen durchgeführt: 

 

- Inkubation mit 100 mM EGTA in DMEM: Einstellung der Ca2+-Konzentration auf 

1,8/1,3/0,8/0,3 mM. Die Inkubation erfolgte für 30 min bei 37°C. 

- Inkubation mit Ca2+-freiem DMEM: Die Ca2+-Konzentration wurde auf 

1,8/1,3/0,8/0,3 mM eingestellt (s. 2.7.4). Die Inkubation erfolgte 30 min bei 37°C. 

- Inkubation mit 10 µM Cytochalasin B oder 10 µM Cytochalasin D in DMEM (1,8 

mM Ca2+): 15 min bei 37°C (s. 2.7.4) 

- Inkubation mit 1 µM A 23187 in DMEM (1,8 mM Ca2+): 10 min bei RT (s. 2.7.4) 

 

Die Zellen wurden 5 min mit 1 ml 2 % (w/v) Formaldehyd in PBS fixiert (frisch 

hergestellt aus Paraformaldehyd) und 3 min mit 1 ml 0,1 % (w/v) Triton-X in PBS 

permeabilisiert. Es wurde 3x5 min mit PBS gewaschen und anschließend 30 min mit 10 

µl 2 % (w/v) BSA- 1 % (v/v) normalem Ziegen-Serum (normal goat serum, Fa. 

Dianova) in PBS inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde für 30 min 300 µl 

Hybridoma-Überstand bei RT zugegeben, bevor erneut 3x5 min mit PBS gewaschen 

wurde. 10 µl des mit Cy 3 markierten Sekundärantikörpers Ziege-anti-Ratte-IgG (goat-

anti-rat-Cy 3, Fa. Dianova) 1:600 in PBS wurden 20 min bei RT eingesetzt. Es wurde 

wiederum mit PBS gewaschen, bevor das Aktin-Cytoskelett durch Inkubation (15 min) 

mit 5 µl Phalloidin-Alexa (Alexa Fluor  488 Phalloidin, Absorbtionswellenlänge 494 

nm, Extinktionswellenlänge 517 nm, Fa. Molecular Probes, USA) 1:60 in PBS 

dargestellt wurde. Die Deckgläschen wurden zuletzt einmal kurz in H2O getaucht und 

dann auf einem Objektträger in 5 µl 60 % (w/v) Glycerin in PBS mit 1,5 % (w/v) NPG 

(N-Propyl-Gallat) eingedeckt. 

Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus BH2-RFCA, Fa. Zeiss) leuchtete das VE-

Cadherin rot und das Aktin-Cytoskelett grün. Es wurde ein Objektiv Planapo 63/1,4 Öl 

(Fa. Zeiss) eingesetzt. Mit einer Fotokamera Olympus OM-4 (Fa. Zeiss) und einem 

Film TMAX-400 (Fa. Kodak) wurden Aufnahmen zur Dokumentation angefertigt. 
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2.9 Bestimmung des F-Aktin-Gehalts von Endothelzellen 

 

Zur Bestimmung des F-Aktin-Gehalts von Endothelzellen wurde Phalloidin eingesetzt. 

Phalloidin ist ein Gift des Knollenblätterpilzes und bindet spezifisch und 

stöchiometrisch an F-Aktin (Wulf et al., 1980; Miyamoto et al., 1986). Diese 

Eigenschaft kann genutzt werden, um den F-Aktingehalt von Endothelzellen zu 

quantifizieren. Hierzu wurden Zellen auf gelatinierte Deckgläschen mit einem 

Durchmesser von 2,2 cm ausgesät. Nachdem eine konfluente Zellmonolage vorhanden 

war, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 15 min mit 3 % (w/v) Formaldehyd in 

PBS (s. 2.8) fixiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die 

Zellmembranen mit 0,1 % (w/v) Triton-X in PBS für 5 min permeabilisiert, bevor die 

Zellen nochmals mit PBS gespült wurden. Es folgte die Inkubation mit 500 µl 

Phalloidin-Rhodamin (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. H. Faulstich, 

Heidelberg) (1 µg/ml PBS) für 1 h bei 37°C. Unter diesen Bedingungen wird eine 

Saturierung der Phalloidinbindung erreicht (W. Ness, persönliche Kommunikation). 

Überschüssiges Rhodamin-Phalloidin wurde 3x5 min mit PBS weggewaschen, bevor 

das an F-Aktin gebundene Rhodamin-Phalloidin mit 1 ml Methanol/Gläschen für 2x1 h 

bei 37°C extrahiert wurde. Diese Inkubation sollte möglichst luftdicht durchgeführt 

werden, damit kein Methanol verdampft. Die Vollständigkeit der Extraktion wurde für 

jedes Deckgläschen fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Die 2 ml Methanolextrakte 

wurden für 10 min bei 10000 x g (11000 U/min) zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Fa. 

Eppendorf) und die Fluoreszenz in einem Fluoreszenz-Spektrophotometer (Modell SFM 

25, Fa. Kontran Instruments, Neufarn) gemessen (Anregungswellenlänge 542 nm, 

Emmissionswellenlänge 563 nm). Zur Erstellung einer Eichgeraden wurde Rhodamin-

Phalloidin in den Konzentrationen 0/1/5/10/25/50/75 ng/ml Methanol eingesetzt. 

Die Quantifizierung des F-Aktingehalts wurde unter folgenden Bedingungen 

durchgeführt: 

 

- Kontrollmessung in DMEM (1,8 mM Ca2+) 

- bei mit 100 mM EGTA auf 0,1 mM Ca2+ eingestelltem DMEM, Inkubation 1 h bei 

37°C 
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- bei Anwesenheit von 10 µM Cytochalasin B in DMEM (1,8 mM Ca2+), Inkubation 

30 min bei 37°C 

- bei Anwesenheit von 10 µM Cytochalasin D in DMEM (1,8 mM Ca2+), Inkubation 

30 min bei 37°C  

- bei Anwesenheit von 1 µM A 23187 in DMEM (1,8 mM Ca2+), Inkubation 10 min 

bei RT 

- bei Anwesenheit von 10 µM A 23187 in DMEM (1,8 mM Ca2+), Inkubation 10 min 

bei RT 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Reinigung, biochemische Charakterisierung und Kopplung des VE-Cadherin-

Fc-Fusionsproteins 

 

Aus 1 l Zellkulturüberstand ließen sich mit einer Protein A-Agarose-Säule 0,25-1,98 mg 

VE-Cadherin-Fc-Protein gewinnen. Im Western-Blot stimmte das experimentell 

ermittelte Molekulargewicht (MG) mit dem errechneten MG annähernd überein (s. 

Abbildung 4). Das errechnete MG betrug: 

 

Humanes IgG schwere Kette: CH3 12077 Da 

 CH2 12705 Da 

 Gelenk-Region 1345 Da 

VE-Cadherin extrazellulärer Teil:  62103 Da 

Summe:  88230 Da 

 

 

Abbildung 4: SDS-PAGE und Western Blot von gereinigtem VE-Cadherin-Fc unter 

nicht reduzierenden (-) und reduzierenden (+) Bedingungen. Spur 1 und 2: 

Coomassiefärbung des Gels: Spur 3 und 4: Inkubation mit Antikörper gegen 

extrazelluläre Domäne von VE-Cadherin; Spur 5 und 6: Inkubation mit Antikörper 

gegen humanes IgG 

-180 kDa 

- 90 kDa 
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Frisch gereinigtes Protein wurde unter reduzierenden und nicht reduzierenden 

Bedingungen in SDS-PAGE (7,5 % (w/v) oder 10 % (w/v) Polyacrylamid) aufgetrennt. 

Unter reduzierenden Bedingungen betrug das apparente MG des Monomers 85 kDa, 

unter nicht reduzierenden Bedingungen betrug das MG des Dimers 170 kDa. Monomer 

und Dimer wurden sowohl von dem Hybridoma-Überstand als auch von dem Ziege-

anti-Mensch-IgG-POX Antikörper erkannt. Biochemisch mit Iodoacetamid hergestelltes 

Monomer wurde ebenfalls von beiden Antikörpern erkannt. Bei der Herstellung des 

Monomers kam es zu einer teilweisen Degradation, wobei Bruchstücke mit einem MG 

von 75 kDa und 55 kDa nachgewiesen werden konnten. Die Bruchstelle war nicht 

genau zu bestimmen. 

Weiterhin ließ sich feststellen, daß VE-Cadherin-Fc unter reduzierenden Bedingungen 

hitzelabil ist. Das Protein darf in Anwesenheit von DTT nur 3 min bei 56°C erwärmt 

werden, weil es bei höheren Temperaturen degradiert.  

Der humane Fc-Teil von VE-Cadherin-Fc wurde dabei ebenso wie humanes IgG, das 

als Kontrolle diente, über Protein A an die Latex-Mikroperlen (Dynabeads) gebunden. 

Um eine kovalente Bindung zu erhalten, wurde zusätzlich der Quervernetzer DMP 

eingesetzt. Der Nachweis der Bindung konnte mittels ELISA anhand der enzymatisch 

induzierten Farbreaktion und der abschließenden Messung der Extinktion 

semiquantitativ geführt werden. Die Extinktionswerte waren von der Menge der 

eingesetzten Mikroperlen abhängig und lagen signifikant über dem Leerwert. 

Ein exemplarisches Versuchsergebnis zeigt Tabelle 1. 

Volumen der 

Mikroperlen-

Suspension in µl 

Extinktion der mit 

VE-Cadherin-Fc 

beschichteten 

Mikroperlen 

Extinktion der mit 

humanem IgG 

beschichteten 

Mikroperlen 

Extinktion des 

Leerwerts 

10 0,338 0,183  

5 0,195 0,176  

0   0,092 

 

Tabelle 1: ELISA-Kontrolle der Beschichtung von Latex-Mikroperlen. Mit VE-

Cadherin-Fc beschichtete Mikroperlen ergaben höhere Extinktionswerte als mit 

humanem IgG beschichtete Mikroperlen. 
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3.2 Nachweis der spezifischen VE-Cadherin-Interaktion 

 

Um zu überprüfen, ob die Bindung der Mikroperlen an den Endothelzellen spezifisch 

durch die Beschichtung mit VE-Cadherin-Fc vermittelt wird, wurden als Kontrolle 

Latex-Mikroperlen mit humanen IgG-Molekülen beschichtet. 

Diese mit humanen IgG-Molekülen beschichteten Mikroperlen hafteten bei gleicher 

Laserleistung (30 mW) nur mit 12,3 % des Kontollniveaus (s. Tabelle 3). Die Bindung 

erfolgte unabhängig von der extrazellulären Ca2+-Konzentration (Daten nicht 

dargestellt). Eine unspezifische Interaktion zwischen dem Komplementsystem und den 

auf den Mikroperlen gebundenen Antikörpern wurde ausgeschlossen, indem das FCS 

vor der Zugabe zum Zellmedium 1 h bei 56°C dekomplementiert wurde. Die mit VE-

Cadherin-Fc beladenen Mikroperlen hafteten dagegen genauso stark wie im nicht 

dekomplementierten Standardmedium (Daten nicht dargestellt). Die Bindung dieser 

Mikroperlen war Ca2+-abhängig: Bei einer extrazellulären Ca2+-Konzentration von 1,8 

mM hafteten 65 % der Mikroperlen, während die Haftung bei Ca2+-Konzentrationen 

von 0,0-0,3 mM 25-27 % betrug (Details s. 3.3.1). 

Die Blockierung von VE-Cadherin-Bindungsstellen führte ebenfalls zu einer Reduktion 

der Bindungshäufigkeit von mit VE-Cadherin beschichteten Mikroperlen: Wurden die 

Endothelzellen mit Hybridoma-Überstand (monoklonaler Antikörper gegen VE-

Cadherin) inkubiert, sank die Bindungshäufigkeit der Mikroperlen auf 63,6 % 

gegenüber einer Kontrollmessung. Wurden zuerst die Mikroperlen mit dem Antikörper 

inkubiert und dann in DMEM auf die Zellen gegeben, betrug die Bindungshäufigkeit 

verglichen mit der Kontrolle 72,5 % (s. Tabelle 3). 

Baumgartner bestätigte die Ergebnisse dieser Messungen, indem sowohl die 

Endothelzellen (30 min bei 37°C) als auch die mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen (30 min bei RT) mit Hybridoma-Überstand inkubiert wurden. Es wurden 

anschließend zwei Experimente mit der Laserpinzette (Laserleistung 30 mW) in 

Anwesenheit von Hybridoma-Zellkulturüberstand (37°C) durchgeführt, bei denen die 

Bindungshäufigkeit der Mikroperlen 61 % des Kontrollniveaus betrug (bisher 

unveröffentlichte Daten). 
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Diese Daten zeigten, daß die Bindung zwischen den Endothelzellen und den mit VE-

Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen partiell durch Antikörper gegen VE-Cadherin 

inhibiert werden konnte. 

 

3.3 Bindungsverhalten von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen an 

Endothelzellen 

 

Das genannte Bindungsverhalten stellte sich unter verschiedenen Versuchsbedingungen 

wie folgt dar: 

 

3.3.1 Einfluß der extrazellulären Ca2+-Konzentration 

 

Die extrazelluläre Ca2+-Konzentration wurde schrittweise durch Zugabe einer 100 mM 

EGTA-Lösung gesenkt, um die Bindungshäufigkeit der mit VE-Cadherin-Fc beladenen 

Mikroperlen zu untersuchen. Die einzelnen Messungen wurden bei einer Laserleistung 

von 30 mW durchgeführt. Dabei zeigte sich, daß mit abnehmender Ca2+-Konzentration 

immer weniger Mikroperlen an den Endothelzellen hafteten. Bei niedrigen Ca2+-

Konzentrationen mußten die Zellen ausreichend (s. 2.7.4.1) mit 0,3 mM bzw. 0,1 mM 

Ca2+-haltigem DMEM gespült werden. Bei ungenügendem Spülen wurden bei 0,3 mM 

Ca2+ zweimal Meßwerte von 67 % und einmal von 47 % gemessen. Bei ungenügendem 

Spülen wurde bei 0,1 mM Ca2+ einmal ein Meßwert von 47 % gemessen. 

Bei der nach Adam et al. (1995) errechneten Titrationskurve unterschieden sich die 

Meßwerte unterhalb von 0,8 mM Ca2+ nur gering voneinander und lagen in einem 

niedrigen Bereich. Es fiel insbesondere der starke Anstieg der Zahl der haftenden 

Mikroperlen im Bereich 0,8 mM Ca2+ bis 1,8 mM Ca2+ auf. Das Intervall 0,8 – 1,8 mM 

Ca2+ schien daher ein Bereich zu sein, in dem VE-Cadherine eine stabile Verbindung 

zwischen Mikroperlen und Endothelzellen gewährleisten konnten. Bei Ca2+-

Konzentrationen größer als 1,8 mM nahm die Bindungshäufigkeit der Mikroperlen an 

den Endothelzellen wieder ab (s. Tabelle 2 und Abbildung 5). 

Die Ergebnisse standen in Einklang mit Kontrolldaten, die durch die schrittweise 

Zugabe einer 100 mM CaCl2-Lösung zu einem von Anfang an Ca2+-freien DMEM bis 

auf Ca2+-Konzentrationen von 0,3/0,8/1,3/1,8 mM Ca2+ erhalten wurden. Eine 
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Beeinflussung des Bindungsverhaltens durch EGTA wurde damit ausgeschlossen 

(Daten nicht dargestellt). 

 

 

Ca2+-Konzentration in mM Mittelwert und 

Standardabweichung der 

haftenden Mikroperlen in 

% (Beschichtung mit VE-

Cadherin-Fc) 

Anzahl (n) der Versuche 

2,3 34 ± 9,9 3 

2,0 39 ± 5,2 3 

1,8 65 ± 8,8 10 

1,3 55 ± 3,2 4 

0,8 38 ± 7,0 4 

0,3 27  ± 2,9 3 

0,1 26 ± 6,0 2 

0,0 25 1 
 

Tabelle 2: Bindungshäufigkeit von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen 

abhängig von der extrazellulären Ca2+-Konzentration. Die Bindungshäufigkeit zeigt 

einen starken Anstieg ab 0,8 mM Ca2+. 

 

Abbildung 5: VE-Cadherin-

vermittelte Interaktion zwischen 

Mikroperlen und Endothelzellen 

abhängig von der extrazellulären 

Ca2+-Konzentration. Kooperatives 

Bindungsverhalten mit KD~1,1 mM, 

Hill Koeffizient nH~4,6. 
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Bei einer Erhöhung der Laserleistung auf 100 mW hafteten die gleiche Anzahl von 

Mikroperlen an den Endothelzellen wie bei einer Laserleistung von 30 mW (Daten nicht 

dargestellt). Damit war sichergestellt, daß eine Laserleistung von 30 mW ausreichend 

war, um eine unspezifische von einer spezifischen Bindung der Mikroperlen an die 

Endothelzellen zu unterscheiden. 

 

3.3.2 Einfluß von Cytochalasin B und Cytochalasin D 

 

Cytochalasine verhindern vor allem die Polymerisation von Aktin durch Blockierung 

des schnell wachsenden Filamentendes (barbed end). Außerdem führen Cytochalasine 

zu einer Fragmentierung von Aktinfilamenten. Sie stellen damit eine spezifische 

Möglichkeit dar, das Aktinfilamentsystem zu beeinflussen. Es wurden Cytochalasin B 

und Cytochalasin D eingesetzt (s. Tabelle 3). Nach Exposition (15 min) mit 10 µM 

Cytochalasin B sank die Bindungshäufigkeit der mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen deutlich (s. Tabelle 3). Im Verhältnis zu einer Kontrollmessung hafteten 

nur 66,5 % der Mikroperlen an den Endothelzellen (Laserleistung 30 mW). Bei einer 

Laserleistung von 100 mW lag die Bindungshäufigkeit bei 59,6 %. 

Durch 10 µM Cytochalasin D wurde die Bindungshäufigkeit auf 33,3 % der 

Kontrollwerte reduziert (Laserleistung 30 mW). 

Damit wurde gezeigt, daß die Reduktion von F-Aktin die VE-Cadherin-Interaktion 

entscheidend beeinflußt.  

Cytochalasin B, Cytochalasin D und A 23187 waren in Ethanol gelöst. Eine Zugabe von 

1 % (v/v) Ethanol zu DMEM beeinflußte die VE-Cadherin- Bindungshäufigkeit nicht 

wesentlich. Sie betrug gegenüber Kontrollmessungen ohne Ethanol 96,6 %. Die 

Adhäsion wurde also nur durch Cytochalasin B, Cytochalasin D und A 23187 

beeinträchtigt und nicht durch das Lösungsmittel. 

 

3.3.3 Einfluß der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

 

Die intrazelluläre Ca2+-Konzentration wurde durch das Ca2+-Ionophor A 23187 

verändert. A 23187 erhöht die Permeabilität der Zellmembran für Ca2+und führt so zu 

einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration (Suttorp et al., 1989; Curry et al., 
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1990). Eine erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration führt über verschiedene 

Zwischenschritte zur Kontraktion des Aktin-Myosin-Cytoskeletts (Schnittler et al., 

1990). Weiterhin wird F-Aktin unter dem Einfluß einer durch A 23187 erhöhten 

intrazellulären Ca2+-Konzentration fragmentiert, aber nicht depolymerisiert (Kuhne et 

al., 1993). 

 

Versuchsbedingungen Laserleistung 

in mW 

Mittelwert und 

Standardabweichung der 

haftenden Mikroperlen in % 

der Kontrolle  (1,8 mM Ca2+ in 

DMEM) 

Anzahl (n) 

der Versuche 

10 µM Cytochalasin B 30 66,5 ± 8,6 5 

10 µM Cytochalasin B 100 59,6 ± 9,5 3 

10 µM Cytochalasin D 30 33,3 ± 4,4 4 

1 µM A 23187 30 78,2 ± 4,3 3 

10 µM A 23187 30 34,4 ± 3,2 3 

1 % (v/v) Ethanol 30 96,6 ± 1,6 2 

Hybridoma-Überstand 

- Zellen abgesättigt 

- Mikroperlen 

abgesättigt 

30 

 

63,6 

72,5 

 

1 

1 

Mit humanem IgG 

beschichtete 

Mikroperlen 

30 12,3 ± 3,2 3 

 

Tabelle 3: Darstellung des Bindungsverhaltens von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen abhängig vom Einfluß von Cytochalasin B, Cytochalasin D, A 23187 und 

anti-VE-Cadherin (Hydridoma-Überstand). Die Bindungshäufigkeit wird durch die vier 

Substanzen deutlich reduziert. Ethanol hatte keinen Einfluß auf die Bindung der 

Mikroperlen. Die Bindungshäufigkeit von mit humanem IgG beschichteten Mikroperlen 

war geringer als die Bindungshäufigkeit von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen. 
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A 23187 hat damit im Gegensatz zu Cytochalasin B und Cytochalasin D einen weniger 

spezifischen Einfluß auf das Aktin-Cytoskelett. 

In den Experimenten zeigte sich, daß im Verhältnis zu einer Kontrollmessung ohne A 

23187 bei Zugabe von 1 µM A 23187 (Inkubationszeit 10 min) nur noch 78 % der mit 

VE-Cadherin-Fc beladenen Mikroperlen auf den Endothelzellen hafteten. 

In Anwesenheit von 10 µM A 23187 wurde die Bindungshäufigkeit auf 34,4 % des 

Kontrollniveaus reduziert (s. Tabelle 3). 

 

3.4 Fluoreszenzmikroskopie 

 

Mit der Fluoreszenzmikroskopie wurden der Einfluß einer veränderten Ca2+-

Konzentration und der Einfluß der Wirkstoffe Cytochalasin B, Cytochalasin D und A 

23187 auf VE-Cadherin und auf das Aktin-Cytoskelett optisch dargestellt. Bei der 

Immunlokalisation von VE-Cadherin unter Kontrollbedingungen (DMEM mit 1,8 mM 

Ca2+) zeigte sich eine scharf begrenzte Fluoreszenz an den Zellgrenzen benachbarter 

Endothelzellen. Das Aktin-Cytoskelett stellte sich nach Inkubation mit Phalloidin-Alexa 

mit parallel und längs verlaufenden Aktinfilamentbündeln dar. 

Bei einer extrazellulären Ca2+-Konzentration von 0,3 mM Ca2+ ging die scharfe 

randständige VE-Cadherin-Immunfluoreszenz verloren. Signifikante Änderungen des 

Aktinfilamentsystems waren nicht festzustellen. 

Ab 0,8 mM Ca2+ war die randständige VE-Cadherin-Immunfluoreszenz wieder 

vorhanden. Es ließen sich keine eindeutigen Unterschiede zu Inkubationen bei 1,3 mM 

Ca2+ und bei 1,8 mM Ca2+ feststellen. 

Damit wurde gezeigt, daß VE-Cadherin bei niedrigen extrazellulären Ca2+-

Konzentrationen von den Zell-Zell-Kontakten verschwand und bei höheren Ca2+-

Konzentrationen an die Zell-Zell-Kontakte rekrutiert wurde. Der Bereich ab 0,8 mM 

Ca2+ schien dabei eine wichtige Grenze zu sein, oberhalb der sich durch VE-Cadherin 

vermittelte Zell-Zell-Kontakte ausbilden konnten. 

Die Ergebnisse stimmten mit Ergebnissen aus den Laserpinzetten-Experimenten bei 

unterschiedlichen extrazellulären Ca2+-Konzentrationen überein (s. Absatz 3.2.1). Hier 

nahm die Bindungshäufigkeit der mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen 
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ebenfalls ab einer extrazellulärem Ca2+-Konzentration von 0,8 mM zu, während bei 

niedrigeren Ca2+-Konzentrationen die Bindungshäufigkeit nur gering war. 
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Abbildung 6:Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von VE-Cadherin und Aktin in 

Endothelzellen. Bild 1 und 2: Kontrolle; Bild 3 und 4: nach 10 µM Cytochalasin D; 

Bild 5 und 6: nach 1 µM A 23187; Bild 7 und 8: nach 0,3 mM Ca2+; Bilder 1, 3, 5 

und 7 zeigen Immunlokalisationen von VE-Cadherin mit Hybridoma-Überstand. 

Bilder 2, 4, 6 und 8 zeigen Darstellungen von F-Aktin mit Phalloidin-Alexa 
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Bei Inkubation der Endothelzellen mit 10 µM Cytochalasin B (15 min bei 37°C) 

wurden die folgenden Beobachtungen gemacht: 

Die randständige VE-Cadherin-Immunfluoreszenz blieb erhalten, war aber nicht mehr 

so scharf begrenzt wie unter Kontrollbedingungen. Das Aktin-Cytoskelett wurde 

zerstört und stellte sich punktförmig dar. 

Versuche mit Cytochalasin D brachten das gleiche Resultat. 

Die unterschiedlichen Ergebnisse in der VE-Cadherin-Immunfluoreszenz ließen sich 

nur erzielen, wenn die Endothelzellen nicht älter als 48-72 h waren. Waren die Zellen 

älter, stellte sich sowohl unter dem Einfluß verschiedener extrazellulärer Ca2+-

Konzentrationen als auch unter dem Einfluß von Cytochalasin B oder Cytochalasin D 

eine scharf begrenzte, randständige VE-Cadherin-Lokalisation dar, die nicht von einer 

Kontrolle zu unterscheiden war. Damit schienen die Zellkontakte von Zellen, die älter 

als drei Tage waren, stabiler zu sein als die von Zellen, die gerade konfluent gewachsen 

waren. 

Unter dem Einfluß von 1 µM A 23187 ließen sich folgende Beobachtungen machen 

(Inkubationszeit: 10 min bei RT): 

Bei der Immunlokalisation von VE-Cadherin zeigte sich eine diffusere 

Immunfluoreszenz als unter Kontrollbedingungen. Die Färbung des Aktin-Cytoskeletts 

war reduziert. 

 

3.5 Quantifizierung des F-Aktingehalts von Endothelzellen 

 

Um den F-Aktin-Gehalt von Endothelzellen zu quantifizieren, wurden die 

Aktinfilamente mit Rhodamin-Phalloidin gefärbt und die Extinktion der 

Methanolextrakte gemessen, nachdem die Zellen vorher mit 0,1 mM Ca2+ oder bei 1,8 

mM Ca2+ mit 10 µM Cytochalasin B, 10 µM Cytochalasin D oder 1 µM A 23187 

inkubiert worden waren. Als Vergleich diente eine Messung an Zellen mit 1,8 mM Ca2+ 

in DMEM (s. Tabelle 4). 

Nach Inkubation mit 0,1 mM Ca2+-haltigem Zellmedium für 1 h bei 37°C konnten nur 

noch 87,0 % des F-Aktins gegenüber der Kontrolle nachgewiesen werden. Unter dem 

Einfluß von 10 µM Cytochalasin B (1,8 mM Ca2+) sank der gemessene Extinktionswert 
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des F-Aktins auf 78,3 %, nach Inkubation mit 10 µM Cytochalasin D (1,8 mM Ca2+) auf 

76,8 % (je 30 min bei 37°C).  

In Anwesenheit von 1 µM A 23187 (1,8 mM Ca2+) betrug die Extinktion des F-Aktins 

37,0 %, in Anwesenheit von 10 µM A 23187 betrug die Extinktion 39,3 % (je 10 min 

bei RT). 

 

Versuchsbedingungen Mittelwert und 

Standardabweichung der 

gemessenen Extinktionen in 

% der Kontrolle 

(1,8 mM Ca2+ in DMEM) 

Anzahl (n) der 

Versuche 

0,1 mM Ca2+ 87,0 ± 7,1 3 

10 µM Cytochalasin B 

(1,8 mM Ca2+) 

78,3 ± 5,5 3 

10 µM Cytochalasin D 

(1,8 mM Ca2+) 

76,8 ± 1,6 3 

1 µM A 23187 

(1,8 mM Ca2+) 

37,0 ± 7,0 3 

10 µM A 23187 

(1,8 mM Ca2+) 

39,3 ± 6,5 3 

 

Tabelle 4: Quantifizierung des F-Aktin-Gehalts von Endothelzellen. Der F-Aktin- 

Gehalt wurde durch eine Ca2+-Konzentration von 0,1 mM und bei 1,8 mM Ca2+ durch 

Cytochalasin B, Cytochalasin D und A 23187 gesenkt. 

 

Damit wurde gezeigt, daß eine niedrige extrazelluläre Ca2+-Konzentration, der Einfluß 

von Cytochalasin B und D und die durch A 23187 erhöhte intrazelluläre Ca2+-

Konzentration die Menge des F-Aktins deutlich reduzierten. Cytochalasin B und 

Cytochalasin D erzielten dabei nahezu identische Wirkung. 
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4 Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte dargestellt werden, welchen Einfluß die extrazelluläre 

Ca2+-Konzentration und das Aktin-Cytoskelett auf die durch VE-Cadherin vermittelte 

Adhäsion von Endothelzellen haben. Diese Einflußfaktoren wurden mit Hilfe der 

Laserpinzetten-Technik untersucht, indem die Bindungshäufigkeit von mit VE-

Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen an Endothelzellen bestimmt wurde. Dabei 

wurde einem nativen Zellverband ein definierter Bindungspartner in Form der 

beschichteten Mikroperlen zur Verfügung gestellt, mit dem die Funktion von VE-

Cadherin isoliert untersucht werden konnte. Dieser Versuchsaufbau stellte eine 

neuartige Ergänzung zu den Methoden anderer Autoren dar, die verschiedene 

Eigenschaften von Cadherinen entweder mit Zellsystemen oder mit rekombinanten 

Proteinen untersuchten (s. 4.3).  

Das VE-Cadherin-Fc-Fusionsprotein wurde zuerst charakterisiert und seine erfolgreiche 

Kopplung an die Mikroperlen nachgewiesen (s. 4.1). Anschließend wurde festgestellt, 

daß die durch VE-Cadherin vermittelte Bindung zwischen Mikroperlen und 

Endothelzellen spezifisch (s. 4.2) und von Veränderungen der extrazellulären Ca2+-

Konzentration (s. 4.3) und des Aktinfilamentsystems (s. 4.4) direkt abhängig war. Diese 

Ergebnisse eröffnen einen Ausblick auf weitere Einsatzmöglichkeiten der 

Laserpinzetten-Technik (s. 4.5). 

 

4.1 Charakterisierung des VE-Cadherin-Fc-Fusionsproteins 

 

Um die Eigenschaften des VE-Cadherin-Fc-Fusionsproteins zu charakterisieren, wurde 

das Protein über eine Protein A-Agarose-Säule aufgereinigt und im Western Blot 

dargestellt. Dabei wurden die theoretisch ermittelten Eigenschaften der Chimäre durch 

die Versuchsergebnisse bestätigt: Das errechnete Molekulargewicht (MG) stimmte mit 

dem experimentell ermittelten MG überein. Aus dem VE-Cadherin-Fc-Dimer konnte 

die Monomer-Form isoliert werden. Monomer und Dimer wurden sowohl von einem 

monoklonalen humanen Antikörper gegen den Fc-Teil der Chimäre als auch von dem 

Hybridoma-Überstand, der gegen den VE-Cadherin-Anteil der Chimäre gerichtet war, 

erkannt. Damit war gewährleistet, daß das Fusionsprotein Eigenschaften von nativem 
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VE-Cadherin besaß und für eine homophile Interaktion mit VE-Cadherin-Molekülen 

der Endothelzellen zur Verfügung stand. 

Die ELISA-Ergebnisse zeigten, daß die Kopplung von VE-Cadherin-Fc an die Latex-

Mikroperlen erfolgreich durchgeführt werden konnte. Folglich konnten die 

beschichteten Mikroperlen den Endothelzellen als Bindungspartner gegenübergestellt 

werden. 

 

4.2 Latex-Mikroperlen binden spezifisch über VE-Cadherin an Endothelzellen 

 

Es wurden verschiedene Experimente durchgeführt, um sicherzustellen, daß die 

Bindung der Mikroperlen an die Endothelzellen ausschließlich durch VE-Cadherin 

vermittelt wurde: Eine Beschichtung der Mikroperlen mit humanen IgG-Molekülen 

führte zu einer deutlich geringeren Bindungshäufigkeit als Kontrollexperimente mit 

einer VE-Cadherin-Fc-Beschichtung. Wurde dieses Ca2+-abhängige Adhäsionsmolekül 

an die Mikroperlen gekoppelt, konnte die Interaktion mit VE-Cadherin-Molekülen der 

Endothelzellen durch eine Senkung der extrazellulären Ca2+-Konzentration reduziert 

werden. Die Bindungshäufigkeit der mit humanen IgG-Molekülen beschichteten 

Mikroperlen war dagegen unabhängig von der extrazellulären Ca2+-Konzentration. 

Durch Inkubation mit dem monoklonalen Antikörper Ratte-IgG2a 11D4.1 (Hybridoma-

Überstand) wurde die VE-Cadherin-vermittelte Interaktion zwischen Mikroperlen und 

Endothelzellen partiell inhibiert. Corada et al. (2001) beschrieben drei Mechanismen, 

durch die monoklonale Antikörper die durch VE-Cadherin vermittelte Adhäsion 

beeinflussen können: Die Bindung eines monoklonalen Antikörpers kann zu einer 

Konformationsänderung von VE-Cadherin führen, wodurch sein aminoterminales Ende 

nicht mehr für eine homophile Bindung zur Verfügung steht. Ein zweiter denkbarer 

Mechanismus ist die Auslösung einer sterischen Änderung von VE-Cadherin, so daß die 

reißverschlußartige Interaktion von VE-Cadherin-Molekülen benachbarter Zellen 

verhindert wird. Eine dritter Mechanismus besteht darin, daß reißverschlußartig 

angeordnete Cadherine multiple Adhäsionskontakte entlang ihrer extrazellulären 

Domäne eingehen, von denen einer durch einen monoklonalen Antikörper blockiert 

werden kann. Dies könnte die Bindung zwischen Cadherin-Molekülen schwächen und 

eine Auflösung von Zellkontakten bewirken. 
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Alle drei dargestellten Mechanismen der Interaktion zwischen einem monoklonalen 

Antikörper und Cadherin-Molekülen können auch als Erklärung für die hier 

vorgestellten Ergebnisse der Laserpinzetten-Experimente dienen. Da der Hydridoma-

Überstand in den unterschiedlichen Versuchsansätzen (s. 3.2) die VE-Cadherin-

Interaktion nicht weiter als auf 61-72,5 % gegenüber Kontrollverhältnissen reduzierte, 

wurde vermutet, daß die durch VE-Cadherin vermittelte Bindung zwischen Mikroperlen 

und Endothelzellen durch Faktoren bedingt war, die durch den Hybridoma-Überstand 

nur teilweise inhibiert wurden.   

 

4.3 Direkte Abhängigkeit der VE-Cadherin-Interaktion von der extrazellulären 

Ca2+-Konzentration  

 

Als erster Einflußfaktor auf die VE-Cadherin-Interaktion wurde die extrazelluläre Ca2+-

Konzentration untersucht.  

Durch Zugabe von EGTA zu dem Zellkulturmedium ließ sich die extrazelluläre Ca2+-

Konzentration auf verschiedene Werte titrieren. Es konnte festgestellt werden, daß die 

Bindungshäufigkeit der Mikroperlen nicht linear oder exponentiell mit steigender Ca2+-

Konzentration zunahm, sondern daß sie einer hoch kooperativen, s-förmigen 

Titrationskurve mit einem starken Anstieg ab einer Konzentration von 0,8 mM Ca2+ 

entsprach. Ab dieser Konzentration erreichte die Bindungshäufigkeit schnell ein 

Maximum bei 1,8 mM Ca2+ und fiel bei Ca2+-Konzentrationen > 2,0 mM wieder ab. 

Dieser Abfall wurde damit erklärt, daß Konzentrationen von 2,0 und 2,3 mM Ca2+ 

jenseits der physiologischem Grenze lagen und für die Zellen toxisch wirken konnten. 

Durch den kombinierten Einsatz von nativen Zellen und rekombinantem VE-Cadherin 

wurde damit nachgewiesen, daß unterschiedliche extrazelluläre Ca2+-Konzentrationen 

die Interaktion zwischen VE-Cadherin-Molekülen direkt beeinflußten. Der Anstieg der 

Bindungshäufigkeit von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen ab einer 

extrazellulären Ca2+- Konzentration von 0,8 mM stimmte mit Ergebnissen anderer 

Arbeitsgruppen überein. Diese machten Aussagen über native Zellsysteme oder über 

rekombinante Cadherin-Moleküle: 

Baumgartner et al. (2000) zeigten mit der Atomkraftmikroskopie (AFM) unter 

Verwendung von rekombinantem VE-Cadherin, daß sich die Bindungsaktivität von VE-
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Cadherin durch eine s-förmige Kurve mit einer halbmaximalen Bindungsaktivität (KD) 

bei 1,15 mM Ca2+ darstellen ließ. Die Bindungsaktivität nahm ab einer extrazellulären 

Ca2+-Konzentration von 0,8 mM stark zu und erreichte bei Ca2+-Konzentrationen > 1,2 

mM ihr Maximum. Diese Ergebnisse stimmen weitgehend mit den in der vorliegenden 

Arbeit durchgeführten Laserpinzetten-Experimenten überein.  

Pertz et al. (1999) entdeckten an rekombinanten E-Cadherin-Chimärproteinen, daß ab 

einer Konzentration von 1,0 mM Ca2+ eine Trans-Interaktion zwischen den chimären 

Cadherinen auftrat, während bei niedrigeren Ca2+-Konzentrationen von 0,5-1,0 mM nur 

eine Cis-Dimerisierung, aber keine Trans-Interaktion, auftrat. Eine Ca2+-Konzentration 

von 50-100 µM führte zu einer Stäbchen-artigen Struktur chimärer E-Cadherin-

Moleküle ohne Cis- oder Trans-Interaktion. 

Shasby und Shasby (1986) und Lampugnani et al. (1992) beschrieben an Zellverbänden, 

daß bei Ca2+-Konzentrationen unter 1,0 mM die parazelluläre Permeabilität des 

Endothels stark anstieg.  

Gao et al. (2000) wiesen in vivo nach, daß eine Depletierung der extrazellulären Ca2+-

Konzentration mit EDTA (> 1 mM) zu einer gesteigerten Permeabilität in der 

Mikrozirkulation der Lunge führte, die 5-7 min nach EDTA-Zugabe auftrat und durch 

die Wiederherstellung der ursprünglichen Ca2+-Konzentration nach 20 min reversibel 

war. Mit Immunfluoreszenz-Experimenten an einer Zellmonolage  wurde gezeigt, daß 

VE-Cadherin nach Inkubation mit 2 mM EDTA (5 min) von den Zellkontakten 

verschwand und 40 min nach Wiederherstellung der Ausgangs-Ca2+-Konzentration 

wieder nachweisbar war. Es wurde gefolgert, daß der Verlust der VE-Cadherin-

Interaktion zu einer Zunahme der Permeabilität führte. Dabei wies die schnelle 

Reversibilität der Beobachtungen darauf hin, daß der von den Zellkontakten dissoziierte 

VE-Cadherin-Catenin-Komplex intakt blieb und sich innerhalb von Minuten wieder an 

den Zellkontakten anreichern konnte. VE-Cadherin schien so Ca2+-abhängig die 

Permeabilität dynamisch regulieren zu können. 

Lampugnani et al. (1995) machten ähnliche Beobachtungen, indem sie 5 min nach 

Inkubation einer Zellmonolage mit EGTA ein Verschwinden von VE-Cadherin 

zusammen mit dem Komplex der α-, β- und γ-Catenine von den Zellkontakten 

nachwiesen. Dabei löste sich der VE-Cadherin-Catenin-Komplex von dem Aktin-
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Cytoskelett. 45 min nach Wiederherstellung der physiologischen Ca2+-Konzentration 

waren VE-Cadherin und die Catenine wieder an Zellkontakten vorhanden. 

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit traten bei Ca2+-Konzentrationen von 0,3 

mM und 0,1 mM große Schwankungen zwischen einzelnen Meßergebnissen auf, die in 

zwei Bereiche eingeteilt werden konnten. Dabei fiel auf, daß niedrige Meßwerte (20-30 

% haftende Mikroperlen) nur dann erhalten wurden, wenn die Zellen vorher ausgiebig 

mit 0,3 mM oder 0,1 mM Ca2+-haltigem DMEM gespült worden waren (3x2 min; vgl. 

auch Gao et al., 2000). Bei nicht ausreichendem Mediumwechsel war die extrazelluläre 

Ca2+-Konzentration offensichtlich noch nicht auf die angestrebte Konzentration 

abgefallen, so daß 47-67 % der Mikroperlen an den Endothelzellen hafteten. 

Einen weiteren Einflußfaktor konnten die äußeren Meßbedingungen darstellen, die nicht 

den Verhältnissen im Brutschrank (37°C, 5 % (v/v) CO2) entsprachen, sondern bei 20°C 

durchgeführt wurden. Den Versuchsbedingungen bei 20°C wurde aber kein 

entscheidender Einfluß zugemessen, weil sie von den Zellen bei Ca2+-Konzentrationen 

> 0,8 mM auch über längere Zeit toleriert wurden. Baumgartner bestätigte diese These, 

indem er Kontrollversuche unter Brutschrankbedingungen (37°C, 5 % (v/v) CO2) 

durchführte (bisher unveröffentlichte Daten). 

Mit der Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, daß sich VE-Cadherin bei 

einer extrazellulären Ca2+-Konzentration von 0,3 mM diffus über die Zelle verteilte und 

von Zell-Zell-Kontakten verschwand. Die Zellkontakte wurden in den Laserpinzetten-

Experimenten durch die Zugabe von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen 

auf Endothelzellen simuliert. Die geringe Bindungshäufigkeit dieser Mikroperlen bei 

Ca2+-Konzentrationen von 0,1 mM und 0,3 mM wurde daher wahrscheinlich durch die 

diffuse Verteilung der VE-Cadherin-Moleküle der Endothelzellen bedingt, die nicht 

mehr für die Ausbildung von Kontakten zwischen Zellen und Mikroperlen zur 

Verfügung standen. 

In der Fluoreszenzmikroskopie ließen sich bei einer Ca2+-Konzentration von 0,3 mM 

keine signifikanten Veränderungen am Aktinfilamentsystem nachweisen. Es traten 

keine Lücken in der Zellmonolage auf (vgl. Navarro et al., 1995). Lampugnani et al. 

(1995) beobachteten bei Anwesenheit von 5 mM EGTA vereinzelt Lücken im Zellrasen, 

Shasby et al. (1986) beobachteten bei Anwesenheit von 2 mM EGTA eine 

Zelldissoziation, die von einer Retraktion des peripheren Aktinfilamentsystems begleitet 
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war. Diese Arbeiten wurden mit Zellmedium ohne Zusatz von Serum durchgeführt. 

Schnittler et al. (1997) wiesen darauf hin, daß Serumbestandteile für eine konfluente 

Zellmonolage von wichtiger Bedeutung sind. Die Abwesenheit von Serum stellt damit 

neben der niedrigen extrazellulären Ca2+-Konzentration einen weiteren 

unphysiologischen Einflußfaktor dar, der die Ergebnisse von Experimenten mit Serum-

freiem Zellmedium nur eingeschränkt aussagefähig macht.  

 

4.4 Direkter Einfluß des Aktinfilamentsystems auf die VE-Cadherin-Interaktion 

 

Als zweiter wichtiger Einflußfaktor auf die VE-Cadherin-Interaktion wurde das 

Aktinfilamentsystem untersucht. Das Aktin-Cytoskelett läßt sich in drei verschiedene 

Abschnitte einteilen: In das kortikale Netzwerk, in das mit Adhärenskontakten 

assoziierte Aktin-Cytoskelett und in Aktin-Streßfasern (Drenckhahn und Ness, 1997). 

Die einzelnen Abschnitte haben unterschiedliche Aufgaben, wobei das mit 

Adhärensjunktionen assoziierte Aktin-Cytoskelett für die Funktion von VE-Cadherin 

am wichtigsten ist.  

Hordijk et al. (1999) beschrieben anhand von Experimenten über die Leukozyten-

Transmigration durch eine Monolage aus Endothelzellen, daß sich VE-Cadherin und 

Aktin-Streßfasern wechselseitig beeinflussen. Eine Inhibition der extrazellulären VE-

Cadherin-Bindung führte dabei zu einer Reduktion der Aktin-Streßfasern und zu einer 

Anreicherung von F-Aktin im kortikalen Netzwerk des Cytoskeletts. Eine vermehrte 

Ausbildung der Aktin-Streßfasern verstärkte hingegen die durch VE-Cadherin 

vermittelte Zelladhäsion. 

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls deutlich, daß eine Reduktion 

von F-Aktin durch 10 µM Cytochalasin B oder 10 µM Cytochalasin D die 

Bindungseigenschaften von VE-Cadherin entscheidend veränderte: Es resultierte eine 

schwächere Haftung der mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen. Die 

Interaktion der Mikroperlen mit den Endothelzellen war dabei ausschließlich durch VE-

Cadherin vermittelt. Es konnte gefolgert werden, daß ein intaktes Aktinfilamentsystem 

direkt die durch VE-Cadherin vermittelte Adhäsion beeinflußte.  

Da Cytochalasin B nicht nur die Polymerisation von G-Aktin zu F-Aktin verhindert, 

sondern auch ein Einfluß auf Glucose-Transporter der Zellmembran diskutiert wird, 
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wurden außerdem Versuche mit Cytochalasin D durchgeführt. Für Cytochalasin D ist 

keine Nebenwirkung an anderen Transportsystemen der Zelle bekannt. Die wesentlich 

stärkere Wirkung von Cytochalasin D in den Laserpinzetten-Experimenten konnte daher 

auf die spezifischere Zerstörung des Aktin-Cytoskeletts zurückgeführt werden. 

Bei der Quantifizierung des F-Aktin-Gehalts der Endothelzellen wurden bei 

Anwesenheit von Cytochalasin B 78,3 % F-Aktin, bei Anwesenheit von Cytochalasin D 

76,8 % F-Aktin gegenüber Kontrollbedingungen gemessen. Dieser Reduktion von F-

Aktin entsprachen die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie. Hier war das 

Aktinfilamentsystem der Zellen unter dem Einfluß von Cytochalasin B oder 

Cytochalasin D zu punktförmigen Flecken aggregiert. Eine Zelldissoziation konnte 

nicht festgestellt werden. VE-Cadherin stellte sich an den Zellgrenzen dar, allerdings 

war die Fluoreszenz nicht scharf begrenzt, sondern diffuser als unter 

Kontrollverhältnissen. In Verbindung mit den Ergebnissen der Laserpinzetten-

Experimente wurde vermutet, daß das Aktin-Cytoskelett zur Verankerung von VE-

Cadherin in der Zellmembran beitrug: Wurde die Polymerisation von G-Aktin zu F-

Aktin durch Cytochalasine verhindert, konnten sich VE-Cadherin-Moleküle diffus in 

der Zellmembran verteilen. Dabei wurde die Fähigkeit, die mit VE-Cadherin-Fc 

beladenen Mikroperlen zu binden, reduziert.  

Sowohl die diffuse VE-Cadherin-Fluoreszenz bei einer Ca2+- Konzentration von 0,3 

mM als auch die unscharfe randständige Fluoreszenz unter dem Einfluß von 

Cytochalasin B und D konnten nur bei einem Zellalter von 2-3 d (0-1 d nach Erreichen 

von Konfluenz) beobachtet werden. Bei einem Zellalter von 4-7 d (2-5 d nach Erreichen 

von Konfluenz) hingegen wurde eine scharf begrenzte randständige Fluoreszenz 

erhalten, die den Kontrollbedingungen in DMEM mit 1,8 mM Ca2+ entsprach. 

Navarro et al. (1995) untersuchten ebenfalls den Einfluß des Aktin-Cytoskeletts auf VE-

Cadherin. Sie konnten feststellen, daß eine homophile Interaktion zwischen VE-

Cadherinen benachbarter Zellen unabhängig von der Bindung an das Aktin-Cytoskelett 

zustande kam, daß aber die Verankerung der Cadherine an das Aktinfilamentsystem 

über die Catenine eine entscheidende Bedeutung für die Permeabilität einer 

Zellmonolage und damit für die mechanische Stabilität der Zellkontakte hatte. Diese 

These wurde durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützt. Navarro 

beobachtete aber unter dem Einfluß von Cytochalasin D keine diffuse 
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Immunfluoreszenz von VE-Cadherin und formulierte daher, daß das Aktin-Cytoskelett 

nicht entscheidend für die durch VE-Cadherin vermittelte Adhäsion war. Diese 

Beobachtungen standen in einem scheinbaren Gegensatz zu den Ergebnissen, die die 

Fluoreszenzmikroskopie dieser Arbeit ergab. Die Erklärung für diese unterschiedlichen 

Ergebnisse konnte in der oben beschriebenen Zeitabhängigkeit der Immunfluoreszenz-

Ergebnisse gefunden werden. Navarro verwendete Zellen, die in 4-5 d zu einer 

konfluenten Monolage gewachsen waren, während eine diffuse Fluoreszenz von VE-

Cadherin in dieser Arbeit nur an Zellen gefunden wurde, die nach 2-3 d Konfluenz 

erreicht hatten. 

Die VE-Cadherin-Interaktion scheint ein dynamischer Prozeß zu sein, der abhängig 

vom Zellalter und abhängig von der Zeit, die zur Ausbildung der Adhärenskontakte zur 

Verfügung steht, unterschiedliche Eigenschaften besitzt. Dabei sind die 

unterschiedlichen Faktoren, die zu einer vermehrten Stabilität der durch VE-Cadherin 

vermittelten Adhäsion beitragen, noch nicht vollständig bekannt.  

Bereits in früheren Arbeiten wurde auf die Dynamik von Cadherin-Interaktionen und 

auf unterschiedliche Stadien hingewiesen, die Konsequenzen für die Stabilität der 

Zellverbindungen haben: 

Yap et al. (1997) zeigten an C-Cadherin, daß die Stabilität von Cadherin-Kontakten 

abhängig von der Zeit, die zur Ausbildung der Kontakte zur Verfügung stand, zunahm. 

Lampugnani et al. (1997) fanden bei einer gerade konfluenten Zellmonolage eine 

ausgeprägte intrazelluläre Phosphorylierung von VE-Cadherin, das in diesem Stadium 

hauptsächlich mit β-Catenin und p120 assoziiert war. Die Phosphorylierung nahm 

hingegen bei einer dicht gewachsenen Zellmonolage stark ab. VE-Cadherin war nun vor 

allem mit Plakoglobin verbunden. Abhängig von der Phosphorylierungsrate und der 

molekularen Zusammensetzung konnte daher zwischen einem Initialstadium und einem 

Reifestadium der Adhärenskontakte unterschieden werden. In dem Reifestadium wurde 

die volle mechanische Belastbarkeit der Adhärensjunktionen erreicht. Zuerst lagen ein 

Komplex aus VE-Cadherin, α-Catenin und β-Catenin vor, später vermittelte 

Plakoglobin eine Verstärkung der Zellkontakte (Lampugnani et al., 1997). 
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Schnittler et al. (1997) konnten in Scherstreß-Versuchen mit Endothelzellen 

nachweisen, daß die Stabilität der durch VE-Cadherin vermittelten Zellkontakte bei 

Abwesenheit von Plakoglobin nicht durch β-Catenin kompensiert werden konnte. 

Die Phosphorylierung von VE-Cadherin und der assoziierten Catenine konnte auch 

durch Wachstumsfaktoren induziert werden (Esser et al., 1998). Dies führte zu einer 

Erhöhung der parazellulären Permeabilität und zu einer Schwächung der Zellkontakte. 

Dadurch könnten einzelne Prozesse der Angiogenese wie die Wanderung von Zellen 

und die Reorganisation von Zellverbänden gefördert werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde neben dem Einfluß von Cytochalasinen auch der 

Einfluß des Ca2+-Ionophors A 23187 auf die Aktin-vermittelte Regulation von VE-

Cadherin untersucht. 

Der Wirkmechanismus von A 23187 auf das Aktin-Cytoskelett wurde bisher durch zwei 

Mechanismen erklärt: 

Schnittler et al. (1990) beschrieben, daß A 23187 die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

erhöhte, die zu einer Erhöhung der Permeabilität und zur Dissoziaton benachbarter 

Zellen führte. Sie vermuteten einen Wirkmechanismus, bei dem die erhöhte 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration zu einer Ca2+/Calmodulin abhängigen 

Phosphorylierung von Myosin führte. Die Phosphorylierung von Myosin war an dem 

Aktin-Myosin-abhängigen Kontraktionsmechanismus beteiligt, der zu einer 

Dissoziation von Zell-Zell-Kontakten führte. 

Als einen zweiten Mechanismus für die durch A 23187 ausgelöste Dissoziation von 

Zell-Zell-Kontakten zeigten Kuhne et al. (1993), daß die durch A 23187 erhöhte 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration zu einer Fragmentation (nicht aber 

Depolymerisierung) von F-Aktin führte, an der das Protein Gelsolin beteiligt war. 

In den Laserpinzetten-Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde die VE-Cadherin-

vermittelte Interaktion zwischen Mikroperlen und Endothelzellen in Anwesenheit von A 

23187 deutlich reduziert. Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte eine diffuse Fluoreszenz 

von VE-Cadherin und eine reduzierte Darstellung des Aktin-Cytoskeletts. Die 

verminderte Fluoreszenz des Aktin-Cytoskeletts deckte sich mit der unter dem Einfluß 

von A 23187 gemessenen Reduktion des F-Aktin-Gehalts der Endothelzellen. Es wurde 

vermutet, daß die Veränderung am Aktinfilamentsystem zu einer diffusen Verteilung 
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von VE-Cadherin in der Zellmembran führte, die die Interaktion mit den VE-Cadherin-

Fc-Molekülen der Mikroperlen schwächte. 

Es fiel auf, daß der F-Aktin-Gehalt der Endothelzellen durch A 23187 deutlich stärker 

reduziert wurde als in Anwesenheit von Cytochalasin B oder Cytochalasin D. Die 

Bindungshäufigkeit von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen war jedoch in 

den Versuchen mit 1 µM A 23187 (78,2 %) und 10 µM Cytochalasin B (66,5 %) bzw. 

in den Versuchen mit 10 µM A 23187 (34,4 %) und 10 µM Cytochalasin D (33,3 %) 

vergleichbar. 

Diese Beobachtungen wurden wie folgt erklärt: 

Durch die Bindung zwischen VE-Cadherin-Molekülen der Mikroperlen und der 

Zellmembran der Endothelzellen wurde ein neu entstehender Zell-Zell-Kontakt 

simuliert. Dieser Kontakt wurde durch sich neu ausbildendes F-Aktin stabilisiert. Unter 

A 23187 kommt es hauptsächlich zu einer Fragmentation von neu gebildeten und von 

bereits bestehenden Aktinfilamenten. Cytochalasine hemmen dagegen vor allem die 

Polymerisierung von Aktin . Durch diese unterschiedlichen Wirkmechanismen ließ sich 

erklären, warum die stärkere Reduktion des F-Aktingehalts der Endothelzellen durch A 

23187 im Vergleich zu den Cytochalasinen nicht zu einem stärkeren Abfall der 

Bindungshäufigkeit von mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen führte. 

 

4.5 Ausblick 

 

Durch die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden neue Erkenntnisse über die 

Regulationsmechanismen von VE-Cadherin gewonnen: 

- die Kontakte zwischen mit VE-Cadherin-Fc beschichteten Mikroperlen und VE-

Cadherin-Molekülen von Endothelzellen werden durch den Polymerisationsgrad des 

Aktin-Cytoskeletts und durch die extrazelluläre Ca2+-Konzentration direkt reguliert 

- mit der Laserpinzetten-Technik ergibt sich die Möglichkeit, Proteinen in einem 

nativen Zellsystem einen definierten rekombinanten Bindungspartner gegenüber zu 

stellen, um die Eigenschaften dieser Proteine isoliert zu untersuchen. 

Durch eine Weiterentwicklung dieser Methode wäre es möglich, genaue 

Kraftmessungen an VE-Cadherin durchzuführen und den Einfluß verschiedener 
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Signalwege auf die Bindungsstärke zwischen mit VE-Cadherin-Fc beschichteten 

Mikroperlen und VE-Cadherin-Molekülen der Zellmembran zu charakterisieren. 

Die Laserpinzetten-Technik kann außerdem neue Möglichkeiten eröffnen, die Ca2+-

Abhängigkeit von Cadherinen anderer Zellen näher zu klassifizieren: 

Murase und Schuman (1999) beschrieben eine Beteiligung von Cadherinen an der 

neuronalen Plastizität und Langzeit-Potenzierung im Hippocampus, bei der die 

Kommunikation zwischen prä- und postsynaptischen Zellen sowie die Ausbildung 

neuer Synapsen Ca2+-abhängig gesteuert werden. Untersuchungen über die Ca2+-

Abhängigkeit der Trans-Interaktion zwischen neuralen Cadherinen (N-Cadherin) fehlen 

bisher. Durch die Laserpinzettentechnik könnte eine Klärung dieser Frage erzielt 

werden. 
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5 Zusammenfassung 

 

Die Barriereeigenschaften des Gefäßendothels werden durch Verschluß- und 

Adhärenskontakte vermittelt. Das Ca2+-abhängige Zelladhäsionsmolekül VE-Cadherin 

vermittelt in Adhärenskontakten die Adhäsion benachbarter Endothelzellen. Es wurde 

vermutet, daß die extrazelluläre Ca2+-Konzentration und das intrazelluläre 

Aktinfilamentsystem die Adhäsionseigenschaften von VE-Cadherin verändern können. 

Daher wurden diese Einflußfaktoren mit Hilfe der Laserpinzetten-Technik untersucht. 

Hierzu wurden Latex-Mikroperlen mit rekombinanten VE-Cadherin-Fc-Molekülen 

beschichtet, die damit an VE-Cadherin-Moleküle von Endothelzellen binden und Zell-

Zell-Kontakte simulieren konnten. 

Es zeigte sich, daß die ausschließlich durch VE-Cadherin vermittelte Interaktion 

zwischen Mikroperlen und Endothelzellen direkt von der extrazellulären Ca2+-

Konzentration abhängig war und sich durch eine s-förmige Titrationskurve beschreiben 

ließ: Die Bindungshäufigkeit der Mikroperlen war bei Ca2+-Konzentrationen nahe 0,0 

mM gering (26-27 %), nahm ab 0,8 mM stark zu (38 %) und erreichte bei 1,8 mM ein 

Maximum (65 %). Halbmaximale Bindung (KD) wurde bei 1,1 mM Ca2+ erreicht. Die 

Bindung war hochkooperativ (Hill Koeffizient nH = 4,6). 

Um die Eigenschaften des Aktinfilamentsystems zu verändern, wurden die Zellen mit 

Cytochalasin B, Cytochalasin D und dem Ca2+-Ionophor A 23187 inkubiert. Dabei 

nahm die Bindungshäufigkeit der Mikroperlen deutlich gegenüber Kontrollbedingungen 

ab. Es wurde gefolgert, daß ein intaktes Aktinfilamentsystem unmittelbar die 

Interaktion zwischen VE-Cadherin-Molekülen stärkte. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern damit neue Erkenntnisse über die Eigenschaften 

von VE-Cadherin: Die Adhäsion dieses Moleküls wird im physiologischen Ca2+-

Bereich reguliert und ist direkt von einem intakten Aktinfilamentsystem abhängig. Es 

ist vorstellbar, daß die durch VE-Cadherin vermittelten Barriereeigenschaften des 

Endothels in vivo durch ähnliche Mechanismen reguliert werden. Ein Abfall der Ca2+-

Konzentration im Interzellularspalt unter den für die Adhäsion kritischen Wert von 1,1 

mM könnte durch Agonist-vermittelte Öffnung von Ca2+-Kanälen erfolgen. 

Eingeströmtes Ca2+ könnte seinerseits über Aktivierung von Gelsolin zur Fragmentation 

von Aktinfilamenten führen und so die Adhäsion weiter schwächen. 
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