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I. SUMMARY 

A key prognostic event preceding organ failure in sepsis and systemic inflammatory pro-

cesses is dysfunction of the microvascular endothelial barrier. The transmembrane protein 

vascular endothelial (VE-) cadherin is an important prerequisite to stabilize endothelial 

barrier. VE-cadherin is cleaved under inflammatory conditions which results in the re-

lease of soluble VE-cadherin (sVE-cadherin). The main hypothesis of this thesis is to 

investigate whether sVE-cadherin itself directly disrupts the endothelial barrier in the ab-

sence of proinflammatory stimuli. 

Human sVE-cadherin consisting of extracellular domains EC1-5 (sVE-cadherinEC1-5) was 

generated and applied onto primary human dermal endothelial cells (HDMECs) for struc-

tural and functional analysis. Measurements of transendothelial electrical resistance 

(TER) and 4 kDa FITC-dectran flux revealed that sVE-cadherinEC1-5 dose-dependently 

disrupts endothelial barrier integrity. This was confirmed by immunostaining and im-

munoblotting analysis which showed that sVE-cadherinEC1-5 treatment reduced overall 

levels of VE-cadherin and the associated proteins α-, γ- and δ-catenin and ZO-1 as well 

as their distribution at the cell border of HDMECs. sVE-cadherinEC1-5 treatment reduced 

the interaction between the phosphatase VE-PTP and VE-cadherin. Accordingly, phar-

macological inhibition of VE-PTP using AKB9778 reversed sVE-cadherinEC1-5-induced 

endothelial barrier loss. Further analysis showed that the increased expression of GEF-

H1 by sVE-cadherinEC1-5 is also attenuated by AKB9778. In addition to these studies, the 

constructs EC1-4 and EC3-5 were cloned into different vectors to determine whether the 

extracellular domain 5 of VE-cadherin plays the dominant role in sVE-cadherin-mediated 

effects. 

In summary, these studies show for the first time that sVE-cadherinEC1-5 actively contrib-

utes to breakdown of the endothelial barrier independently of proinflammatory stimuli 

via activation of the VE-PTP/RhoA signaling pathway. This represents a new pathophys-

iological mechanism that adds to the understanding of inflammation-induced endothelial 

barrier changes. 
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II. ZUSAMMENFASSUNG 

Ein Schlüsselereignis, welches dem prognosebestimmenden Organversagen bei systemi-

schen Entzündungsprozessen und Sepsis vorangeht, ist die Entwicklung einer mikrovas-

kulären endothelialen Schrankenstörung. Das vaskuläre endotheliale (VE-) Cadherin als 

mechanischer Stabilisator der Endothelbarriere spielt dabei eine wichtige Rolle. In der 

Inflammation werden Spaltprodukte von VE-Cadherin (sVE-Cadherin) gebildet. Gegen-

stand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Hypothese ob diese Spaltpro-

dukte selbst an der Störung der endothelialen Barrierefunktion beteiligt sind.  

Es wurde hierfür humanes sVE-Cadherin bestehend aus den extrazellulären Domänen 

EC1-5 (sVE-CadherinEC1-5) generiert. In Messungen des transendothelialen elektrischen 

Widerstands (TER), mit Immunfluoreszenzfärbungen und Western Blot Analysen wird 

gezeigt, dass sVE-Cadherin dosisabhängig die Barriere Integrität in primären humanen 

dermalen Endothelzellen stört. Dies führt zu einer Reduktion von VE-Cadherin und den 

assoziierten Proteinen α-, γ- und δ-Catenin und ZO-1, die nach der Applikation von sVE-

Cadherin an den Zellgrenzen reduziert sind. Die Interaktion zwischen VE-PTP und VE-

Cadherin wird durch sVE-CadherinEC1-5 reduziert. Durch pharmakologische Hemmung 

der Phosphataseaktivität von VE-PTP mittels AKB9778 wird der durch sVE-CadherinEC1-

5-induzierte Verlust der Endothelbarriere aufgehoben. Dagegen zeigt die direkte Aktivie-

rung von Tie-2 mittels Angiopoetin-1 keinen protektiven Effekt auf die durch sVE-Cad-

herinEC1-5 gestörte Endothelbarriere. Weitere Analysen zeigen eine erhöhte Expression 

von GEF-H1 durch sVE-CadherinEC1-5. Diese ist ebenfalls durch AKB9778 hemmbar.  

Zusätzlich zu diesen Untersuchungen wurden die Konstrukte EC1-4 und EC3-5 in ver-

schiedene Vektoren kloniert, um zu bestimmen, ob die extrazelluläre Domäne 5 von VE-

Cadherin die dominante Rolle bei den sVE-Cadherin-vermittelten Effekten spielt.  

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen zum ersten Mal, dass sVE-CadherinEC1-

5 unabhängig von proinflammatorischen Auslösern über die Aktivierung des VE-

PTP/RhoA-Signalweges den Zusammenbruch der Endothelbarriere mitversursacht. Dies 

stellt einen neuen pathophysiologischer Mechanismus dar, der zum Gesamtverständnis 

der entzündungsinduzierten Barriereveränderungen des Endothels beiträgt. 
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III. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

ADAM   A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 

Ang-1   Angiopoetin-1 

ANGPT1  Angiopoetin-1 

Arf   auxin-response factor 

ATP   Adenosintriphosphat 

AUC   area under the curve 

BCA   Bicinchoninsäure 

BSA   bovines Serumalbumin  

BSS   Balanced Salt Solution 

Ca2+   Calcium  

cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 

CD   Cluster of Differentiation 

CDH   calcium-dependent cell-cell adhesion molecule 

CHO   Chinese Hamster Ovary 

cm   centimeter/ Zentimeter 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

CTRL   control/ Kontrolle 

Da   Dalton  

dag   donkey anti-goat  

dam   donkey anti-mouse 

DAPI   4',6-Diamidino-2-phenylindol 

darb   donkey anti-rabbit 

dash   donkey anti-sheep 

DMEM   Dulbeccos modified eagle’s medium  

DMSO   Dimethylsulfoxid  

DNA   Desoxyribonucleic acid/ Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   desoxy Nukleosid Tri Phosphat 

DPBS   dulbecco´s phosphate buffered saline 

DTT   Dithiothreitol 

EC   extrazelluläre Domäne 

ECIS   Electric Cell-substrate Impedance Sensing 

eD   extrazelluläre Domäne 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
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EGF   Epidermal Growth Factor 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay  

F-Aktin   Filamentäres Aktin/ Mikrofilamente  

FNIII   Fibronektin Typ III 

FCS   Fetales Kälberserum  

FGD   FYVE, RhoGEF and PH Domain Containing 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat  

FReD   Fibrinogen-ähnliche Domäne 

fw   forward, vorwärts 

g   Gramm  

g   Erdbeschleunigung (9,81m/s²)  

G-Aktin   Aktinmonomere 

gam   goat anti-mouse  

GAP   GTPase-activating protein 

GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

garb   goat anti-rabbit  

GDI   GDP-dissociation inhibitor  

GDP   Guanosindiphosphat  

GEF   Guanotid exchange factor  

GFP   Green-Fluorescent Protein  

GPCR   G-Protein gekoppelter Rezeptor 

GTP   Guanosintriphosphat  

GTPasen  GTP-Bindungsproteine 

h   Stunde  

H2O   Wasser  

HDMEC   Humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen 

HEK   human embryonic kidey 

HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HF   High-Fidelity 

HPTP-β   human protein tyrosine phosphatase beta 

HRP   Horseradish peroxidase/ Meerrettichperoxidase 

Hz   Herz 

iD   intrazelluläre Domäne 
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JAM   Junctional Adhesion Molecule 

JMD   juxtamembranäre Domäne 

kb   Kilo Basen 

kg   Kilogramm  

l   Liter  

LB   Lurani Bertani  

LECT   Leukocyte cell-derived chemotaxin 

LIM   LIN-11, Isl-1 and MEC-3 

LIMK   LIM-Kinase 

LPS   Lipopolysacharid 

M   Molar [g/mol]  

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MgCl2   Magnesium Chlorid 

min   Minute  

ml   Milliliter  

mM   milli Molar 

MLC   Myosin-Leichtketten  

MOPS   3-(N-Morpholino) propansulfonsäure 

MYPT   MLC phosphatase target subunit 

N-Cadherin  neuronales Cadherin 

NF-κB   nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

ng   nanogramm 

nm   nanometer 

NGS   normal goat serum/ normales Ziegenserum 

PAGE   Polyacrylamid Gelelektrophorese  

PAK   p21-aktivierte Kinase  

PBS   Phosphate buffered saline  

PCR   polymerase chain reaction 

PDZ   PSD-95/SAP90, Dlg und ZO-1-Bindedomäne 

PFA   Paraformaldehyd  

PKC   Proteinkinase C 

P/S   Penicillin G/Streptomycin  

RPTP   Receptor-type Protein Tyrosine Phosphatase  
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Rab   Ras-related in brain 

Rac1   Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

Ran   Ras-related nuclear protein 

Ras   Rat sarcoma 

rev   reverse, rückwärts 

Rho   Ras-Homologie-Protein  

RIPA   Radioimmunoprecipitation assay  

RNA   Ribonukleinsäure 

ROCK   Rho-associated protein kinase 

rpm   revolutions per minute  

RT   Raumtemperatur  

S1P   Site-1 protease 

SCD   Superclustering Domain 

SDS   Sodiumdodecylsulfat 

s   Sekunde  

SIRS   Systemic Inflammatory Response Syndrome 

sVE-Cadherin  soluble VE-Cadherin 

TBST   Tris buffered saline with Tween20 

TE   TRIS EDTA 

TER   Transendothelialer elektrischer Widerstand  

Tie   Tunica Interna Endothelial 

TNFα   Tumornekrosefaktor-alpha 

U   Unit (Enzymeinheit) 

µl   Mikroliter 

VE-Cadherin   vaskuläres endotheliales Cadherin  

VEGFR   Vascular Endothelial Growth Factor 

VE-PTP   vaskuläre endotheliale Protein-Tyrosin-Phosphatase 

vgl   vergleiche 

vs   versus 

Wnt   Wingless-int-1 

ZO   Zonula occludens-Protein 
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1 Einleitung 

1.1 Klinischer Bezug und Hintergrund der Arbeit  

Mit einer hohen Sterblichkeitsrate von durchschnittlich 34,7 % weltweit, ist das Krank-

heitsbild der Sepsis ein schwerwiegendes Problem in der Klinik (Bauer et al., 2020). Die 

30-Tage-Sterblichkeit bei dem septischen Schock liegt in Nord Amerika bei 33,7 %, in 

Europa bei 32,5 % und in Australien bei 26,4 % (Bauer et al., 2020). Jährlich sind in 

Deutschland ungefähr 75.000 und weltweit elf Millionen Todesfälle aufgrund einer Sep-

sis zu verzeichnen.  

Die anfänglichen Definitionen der Sepsis beruhen auf dem Systemic Inflammatory 

Response Syndrom (SIRS-) Konzept. Dieses wurde 1992 veröffentlicht (Bone et al., 

1992). Zu den SIRS-Kriterien gehören Hypo- (< 36°C) oder Hyperthermie (> 38°C), Ta-

chykardie (> 90/min), Tachypnoe (> 20/min), eine Leukozytose (> 12.000/µl) oder Leu-

kopenie (< 4.000/µl) und/oder Linksverschiebung (> 10 %). Wenn zwei oder mehr dieser 

Kriterien erfüllt waren und diese in Zusammenhang mit dem Verdacht oder Nachweis 

einer Entzündung einhergingen, erfüllte dies die Voraussetzung zur Diagnose der Sepsis. 

Die SIRS-Kriterien wurden bis dato nicht systemisch evaluiert. Daraus lässt sich erken-

nen, dass sich die mit relativer Sepsis assoziierte Krankenhaussterblichkeit in den Jahren 

2004 bis 2009 verringert, jedoch die absolute Anzahl der Verstorbenen beständig erhöht 

hat (Gaieski et al., 2013). Unter anderem aus diesem Grund wurde im Jahr 2016 die Sepsis 

auf wissenschaftlicher Basis neu definiert. Sie beschreibt eine lebensbedrohliche Organ-

dysfunktion infolge einer fehlregulierten Antwort des Körpers auf eine Infektion (Singer 

et al., 2016).  

Die Auslöser einer Sepsis sind überwiegend Bakterien, es können jedoch auch Viren, 

Pilze und Parasiten eine Sepsis auslösen. Gelangen die Krankheitserreger in das Lymph- 

und Blutgefäßsystem und breiten sich dort aus, reagiert das Immunsystem mit einer über-

mäßigen Reaktion. Infolgedessen werden nicht nur die Erreger selbst angegriffen, son-

dern auch das eigene Gewebe. Dies führt zu einer komplexen Kaskade verschiedener 

Veränderungen, die zur Mikrozirkulationsstörung mit konsekutivem Organversagen füh-

ren. Das Organversagen stellt das prognosebestimmende Ereignis bei der Sepsis dar. Dies 

wird auch durch die neue Sepsis Definition deutlich. Entscheidend bei der Entwicklung 

eines Organversagen ist die Induktion der Mikrozirkulationsstörung, die zur metaboli-

schen Unterversorgung des Gewebes führt. Hierzu trägt die Störung der endothelialen 
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Barrierefunktion maßgeblich bei. Die mikrovaskuläre endotheliale Schrankenstörung hat 

zur Folge, dass die Lymph- beziehungsweise Blutgefäße Durchlässigkeit entwickeln und 

deren Flüssigkeiten vom Lumen in den extrazellulären Raum des Gewebes fließen. Dies 

verändert die Rheologie des Blutes, wodurch das Gewebe und die Organe unterversorgt 

werden und versagen. Die endotheliale Schrankenstörung spielt somit eine entscheidende 

Rolle in der Entstehung eines Organversagens. Vorarbeiten zeigen, dass Spaltprodukte 

des für die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere verantwortlichen vaskulären endothe-

lialen (VE-) Cadherins durch den Prozess der Schrankenstörung entstehen. 

VE-Cadherin ist ein wichtiges Adhäsionskontaktprotein und essenziell für die Integrität 

der Endothelbarriere. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zur Be-

deutung dieser VE-Cadherin-Spaltprodukte in der Pathogenese der mikrovaskulären en-

dothelialen Schrankenstörung.  

1.2 Das Endothel 

Das Endothel ist eine einschichtige Zellschicht, die alle Blutgefäße von innen auskleidet. 

Der menschliche Körper besteht aus zehn Billionen Endothelzellen (1013), welche ein 

Areal von 4.000 bis 7.000 Quadratmeter umfassen (Wolinsky, 1980). Das Endothel bildet 

eine semi-permeable Barriere mit größen-selektiver Durchlässigkeit zwischen benachbar-

ten Zellen aus. Die Hauptfunktion des Endothels besteht darin, den Stoffaustausch über 

die Gefäßwand durch hoch regulatorische Transportwege zu kontrollieren (Mehta & Ma-

lik, 2006; Vandenbroucke et al., 2008). Eine weitere Funktion des Endothels ist die Re-

gulation des Blutdrucks. Durch die Produktion von Stickstoffmonoxid, Prostacyclin und 

Endothelin wird der Gefäßtonus der glatten Muskulatur beeinflusst. So führen die beiden 

Ersteren zur Entspannung und zur Senkung des Blutdrucks. Letzteres spielt eine Rolle in 

der Kontraktion der glatten Muskulatur und löst somit die Blutdruckerhöhung aus. Au-

ßerdem werden Leukozyten durch die lokale Aktivierung des Endothels angelockt und 

helfen so bei der Wirt-Abwehr-Reaktion. Das Endothel setzt zudem Stoffe frei, die eine 

Sprossung neuer Blutgefäße bewirkt (Angiogenese) (Benninghoff, 2008; Faller & 

Schünke, 2008; Gerok, 2007). Endothelzellen stehen in direktem Kontakt zu den Zellen 

des Immunsystems. Hierbei haben sie unter anderem die Aufgabe die Transmigration von 

Leukozyten zu regulieren. Dieser Mechanismus besteht aus mehreren Schritten: Der erste 

Kontakt wird durch Selektine vermittelt, es folgt das Rollen der Leukozyten entlang des 

Endothels. Hier werden verschiedene Signalwege aktiviert. Die Leukozyten adhärieren 

und wandern aus der Blutbahn durch das Endothel in entzündetes Gewebe. 
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Es existieren drei Endothelarten: Fenestriertes, diskontinuierliches und kontinuierliches 

Endothel. Ersteres ist permeabel für Wasser und kleine hydrophile Stoffe. Es besitzt 

kleine Fenster und ist peritubulär in der Niere, in endokrinen Organen, in der intestinalen 

und nasalen Mukosa zu finden. Das diskontinuierliche Endothel bildet eine hoch perme-

able Zellbarriere. Zwischen den Zellen befinden sich Fenster mit einer Größe bis zu 40 

Mikrometern. Es beinhaltet Poren und die meistgelösten Stoffe können passieren. Das 

diskontinuierliche Endothel ist funktionell für den parazellulären Transport verantwort-

lich und ist häufig im Knochenmark, Glomerulum und Leberläppchen zu finden.  

Das kontinuierliche Endothel ist weniger permeabel. Gelöste Stoffe mit einem molekula-

ren Radius von bis zu drei Nanometern passieren passiv die Barriere über den parazellu-

lären Weg. Das kontinuierliche Endothel besitzt keine Poren, dafür sind jedoch viele Ein-

buchtungen der Plasmamembran (Caveolen) vorhanden. Es bildet dichte Zell-Zell-Kon-

takte zwischen benachbarten Zellen aus. Die wichtigste Funktion ist es, eine Diffusions-

barriere zwischen Blut und Gewebe auszubilden. Diese Endothelart kommt in der Lunge, 

dem Herzen, der Skelettmuskulatur, im Thymus, im Fettgewebe, in der Haut und im Ner-

vensystem vor. 

1.2.1 Aufbau der Endothelbarriere 

Die Barrierefunktion des Endothels wird durch verschiedene Komponenten ermöglicht. 

Hierzu gehören die Endothelzellen selbst, die Glykokalix des Endothels und die Zell-

Zell-Kontakte zwischen den benachbarten Endothelzellen. Die Glykokalix ist eine koh-

lenhydratreiche Schicht, die an der luminalen Seite der Endothelzelle zu finden und ein 

funktioneller Bestandteil der vaskulären Barriere ist (Abbildung 1). Es schützt die Zell-

oberfläche, besitzt Rezeptorstrukturen und ist an der Resorption von Nährstoffen betei-

ligt. Durch das dynamische Gleichgewicht der Glykokalix ist die Zusammensetzung he-

terogen. 
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Abbildung 1-1: Aufbau des Endothels: die Abbildung zeigt schematisch wie die einzelnen Endothelzellen 

benachbart aneinanderliegen. Die Barrierefunktion wird durch die Glykokalix und die Zell-Zellkontakte 

gebildet. In der Inflammation wird der parazelluläre Spalt geöffnet („inflammatorische Lücke“). Dieser 

wird genau wie der transzelluläre Transport unter physiologischen Bedingungen genutzt. 

 

Die Glykokalix besteht aus dem membrangebundenen Proteoglykan, an welches die Gly-

kosaminoglykane als Seitenketten kovalent gebunden sind. Es treten fünf Glykosamino-

glykane auf: Heperansulfat, welches 90 % der Glykosaminoglykane ausmacht, Chondro-

itinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und Hyaluronsäure. Durch die negative Ladung 

der Seitenketten der Glykosaminoglykanen bilden diese eine negativ geladene Schicht 

entlang des Endothels aus. Je nach Größe und Ladung der Blutbestandteile ist die Glyko-

kalix unterschiedlich permeabel (Carey, 1997; Reitsma et al., 2007). Grundsätzlich gibt 

es die Möglichkeit diese Barriere sowohl trans- als auch parazellulär zu überwinden. Die 

Öffnung des parazellulären Weges spielt bei der Entzündung die fundamentalste Rolle. 

Aus diesem Grund ist die Untersuchung der Mechanismen, die diesen Aspekt beeinflus-

sen, für das Verständnis von großer Wichtigkeit. 

Zwischen den Endothelzellen gibt es drei verschiedene Typen der Zell-Zell-Kontakte: 

Occludenskontakte (tight junctions), Adhäsionskontakte (adherens junctions), und Kom-

munikationskontakte (gap junctions). Erstere bestehen hauptsächlich aus drei Proteinfa-

milien: den Claudinen, den Occludinen sowie junctional adhesion molecules (JAMs) A, 

B & C. Die Funktion der Occludenskontakte besteht darin den parazellulären Spalt abzu-

dichten. Sowohl die Occludine als auch die Claudine besitzen vier Transmembrandomä-

nen. Der N- und C-Terminus sind im Zytoplasma lokalisiert. Der C-Terminus der Clau-

dine hat am Ende eine PSD-95/SAP90-Dlg-ZO-1 (PDZ)-Bindedomäne und kann so di-

rekt mit zonula occludens (ZO)-1, ZO-2 und ZO-3 interagieren. Die Proteine sind durch 

ihre intrazelluläre Domäne an das periphere Aktin-Zytoskelett durch Adapterproteine, 
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wie zum Beispiel ZO-1, Cingulin und Paracingulin, verknüpft. Sie interagieren mit regu-

latorischen Proteinen wie rat sarcoma (Ras) Homolog (Rho), Guanosintriphosphat 

(GTP)-Bindungsproteine (GTPasen) sowie Kinasen und Phosphatasen. Claudin-5 ist das 

im Endothel vorherrschend vorhandene Claudin, kommt jedoch auch in anderen Gewe-

ben vor und ist daher nicht endothel-spezifisch. Claudin-3, Claudin-5 und Claudin-12 

werden hauptsächlich in den Endothelzellen des Gehirns exprimiert (Morita et al., 1999; 

Wolburg et al., 2003). Claudin-5 und Claudin-15 werden in renalen Endothelzellen ge-

bildet (Kiuchi-Saishin et al., 2002; Morita et al., 1999). Claudin-2 und Claudin-16 kon-

trollieren die parazelluläre Ionenselektivität durch die Bildung von Ionenkanälen 

(Amasheh et al., 2002; Simon et al., 1999). Claudin-8 kontrolliert die parazelluläre Na2+ 

Permeabilität (Yu et al., 2003). JAMs kontrollieren die Transmigration von Leukozyten 

über das Endothel und tragen zur Regulation der parazellulären Permeabilität bei (Liang 

et al., 2000).  

Die mechanische Stabilität der Zell-Zell-Kontakte wird durch die Adhäsionskontakte ge-

währleistet. Diese stabilisieren die Occludenskontakte und sind für die Kontrolle der In-

tegrität der Endothelbarriere von entscheidender Bedeutung. Das wichtigste Protein der 

Adhäsionskontakte ist VE-Cadherin, welches über eine homophile, Ca2+-abhängige In-

teraktion ihrer extrazellulären Domänen die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere kon-

trolliert (Baumgartner et al., 2000; Dejana et al., 2008). Über seine zytoplasmatische Do-

mäne bindet VE-Cadherin direkt an δ-Catenin, β-Catenin sowie γ-Catenin und bildet so 

einen Proteinkomplex aus. Dieser verbindet VE-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett. 

Dadurch wird nachvollziehbar, dass dynamische Prozesse im Aktin-Zytoskelett die trei-

bende Kraft für eine stabile VE-Cadherin-Interaktion sind. Die Stärke der VE-Cadherin-

vermittelten Adhäsion ist dadurch abhängig von der Aktin-Depolymerisierung, da mit der 

daraus resultierenden Verankerung am Zytoskelett die laterale Mobilität von Cadherin 

Molekülen in der Membran verändert wird. Adhäsionskontakte und Occludenskontakte 

assoziieren und interagieren funktionell sowohl in Endothel- als auch in Epithel-Zellen. 

ZO-Proteine und Adhäsionskontakte kommunizieren miteinander. Die Rekrutierung von 

Mechanotransducer, wie Vinculin und p21-aktivierte Kinase-2 (PAK2), zum VE-Cadhe-

rin Komplex wird durch ZO-1 reguliert. Dies geschieht über die Rekrutierung des RhoA-

Aktivators p114Rho guanotid exchange factor (GEF), die zusammen einen junktionalen 

Regulationskomplex bilden (Tornavaca et al., 2015). 
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Die Kommunikationskontakte formen Connexin-vermittelte transmembranäre Kanäle 

zwischen benachbarten Zellen aus. Diese lassen Wasser, Ionen und kleine Signalmole-

küle passieren und sind damit in der Lage ein funktionelles Synzytium zwischen den be-

nachbarten Zellen auszubilden. Dies wird als Signalleiter innerhalb eines konfluenten 

Zellmonolayers benötigt. 

1.2.2 Zytoskelett der Endothelzellen 

Die mechanische Stabilität von Endothelzellen wird durch ein dynamisches Protein-

Struktur-Geflecht im Zytoplasma vermittelt, dem Zytoskelett. Es dient zur aktiven Bewe-

gung der Zelle und vermittelt Transportvorgänge und Signale innerhalb dieser 

(Benninghoff, 2008). Drei Proteinklassen sind involviert: Intermediärfilamente, Mikro-

tubuli und Aktin-Filamente.  

Die Klassen verhalten sich dynamisch, das heißt, dass sie auf- und abbaubare Struktur-

proteine sind. Durch Polymersisierungsvorgänge lagern sie sich zusammen und können 

durch diesen Prozess Netzwerke bilden. Adapterproteine verstärken die Filamente und 

können sich entlang dieser bewegen und mit Strukturen, wie zum Beispiel mit dem Cad-

herin-Catenin Komplex, verbinden.  

Die Mikrotubuli sind Hohlzylinder und der größte Bestandteil des Zytoskeletts. Sie be-

stehen aus Tubulin und haben einen Durchmesser zwischen 15 und 25 nm. Die Mikro-

tubuli sind weniger an der mechanischen Stabilisierung der Zelle beteiligt, sondern für 

längere Vesikel-Transportwege sowie die Bewegung und Befestigung von Organellen im 

Zytosol verantwortlich. Zudem sind Mikrotubuli an der Regulation der Endothelbarriere 

Integrität beteiligt. Die Destabilisierung dieser führt zur Aktivierung von RhoA 

(Birukova, Birukov, Adyshev, et al., 2005; Birukova, Smurova, Birukov, Kaibuchi, et al., 

2004; Birukova, Smurova, Birukov, Usatyuk, et al., 2004; van Horck et al., 2001) über 

verschiedene GEFs (van Horck et al., 2001) oder mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) (Birukova, Birukov, Gorshkov, et al., 2005; Birukova, Smurova, Birukov, Kai-

buchi, et al., 2004; Birukova, Smurova, Birukov, Usatyuk, et al., 2004). Dieser Vorgang 

führt zur Stressfaserausbildung und gesteigerter Kontraktilität. Zudem interagieren 

Mikrotubuli mit δ-Catenin und sind so am Transport von Cadherinen und anderen Prote-

inen beteiligt (Ichii & Takeichi, 2007). 

Intermediärfilamente sind aus Monomeren aufgebaut und besitzen einen Durchmesser 

von 8-10 nm. Die genaue Funktion der Intermediärfilamente ist unbekannt. Ihnen wird 

jedoch eine passive mechanische Stützfunktion zugeschrieben (Mehta & Malik, 2006).  
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Die Aktin-Filamente sind die kleinsten Filamente im Zytoskelett, haben einen Durchmes-

ser von circa 6 nm und bestehen größtenteils aus Aktin. Aktin ist das am stärksten expri-

mierte Protein im Zytoplasma. Aktin-Filamente haben eine Stützfunktion und halten die 

Zelle in Form. Die Aktinmonomere (G-Aktin) bilden F-Aktin (Mikrofilamente). Das 

Ausbilden von „Stressfasern“, also die Verstärkung der Aktinbündel, dient als Schutzre-

aktion zur Stabilisierung der Zelle gegen externe Zugkräfte. Dabei spielt das Zusammen-

wirken mit Myosin eine wichtige Rolle. Das Aktin-Zytoskelett ist über Integrine sowohl 

mit der extrazellulären Matrix der Zelle als auch mit den Adhäsionskontakten verbunden. 

Über α-Catenin werden in einer dynamischen Weise Aktin-Filamente mit dem Cadherin-

Catenin-Komplex verknüpft. Die Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts hat zur Folge, 

dass die endotheliale Barrierefunktion gestört ist. Es kommt zu einer erhöhten Permeabi-

lität inklusive Lückenbildung (Blum et al., 1997; Haselton et al., 1996; Waschke et al., 

2005). 

Die Kontraktilität von Endothelzellen wird durch die Interaktion zwischen Aktin und My-

osin vermittelt. Gesteuert wird die Aktivität von Myosin durch den Phosphorylierungs-

status seines Regulators myosin light chain (MLC). Die MLC-Kinase kann MLC an Thr-

18 und Ser-19 phosphorylieren, dadurch verändert sich seine tertiäre Struktur und seine 

Bewegung gegen Aktin (Garcia et al., 1995; Goeckeler & Wysolmerski, 1995; Hixen-

baugh et al., 1997; Verin et al., 1998). Als Gegenspieler dephosphoryliert die MLC-Phos-

phatase MLC und beendet so die Kontraktion (Verin et al., 1995). In diesem Zusammen-

hang agiert RhoA als molekularer Schalter. Wenn RhoA von seiner inaktiven Guanosin-

diphosphat (GDP) gebundenen Form zur aktiven GTP-gebundenen Form wechselt, kann 

seine Rho-associated protein kinase (ROCK)-Kinase die MLC-Phosphatase durch Phos-

porylierung inaktivieren. Wodurch die MLC-Phosphorylierung und Aktomyosin-Kon-

traktion unterstützt werden (Essler et al., 1998; Essler et al., 1999; Totsukawa et al., 

2000). Y27632 kann die RhoA-Kinase hemmen, sodass eine verminderte Kontraktion 

stattfindet (Adamson et al., 2002). 

1.2.3 Aufbau der Adhärenskontakte  

Da die Adhäsionskontakte für die vorliegende Arbeit eine wichtige Rolle spielen, werden 

deren Struktur und Funktion im Folgenden genauer beschrieben. 
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1.2.3.1 VE-Cadherin 

Das humane vaskuläre endotheliale Cadherin gehört zu den klassischen Typ 2 Cadherinen 

und wird durch das humane Gen calcium-dependent cell-cell adhesion molecule (CDH) 

5 kodiert, welches auf dem langen Arm des Chromosoms 16 liegt. Synonyme für VE-

Cadherin sind Cadherin-5 und cluster of differentiation (CD)144. 

VE-Cadherin besteht aus drei Domänen (Abbildung 1-2): Die erste kurze intrazelluläre 

Domäne enthält konservierte Bindeseiten für β- und γ-Catenin. Diese Domäne vermittelt 

die Anheftung an das Zytoskelett und kontrolliert den Cadherin Transport. Die zweite 

Domäne ist die juxtamembranäre Domäne (JMD), welche δ-Catenin bindet. Letztere ist 

die extrazelluläre Domäne (EC). Diese besteht aus fünf Untereinheiten (EC1-5), die durch 

Ca2+-Bindestellen verknüpft sind. In der Untereinheit EC1 existiert eine hydrophobe Ta-

sche. EC1 und EC2 vermitteln die adhäsive Region. VE-Cadherin formt adhäsive Trans-

dimere zwischen Monomeren aus, die auf gegenüberliegenden Zelloberflächen lokalisiert 

sind (Angst et al., 2001; Gumbiner, 2005; Hirano et al., 1987; Takeichi, 1988). 

 

Abbildung 1-2: VE-Cadherin Komplex (mit freundlicher Genehmigung von Journal of Cell Science; De-

jana et al., 2008). 

 

VE-Cadherin ist essenziell für die embryonale Angiogenese, die vaskuläre Aufrechter-

haltung und die Wiederherstellung der vaskulären Integrität nach Endothelverletzung. 

Zudem reguliert es zelluläre Prozesse, wie zum Beispiel Leukozytentransport, kontrolliert 

die vaskuläre Permeabilität und spielt eine zentrale Rolle in der Bildung einer kontrollier-

ten Barriere zwischen Blut und darunterliegendem Gewebe. VE-Cadherin kann lysoso-

mal degradiert werden, oder wird durch den Ras-related in brain (Rab)11a-vermittelten 
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Transport zurück an die endotheliale Oberfläche recycelt. Außerdem interagiert VE-Cad-

herin direkt mit der vascular endothelial protein tyrosine phosphatase (VE-PTP). Vor 

allem dieser Prozess ist für die Aufrechterhaltung der Endothelbarriere von großer Be-

deutung. Dieser Aspekt wird unter Punkt 1.2.3.5 näher erläutert. VE-Cadherin kontrolliert 

nicht nur die Adhäsion zwischen benachbarten Zellen, sondern auch unterschiedliche zel-

luläre Signalwege. 

1.2.3.2 Neuronales (N-) Cadherin 

Neuronales (N-) Cadherin ist ein Transmembranprotein, welches nicht endothel-spezi-

fisch ist. Es wird ebenso in Neuronen, Fibroblasten, Oozyten, Spermatiden, Sertoli-Zel-

len, Lens-Zellen, Osteoblasten, Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen 

(Navarro et al., 1998; Salomon et al., 1992) exprimiert. Anders als VE-Cadherin ist N-

Cadherin diffus verteilt und nicht an den Adhäsionskontakten der Endothelzelloberfläche 

lokalisiert (Navarro et al., 1998). Als primäre Funktion wird die Verknüpfung des En-

dothels an die umgebenen nicht-Endothelzellen (Navarro et al., 1998) vermutet. Hetero-

typische N-Cadherin-Interaktionen stimulieren die Migration. 

Verschiedene Zellen zeigen eine veränderte Expression von N-Cadherin, was bei Krebs-

zellen die Invasion in das umliegende Interstitium ermöglicht. Neuronale Zellen wandern 

auf Oligodendrozyten durch das Exprimieren von N-Cadherin. Laut Luo und Radice 

(2005) kontrolliert N-Cadherin den Signalweg der Vaskulogenese im Signalweg strom-

aufwärts von VE-Cadherin, da der Verlust von N-Cadherin in Embryonen zur Letalität 

während der mittleren Schwangerschaftsperiode führt. Grund hierfür sind vaskuläre De-

fekte. Der Knock-down von N-Cadherin verursacht eine Reduktion der VE-Cadherin-

Expression (Luo & Radice, 2005). Die Endothel-spezifische Deletion von N-Cadherin 

oder VE-Cadherin führt zur Erhöhung der vaskulären Permeabilität in Mäusen und zur 

Letalität von Embryonen an Tag 9,5 aufgrund von Defekten in der Vaskularisierung (Ge-

fäßneubildung) (Carmeliet et al., 1999; Luo & Radice, 2005). N-Cadherin hat eine ein-

zigartige Rolle in der Rekrutierung von Perizyten während der neonatalen und postnata-

len Angiogenese (Gerhardt et al., 2000; Tillet et al., 2005). Studien zeigen, dass N-Cad-

herin zur Erhöhung der VE-Cadherin-Proteinexpression durch einen unbekannten Me-

chanismus führt (Luo & Radice, 2005). 

Es wird beschrieben, dass das GEF-Trio eine kritische Komponente des N-Cadherin Ad-

häsionskomplexes ist. Dieses aktiviert Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) 

und RhoA-Signalwege (Kruse et al., 2019). 
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1.2.3.3 Catenine (Catena = Kette) 

Catenine sind Verbindungsproteine, die an die zytoplasmatischen Domänen von Cadhe-

rinen binden und die Verknüpfung der Aktin-Filamente des Zellskeletts mit diesen ver-

mittelt. Die wichtigsten Vertreter dieser Proteinfamilie sind α-Catenin, β-Catenin, γ-

Catenin (auch Plakoglobin genannt) und δ-Catenin (p120-Catenin). Diese können auch 

als Transkriptionsfaktoren agieren. Die Degradation dieser Proteine wird durch sezer-

nierte Glykoproteine der wingless-int-1 (Wnt) Familie reguliert. 

Synonyme für α-Catenin sind Cadherin-associated Protein oder Catenin α-1. Es ist unge-

fähr 102 kDa groß und besteht aus 906 Aminosäuren. Seine Bindung an β-Catenin und 

den Aktin-Filamenten findet dynamisch statt.  

Im Wnt-Signalweg agiert β-Catenin als Signalmolekül. Es kann ebenfalls in den Zellkern 

transportiert werden und dort als Transkriptionsfaktor wirken. Ein hoch homologes Pro-

tein zu β-Catenin ist γ-Catenin, auch Plakoglobin genannt. 

Ein Regulator des nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-

κB) Transkriptionsfaktors ist δ-Catenin. Es vermittelt die seitliche Gruppierung der Cad-

herine und reguliert deren Stabilität an der Zellmembran (M. A. Davis et al., 2003; Ireton 

et al., 2002; Thoreson et al., 2000; Xiao et al., 2003; Yap et al., 1998). Wahrscheinlich 

unterstützt es durch seine Fähigkeit Kinesin zu binden und sich entlang der Mikrotubuli 

zu bewegen, ebenfalls den Zelloberflächentransport von Cadherinen (Chen et al., 2003; 

Franz & Ridley, 2004; Yanagisawa et al., 2004). Zudem hat δ-Catenin einen Einfluss auf 

die Aktivität von kleinen Rho GTPasen. Diese agieren als molekulare Schalter, welche 

die Balance zwischen zellulärer Adhäsion und Migration aufrechterhalten (Anastasiadis 

et al., 2000; Magie et al., 2002; Noren et al., 2000). Außerdem wurde gezeigt, dass δ-

Catenin RhoA direkt bindet (Magie et al., 2002) und so die Aufrechterhaltung des inak-

tiven GDP gebundenen Status vermittelt (Anastasiadis et al., 2000). 

1.2.3.4 VE-Cadherin Multiprotein-Komplex 

An die JMD Domäne von VE-Cadherin bindet δ-Catenin. Hingegen binden β- und γ-

Catenin in einer dynamischen Weise an den C-Terminus von VE-Cadherin 

(Vandenbroucke et al., 2008) und an α-Catenin. Dieses verknüpft den Komplex an das 

Aktin-Zytoskelett (Mehta & Malik, 2006). Die N-terminale Domäne von β- und γ-Catenin 

kann α-Catenin zu einem ternären Komplex rekrutieren und so die Adhäsionskontakte an 

das Aktin-Zytoskelett verknüpfen (Zhurinsky et al., 2000). 
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1.2.3.5 Vaskuläre endotheliale Protein-Tyrosin-Phosphatase (VE-PTP) 

VE-PTP interagiert direkt mit VE-Cadherin und wird daher hier als Teil der Adhäsions-

kontakte beschrieben. VE-PTP wurde zuerst von Fachinger et al. (1999) charakterisiert 

und ist ein endothel-spezifisches Membranprotein, welches zu der Unterklasse III der re-

ceptor-like protein tyrosine phosphatases (RPTPs) gehört. Es trägt Fibronektin Typ III 

(FNIII) ähnliche Wiederholungen in der extrazellulären Domäne und besitzt nur eine ein-

zelne katalytische Domäne in der zytoplasmatischen Region (Abbildung 1-3). 

 

Abbildung 1-3: Aufbau von VE-PTP. Links/extrazellulär befinden sich FNIII ähnliche Wiederholungen, 

gefolgt von der transmembranären Domäne (TM), sowie rechts die intrazelluläre katalytische Domäne. 

 

Ungleich zu anderen Tyrosin Phosphatasen wird VE-PTP hoch selektiv in Endothelzellen 

exprimiert. Es wurde zuerst als human protein tyrosine phosphatase beta (HPTP-β) bei 

einer RPTP homologen Überprüfung humaner Plazenta beschrieben und kloniert 

(Krueger et al., 1990). Fachinger et al. (1999) überprüften das Vorhandensein von VE-

PTP über Ribonukleinsäure (RNA)-Analysen in Mausendothelzellen, wobei das Homo-

log in der Maus identifiziert wurde. Aufgrund seines Endothel-spezifischen Expressions-

musters in in-situ Hybridisierungen von Schnitten aus Mausembryonen wurde das iden-

tifizierte Protein in VE-PTP umbenannt. VE-PTP wird in Endothelzellen der Blutgefäße, 

jedoch nicht in lymphatischen Endothelzellen, exprimiert (He et al., 2018; Souma et al., 

2018; Vanlandewijck et al., 2018). Eine Ausnahme bilden die dermalen lymphatischen 

Endothelzellen (Deng et al., 2015). Weitere Expressionsorte sind mamilläre Stammzellen 

(Soady et al., 2017), Osteosarkomzellen (Luo et al., 2019), braune Adipozyten (Choi et 

al., 2013; Kim et al., 2019) und das kolorektale Karzinom (Weng et al., 2019). In Nieren 

von Mäusen wurde VE-PTP Promotoraktivität entdeckt, jedoch konnte keine Proteinex-

pression gefunden werden (Takahashi et al., 2017).  

VE-PTP ist ein wichtiger Regulator der vaskulären Permeabilität und endothelialen Junk-

tionen Integrität (Frye et al., 2015; Nottebaum et al., 2008; Shen et al., 2014). Die kata-

lytisch aktive Form von VE-PTP induziert Dephosphorylierung von VE-Cadherin, jedoch 

17 
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stabilisiert es VE-Cadherin Phosphatase-unabhängig. Außerdem bindet VE-PTP an VE-

Cadherin. Hierbei ist wichtig zu erwähnen, dass die Interaktion zwischen VE-PTP und 

VE-Cadherin im Bereich der extrazellulären Domäne von VE-PTP stattfindet. Hierbei 

binden die EC5 von VE-Cadherin und die membranproximale, extrazelluläre 17. Fib-

ronektin-III Domäne von VE-PTP aneinander. Diese Interaktion wurde als ein maßgeb-

licher Faktor für die Interaktion und Stabilität der VE-Cadherin-vermittelten Adhäsion 

und Stabilität der Endothelbarriere beschrieben (Juettner et al., 2019; Nawroth et al., 

2002). 

Zusätzlich bindet VE-PTP an die endotheliale Rezeptor-Tyrosinkinase Tie-2 (Dejana & 

Vestweber, 2013; Juettner et al., 2019; Saharinen et al., 2017). Zudem wird der vascular 

endothelial growth factor receptor (VEGFR2) als Zielprotein im Signalweg stromab-

wärts von VE-PTP beschrieben (Hayashi et al., 2013; Mellberg et al., 2009). GEF-FYVE, 

RhoGEF and PH Domain Containing (FGD) 5 wird als direktes Substrat von VE-PTP 

charakterisiert. Dies ist essenziell für die regulatorische Rolle der endotheliale Verbin-

dungsintegrität von VE-PTP (Braun et al., 2020; Braun et al., 2019). Die Aktivierung von 

Tie-2 und die vaskuläre Stabilität wird von AKB9778 begünstig. Dies ist ein pharmako-

logischer spezifischer niedermolekularer Inhibitor („small molecule“) von VE-PTP 

(Gurnik et al., 2016; Shen et al., 2014). Die Bindung von VE-PTP an Tie-2 spielt eine 

wichtige Rolle in der vaskulären Stabilität, weshalb der Tie-2 Ligand Angiopoetin-1 

(Ang-1) nachfolgend genauer beschrieben wird.  

1.2.3.6 Angiopoetin-1 (Ang-1) 

Angiopoetin-1 (Ang-1) ist ein 70 kDa großes Glykoprotein und wird durch das Gen 

ANGPT1, welches auf dem Chromosom 8 liegt, kodiert. Es besteht aus einer superclus-

tering domain (SCD), einer coiled-coil Domäne und einer Fibrinogen-ähnlichen (FReD) 

und Tie-2-Bindedomäne (Abbildung 1-4). Es bildet meist Di-, Tri- oder Tetramere, sowie 

Höhere oder Multimere via seiner SCD Domäne aus (Kim et al., 2005). 
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Abbildung 1-4: Aufbau von Angiopoetin (mit freundlicher Genehmigung von Elsevier; verändert nach Fa-

giani & Christofori, 2013). 

 

Der Status der Ligandoligomerisation beeinflusst die Ligandbindung und Ligand-spezi-

fische Antwort von Tie-2, wobei Tetra- oder höhere Multimere Formen den Tie-2 Rezep-

tor aktivieren (Kim et al., 2005; Pietilä et al., 2012). Ang-1 wird überwiegend in perivas-

kulären Zellen exprimiert, wie zum Beispiel Perizyten, Tumorzellen, Fibroblasten, Ge-

fäßzellen und glatte Muskelzellen. Es bindet spezifisch an Tie-2 und ist dessen primärer 

physiologischer Ligand und Agonist. Ang-1 wird für das Endothelzell-Überleben, die 

Proliferation und die Gefäßreifung benötigt. Die Bindung von Ang-1 an Tie-2 wird durch 

die FReD Domäne vermittelt (S. Davis et al., 2003; Procopio et al., 1999). Dieser Vor-

gang katalysiert die Autophosphorylierung am fünften Tyrosin Rest (Barton et al., 2005) 

innerhalb der intrazellulären Kinase Domäne (Abbildung 1-5). 

1.2.3.7 Kleine GTPasen 

Kleine GTPasen sind an der Kontrolle von mikrovaskulärer, parazellulärer Permeabilität 

mit beteiligt und gehören zu den wichtigen Regulatoren der endothelialen Barriere Funk-

tion in vivo. Sie sind 21-25 kDa groß und in der Regulation von Zelladhäsion und Zytos-

kelett Dynamiken involviert. Es existieren fünf Familien: Rho, Ras, Rab, ras-related nu-

clear protein (Ran) und auxin-response factor (Arf18).  

Kleine GTPasen können zwischen aktiver und inaktiver Form wechseln, dies wird durch 

drei Proteinklassen kontrolliert. GTPase-activating protein (GAPs) inaktivieren, GDP-

dissociation inhibitor (GDIs) binden GTPasen im Zytosol und stabilisieren die GDP ge-

bundene Form. GEFs aktivieren und stabilisieren die GTP gebundene Form. Kleine 

GTPasen binden in ihrer aktiven Form Effektoren und erlauben damit die Weiterleitung 

oder Initiierung vor- und nachgeschalteter Signalkaskaden. 
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1.3 Mechanismen der endothelialen Barriereregulation 

1.3.1 Endothel im Ruhezustand 

Im Ruhezustand, das heißt unter physiologischen Bedingungen, bildet das Endothel eine 

selektive Schicht, welche den Austausch von Flüssigkeit und gelösten Stoffen mit dem 

umgebenen Gewebe kontrolliert.  

Unter normalen Bedingungen sind Endothelzellen hoch aktiv, reagieren auf Veränderun-

gen und haben eine konstante Signalübermittlung in die lokale extrazelluläre Umgebung. 

Die Aktivierung von Endothelzellen findet als normale adaptive Antwort statt. Die Ad-

häsionskontakt Integrität wird durch den Phosphorylierungsstatus des VE-Cadherins kon-

trolliert. Dafür sind spezifische Phosphatasen zuständig, wie zum Beispiel VE-PTP. Die 

Adapterproteine, die sowohl die Adhäsionskontakte als auch die Occludenskontakte mit 

dem kortikalen Aktin-Zytoskelett verknüpfen, regulieren die Barriere Eigenschaften via 

GEFs und GAPs, um die Aktivität von kleinen GTPasen, wie Rac1 und RhoA, einzustel-

len. Die beiden GTPasen wirken mit an der intakten Barriere. In Teilen stabilisiert Rac1 

die Junktionen durch die Organisation von Aktin-Bindeproteinen. Außerdem ist es ein 

Ziel von extrazellulären Signalmolekülen, wie Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Ang-1, 

die Barriere Funktion zu erhöhen. Meist ist die Veränderung der Permeabilität im En-

dothel reversibel und die Lücken schließen relativ schnell, sofern keine chronische In-

flammation auftritt. 

1.3.2 Endothel bei einer inflammatorischen Antwort 

In der Situation der inflammatorischen Antwort, wie zum Beispiel Anaphylaxie oder Sep-

sis, brechen die interzellulären Kontakte in den postkapillaren Venolen zusammen und 

führen zur Bildung von interzellulären Lücken. Es kommt zu einer Ödembildung und 

kann sowohl einen Schock als auch multiples Organversagen hervorrufen. Inflammatori-

sche Mediatoren, wie zum Beispiel Lipopolysaccharid (LPS) und Tumornekrosefaktor-α 

(TNFα), inhibieren den zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)/Rac1-Signalweg, 

woraus eine starke Aktivierung von RhoA und die Phosphorylierung der Adhäsionskon-

takte resultiert. Diese führt zur Endozytose und Spaltung von VE-Cadherin. Die Occlu-

denskontakte zerfallen, folglich bricht die Endothelbarriere zusammen. 

Der Transport von Stoffen durch das Endothel geschieht über zwei verschiedene Wege: 

Den transzellulären und den parazellulären Weg. Der transzelluläre Transport führt durch 

die Endothelzellen hindurch, auch Transzytose genannt. Der parazelluläre Transport – 
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zwischen benachbarten Endothelzellen hindurch – wird durch ein dynamisches Öffnen 

und Schließen der interzellulären Junktionen ermöglicht. Eine Inflammation führt zur 

Öffnung des parazellulären Weges. Durch das Aufrechterhalten der interzellulären Kon-

takte zwischen benachbarten Zellen und der Oberflächen Glykokalyxschicht, kann der 

Inflammation entgegengewirkt werden. Spezifische Ansätze dies therapeutisch zu adres-

sieren, existieren bis heute nicht. Dies liegt vor allem daran, dass viele Aspekte in diesem 

Prozess unbekannt sind. 

1.3.2.1 Angiogenese 

Der angiopoetin-tyrosine kinase with immunoglobulin-like and epidermal growth factor 

(EGF)-like domains (Tie)-Signalweg spielt eine wichtige Rolle im vaskulären System, 

wie zum Beispiel bei der Angiogenese, der vaskulären Entwicklung und Umgestaltung, 

der Permeabilität, der Homöostase und der Endothel Stabilität (Augustin et al., 2009; Ek-

lund & Saharinen, 2013; Fukuhara & Mochizuki, 2010; Takakura et al., 1998). Das Ang-

Tie-System besteht aus den Liganden Ang-1, Ang-2, Ang-3 und Ang-4, sowie aus den 

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Tie-1 und Tie-2 (Abbildung 1-5) (Gale & Yancopoulos, 

1999). Die Hauptliganden von Tie-2 sind Ang-1 und Ang-2. Ang-3 und Ang-4 hingegen 

sind Maus und Mensch Orthologe, deren biologische Funktion nicht bekannt ist, da sie 

bisher kaum erforscht wurden (Fagiani & Christofori, 2013; Lee et al., 2004). Die Tie-

Rezeptoren werden spezifisch in hämatopoetischen Stammzellen, endothelialen Vorläu-

ferzellen (Angioblasten) und Endothelzellen exprimiert (Dumont et al., 1992; Iwama et 

al., 1993; Korhonen et al., 1994; Partanen et al., 1992; Sato et al., 1993; Schnürch & 

Risau, 1993) und liegen hauptsächlich in der Plasmamembran vor.  

Der funktionelle Ligand von Tie-1 ist Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2) (Xu 

et al., 2019). Zudem wurde gezeigt, dass Heparansulfat Glykosaminoglykane Tie-1 bin-

den und den Ang-Tie-Signalweg regulieren können (Griffin et al., 2021). Jedoch ist der 

genaue Mechanismus der Tie-1-Interaktion und deren Auswirkung auf Tie-2 nicht be-

kannt. Tie-1 kann sowohl als Inhibitor als auch als Verstärker der Tie-2-Aktivierung die-

nen. Die extrazellulären Domänen der beiden Tie-Rezeptoren können konstitutiv und als 

Antwort auf bestimmte Wachstumsfaktoren und Zytokine von der Zelloberfläche abge-

spalten werden (Findley et al., 2007; Marron et al., 2007; Reusch et al., 2001). Lösliches 

Tie-2 wurde in einigen mikrovaskulären Erkrankungen detektiert, unter anderem bei der 

Inflammation (Parikh, 2017). Es supprimiert den Tie-2-Signalweg in einer Konzentrati-

ons-abhängigen Weise in vitro (Alawo et al., 2017). In einem Computermodell zeigt 
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Zhang et al. (2019) eine konzentrations-abhängige Inhibierung der Tie-2-Aktivierung 

durch lösliches Tie-2 und den inhibierenden Effekt durch die erhöhte Spaltungsrate der 

extrazellulären Domäne von Tie-2 (Zhang et al., 2019). Tie-1 und Tie-2 co-lokalisieren 

an den Zell-Zell-Kontakten als Heterodimer (Chen-Konak et al., 2003; Korhonen et al., 

2016; Leppänen et al., 2017; Marron et al., 2000; Mirando et al., 2019). Ang-2 wird pri-

mär als Antagonist von Tie-2 beschrieben, der die Ang-1 Bindung an Tie-2 konkurrierend 

inhibiert (Daly et al., 2013; Maisonpierre et al., 1997; Thurston & Daly, 2012). Jedoch 

kann Ang-2 kontextabhängig auch als Agonist fungieren (Kim et al., 2000; Souma et al., 

2018; Thurston & Daly, 2012; Yuan et al., 2009). Ang-1 bindet an die extrazelluläre Tie-

2 Domäne, wodurch es zu einer Rezeptor Dimerisierung kommt und die Kinase Domäne 

aktiviert wird. Dies führt zur Tyrosin-Autophosphorylierung. Effektor-Proteine können 

so an Tie-2 binden und assoziieren diesen mit zytoplasmatischen Signalwegen (Hubbard 

& Till, 2000; Thurston & Daly, 2012). VE-PTP reguliert durch Katalyse der Tie-2-

Dephosphorylierung die Tie-2-Aktivierung (Fachinger et al., 1999; Winderlich et al., 

2009). Die Hypothese von Zhang et al. (2019) besagt, dass die Internalisierungsrate von 

Tie-2 die Antwort auf die VE-PTP-Regulierung beeinflusst und die Regulierung der Tie-

2-Aktivierung durch Ang-2 erschwert (Zhang et al., 2019) .Tie-1 kann extrazellulär ab-

gespalten werden, dies geschieht durch Aktivierung der Proteinkinase C und Metallopro-

teasen (McCarthy et al., 1999; Yabkowitz et al., 1997). 

https://www.dict.cc/?s=Internalisierung
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Abbildung 1-5:Aufbau Tie-2-Rezeptor und Angiopoetin, sowie Darstellung der Ang/Tie-2 Bindung (mit 

freundlicher Genehmigung von Elsevier; Fagiani & Christofori, 2013). 

 

Ang-1 und Ang-2 induzieren Tie-2 subzelluläre Lokalisierung zu endothelialen Zell-Kon-

takt Proteinen in konfluenten Endothelzellen (Fukuhara et al., 2008; Saharinen et al., 

2008). Der stromabwärts gerichtete Akt-Signalweg wird durch junktionales Tie-2 akti-

viert, was die Stabilität und das Überleben des Endothels unterstützt (DeBusk et al., 2004; 

Fukuhara et al., 2008; Saharinen et al., 2008). Tie-2 kann aktiviert ebenso antagonistisch 

wirken (Cascone et al., 2003; Gavard et al., 2008). 

Das Modell von Zhang et al. (2021) zeigt, dass Tie-1 an der Zelloberfläche, durch das 

Ausbilden von Heterodimeren mit Tie-2, diesen inhibiert. Gleichzeitig unterstützt und 

hält die Heterodimer-Ausbildung die Tie-2-Aktivierung aufrecht, da er Tie-2 vor der In-

ternalisierung, Degradation und Dephosphorylierung durch VE-PTP schützt. Die Inhibie-

rung der Tie-2-Spaltung unterstützt die Tie-1 junktionale Lokalisation (Zhang et al., 

2021). Die VE-PTP-Inhibierung ist ein potenzielles Ziel, um die unterbrochene Tie-2-

Aktivierung zu retten. 
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1.3.2.2 Rho-ROCK-MLC-Signalweg 

Ein weiterer Signalweg, der im Endothel eine wichtige Rolle spielt, ist der RhoA-ROCK-

Signalweg. Dieser ist an der Kontraktionsregulation glatter Muskelzellen, der Organisa-

tion des Aktin-Zytoskeletts, der Zelladhäsion, der Zellmigration, der Zytokinese, der Zell-

proliferation und der Immunzellenmigration beteiligt. 

Das Enzym ROCK, welches durch das Gen ROCK1 kodiert wird, phosphoryliert nach 

der Ausbildung einer Bindung mit RhoA weitere Enzyme und aktiviert diese dadurch. 

ROCK gehört zu den Serin-/Threonin-Kinasen. Es wird in zwei Isoformen exprimiert: 

ROCK1 und ROCK 2, welche zahlreiche Substrate besitzen. Die GTPase RhoA kann von 

verschieden membrangebundenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) wie 

G12/13 über RhoGEF aktiviert werden. 

Die Effekte von ROCK auf das Zytoskelett kann durch zwei parallele Signalwege ver-

mittelt werden: Den MLC-Signalweg und über Cofilin (Amano et al., 2000; Rath & Ol-

son, 2012).  

ROCK kann die MLC-phosphatase target subunit 1 (MYPT1) an Thr-696 und Thr-853 

phosphorylieren. Dies inaktiviert die Phosphataseaktivität Richtung MLC, was in einer 

erhöhten Phosphorylierung von MLC an Ser-19 und Ser-20 mündet. Dies erhöht die 

Akto-Myosin-Kontraktilität. ROCK kann ebenso direkt MLC phosphorylieren. Der Stel-

lenwert der direkten versus indirekten Phosphorylierung ist bisher nicht ausreichend un-

tersucht (Totsukawa et al., 2000). ROCK phosphoryliert MYPT und reguliert somit die 

Myosin-Kontraktilität. 

Auf der anderen Seite kann ROCK die LIN-11, Isl-1 and MEC-3 (LIM)-Kinasen LIMK1 

und LIMK2 phosphorylieren. Dies führt zu deren Aktivierung und Phosphorylierung von 

Cofilin, wodurch die Aktinabbau Funktion inaktiviert wird (Maekawa et al., 1999). 

Ein Inhibitor des Rho-ROCK-Signalweges ist Y27637. Es ist ein kleines Molekül mit 

einem Molekulargewicht von 320,26 g/mol, welches selektiv die Kontraktion der glatten 

Muskulatur als Adenosintriphosphat (ATP)-kompetitiver ROCK-Inhibitor supprimiert 

(Uehata et al., 1997). Zudem reprimiert es die Ca2+-Sensibilisierung und die Rho-indu-

zierte, p160ROCK-vermittelte Bildung von Stressfasern (Uehata et al., 1997). Neben 

ROCK werden 15 andere Kinasen von Y27632 inhibiert, unter anderem einige aus der 

Proteinkinase C (PKC) Familie (Anastassiadis et al., 2011; Vigil et al., 2012) (Abbildung 

1-6). 
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Abbildung 1-6: Rho-ROCK-Signalweg  

1.3.2.3 Signalwege in der Pathogenese der mikrovaskulären Schrankenstörung 

Sowohl der Tie-2-Signalweg als auch der RhoA-ROCK-Signalweg spielen eine entschei-

dende Rolle bei der Endothelbarriere Funktion. Wenn die Kinase Domäne von Tie-2 

durch die Bindung von Ang-1 aktiviert wird, wird stromabwärts der Akt-Signalweg akti-

viert, welches die Endothel Stabilität unterstützt. VE-PTP unterbricht dieses und hat so-

mit einen negativen Effekt auf die Endothelbarriere. Da gezeigt wurde, dass VE-PTP und 

VE-Cadherin interagieren, könnte der Tie-2-Signalweg eine wichtige Rolle bei der mik-

rovaskulären Schrankenstörung spielen. Der RhoA-ROCK-Signalweg wird über TNF-α, 

einem inflammatorischen Auslöser, aktiviert. Es erhöht die RhoA-Aktivität (Xu et al., 

2006) und ruft über den Phosphorylierungsstatus von MLC die gesteigerte Kontraktilität 

und Stressfaserausbildung hervor. Dies führt zur Destabilisierung der Integrität der En-

dothelbarriere. Beide Signalwege können eine wichtige Rolle in der Pathogenese der mik-

rovaskulären Schrankenstörung spielen. 

1.4 Pathophysiologie des Zusammenbruchs der Endothelbarriere und Bil-

dung von VE-Cadherin Spaltprodukten 

Eine Auffälligkeit in der Pathogenese der systemischen Entzündung und Sepsis ist das 

Ablösen von Membranproteinen. Durch inflammatorische Auslöser, wie zum Beispiel 

LPS oder TNF-α, werden lösliche Fragmente der transmembranären Proteine freigesetzt. 
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Beispielhafte Proteine hierfür sind Wachstumsfaktoren, Chemokine, Zytokine und Adhä-

sionsmoleküle. Die Spaltung geschieht hauptsächlich durch spezifische Disintegrine und 

Metalloproteinasen (ADAM). 

Die Proteinase ADAM-10 schneidet VE-Cadherin (Ponnuchamy & Khalil, 2008; Schulz 

et al., 2008), wodurch die extrazelluläre Domäne (EC1-5) von VE-Cadherin freigesetzt 

wird. Diese lösliche, sich nach der Spaltung im Zytosol der Zelle befindliche extrazellu-

läre Domäne, wird sVE-CadherinEC1-5 genannt (Flemming et al., 2015). Das sVE-Cadhe-

rinEC1-5 trägt zum endothelialen Barrierezusammenbruch (Flemming et al., 2015) bei. 

Hohe sVE-CadherinEC1-5-Level wurden bei Patienten mit akutem Nierenversagen (Yu et 

al., 2019, 2021), Subarachoidalblutung (Takase et al., 2020), chronischer spontaner 

Urtikaria (T. Chen et al., 2017), Pupura Schönlein-Henoch, systemischer Vaskulitis 

(Chen et al., 2014) und multiplem Myelom (Wrobel et al., 2006) beschrieben. Zudem sind 

erhöhte sVE-CadherinEC1-5-Level bei metastasierendem Brustkrebs mit kürzerem pro-

gressionsfreiem Überleben sowie Gesamtüberleben assoziiert (Rochefort et al., 2017). 

Zunächst wurde die Erhöhung von sVE-CadherinEC1-5 in Patienten mit Entzündungsreak-

tionen und Sepsis als ein Marker für eine gestörten endotheliale Barriere Funktion gese-

hen. Der definitive Beweis im Rahmen einer validierenden systematischen Beobach-

tungsstudie fehlt jedoch.  

Unahbängig davon, ist eine interessante Beobachtung hierbei, dass die Konzentration des 

sVE-CadherinEC1-5 Spiegels im Blut von Patienten mit Sepsis mit deren Prognose korre-

liert (Yu et al., 2019, 2021; Zhang et al., 2010). In weiteren detaillierten Untersuchungen 

aus unserer Arbeitsgruppe zeigte sich, dass die Hemmung der sVE-CadherinEC1-5 Bil-

dung, zum Beispiel durch die ADAM-10 Hemmung, dazu führt, dass sich die Endothel-

barriere stabilisiert. Gleichzeit wurde beobachtet, dass allein das Vorhandensein von 

sVE-CadherinEC1-5 Spaltprodukten auch in Abwesenheit proinflammatorischer Auslöser 

mit einer gestörten endothelialen Barrierefunktion korreliert (Flemming et al., 2015). Da-

mit liegt nahe, dass sVE-CadherinEC1-5 selbst die Barrierefunktion kompromittiert. Ein 

direkter Beweis für diese Hypothese wurde nicht erbracht. Allerdings könnte dieser Nach-

weis einen neuen wichtigen Faktor in der Pathophysiologie des Zusammenbruchs der En-

dothelbarriere bei Sepsis und anderen Entzündungsprozessen spielen. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war daher, dass VE-Cadherin Spaltprodukte, be-

stehend aus den extrazellulären Domänen EC1-5 (sVE-CadherinEC1-5), unabhängig von 

proinflammatorischen Auslösern den Zusammenbruch der Endothelbarriere induzieren. 

Für eine kausale Untersuchung wurde bereits in Vorarbeiten das humane sVE-Cadheri-

nEC1-5 kloniert. Nachfolgend sollte die stabile Expression über CHO-Zellen erreicht wer-

den. Der Plan war hierbei die rekombinante Herstellung des sVE-CadherinsEC1-5, die mög-

lichen Effekte von sVE-CadherinEC1-5 auf Endothelzellen in verschiedenen Konzentrati-

onen zu untersuchen, sowie die Mechanismen dahinter in vitro und in vivo zu charakteri-

sieren. Der Schwerpunkt lag im Rahmen dieser Arbeit auf den Untersuchungen in vitro.  

Zusätzlich zu diesen Untersuchungen war das Ziel, zwei gekürzte Fragmente von sVE-

CadherinEC1-5 – mit und ohne extrazellulärer Domäne 5 – zu klonieren. Diese Fragmente 

sollen zukünftige Untersuchungen, in denen die Rolle der unterschiedlichen extrazellulä-

ren Domänen von VE-Cadherin Spaltprodukten charakterisiert werden, ermöglichen. 

Das Ziel der Arbeit stellt somit die Identifizierung möglicher Auswirkungen und Signal-

wege von sVE-CadherinEC1-5 in Endothelzellen dar, um damit einen neuen pathophysio-

logischen Aspekt herauszuarbeiten, der für den Zusammenbruch der Endothelbarriere bei 

Sepsis und Entzündungen relevant sein könnte. 
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3 Material 

Tabelle 1: Reagenzien 

Name Firma Bestellnummer 

AKB9778/Razuprotafib Hycultec GmbH, Beutelsbach hy109041-5mg 

Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe HP62.1 

Angiopoetin-1 Sigma-Aldrich, Darmstadt A5226-25 µg 

BSA Sigma-Aldrich, Darmstadt A4503 

BP Clonase 
Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Dreieich 
11789-013 

0,5M β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Darmstadt M6250/ 60-24-2 

CheLuminate-HRP PicoDetect BC PanReac Applichem, Darmstadt A3417,1200A+B 

DMSO Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe A994.1 

GenRuler 1 kb Plus DNA Ladder ThermoFisher Scientific, Dreieich #SM1333 

10 mM dNTP Mix ThermoFisher Scientific, Dreieich R0191 

DTT BioChemica PanReac Applichem, Darmstadt A1101,0005 

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline 

(DPBS) 

Gibco, ThermoFisher Scientific, Drei-

eich 
14190-094 

FBS, Qualified 
Gibco, ThermoFisher Scientific, Drei-

eich 
10270-106 

FITC-Dextran-Lösung (70 kDa) Sigma-Aldrich, Darmstadt 46945 

Isopropanol / 2-propanol Sigma-Aldrich, Darmstadt 33539-1L-M 

Halt Protease Inhibitor Cocktail 100x ThermoFisher Scientific, Dreieich 78438 

LB-Agar (Luria/Miller) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe Art-Nr. X969.1 

LB-Medium (Luria/Miller) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe Art-Nr. X968.1 

L-Glutamin 200 mM (100x) 
Gibco, ThermoFisher Scientific, Drei-

eich 
2530-024 

Lipopolysaccharid aus E.coli 

O111:B4 
Sigma-Aldrich, Darmstadt L2630-100MG 

LR Clonase 
Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Dreieich 
11791-019 

NGS Sigma-Aldrich, Darmstadt G0023 

NuPAGE® MOPS SDS Running 

Buffer (20x) 

Life Technologies, ThermoFisher Sci-

entific, Dreieich 
NP0001-02 

Nonfat dried milk powder / Mager-

milchpulver 
PanReac Applichem, Darmstadt A0830,1000 

PFA-Ampullen ThermoFisher Scientific, Dreieich 28908 

Phusion-Polymerase ThermoFisher Scientific, Dreieich F5305 

T4-Ligase 
Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Dreieich 
15224017 

Page Ruler Plus Prestained Protein 

Ladder 
ThermoFisher Scientific, Dreieich 26619 

Pen/Strep 
Gibco, ThermoFisher Scientific, Drei-

eich 
15140-122 

Taq DNA-Polymerase, native, 

without BSA 
ThermoFisher Scientific, Dreieich EP0282 

NuPAGE® Transfer Buffer (20x) 
Life Technologies, ThermoFisher Sci-

entific, Dreieich 
NP0006-1 

Tris ultrapure PanReac Applichem, Darmstadt A1086,1000 

Triton X 100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 3051.2 

0,4% Trypanblau Sigma-Aldrich, Darmstadt 93595 

Trypsin EDTA Solution Sigma-Aldrich, Darmstadt T3924 

recombinantes VE-Cadherin R&D Systems GmbH, Wiesbaden 938-VC-050 

VectaShield HardSetTM mit DAPI Vector Laboratories, Newark, USA H1500 
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recombinantes VE-PTP 
Fisher scientific, ThermoFisher Scien-

tific, Dreieich 
16024130 

Y27632 Sigma-Aldrich, Darmstadt 688000 

 
Tabelle 2: Kits 

Name Firma Bestellnummer 

GenEluteTM PCR Clean-Up  Sigma-Aldrich, Darmstadt NA1020-1KT 

Human VE-Cadherin Quantikine ELISA 

Kit 

R&D Systems GmbH, Wiesbaden DCADV0 

Immuniprecipitation Starter Pack Cytiva Europe GmbH, Freiburg im 

Breisgau 

17600235 

Lipofectamine® LTX and PLUSTM  

Reagent 

Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Dreieich 

15338-100 

Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit Machery-Nagel, Düren 740414.10/.50.10

0 

PierceTM BCA Protein Assay Kit Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Dreieich 

23227 

DetachKit PromoCell GmbH, Heidelberg C-41210 

 
Tabelle 3: Geräte 

Name Firma 

Blot-Kammer  PEQLAB; Erlangen/ seit 2015 avantor; Darmstadt 

ChemiDocTM Imaging System Bio-Rad Laboratories GmbH, Neuburg 

ECIS ZØ Applied Biophysics, Troy, USA 

Heracell 240 Inkubator ThermoFisher Scientific, Dreieich 

Heraeus Biofuge fresco ThermoFisher Scientific, Dreieich 

Heraeus Multifuge 1 S-R ThermoFisher Scientific, Dreieich 

LabGard Class II biological safetly 

cabinet  

ibs tecnomara GmbH, Fernwald 

Olympus TH4-200 Mikroskop  Olympus Deutschland GmbH 

Leica TCS SP2 Leica, Wetzlar 

NanoDropTM 2000c  

Spektralphotometer  

ThermoFisher Scientific, Dreieich 

peqSTAR Thermocycler PEQLAB Biotechnologie GmbH, Hamburg 

TECAN GENios Pro  Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Tecan sunrise Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Thermocycler Primus 96 advanced PEQLAB Biotechnologie GmbH, Hamburg 

Thermomixer comport Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf 

VWR Incubating Orbital Shaker VWR International GmbH 
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Tabelle 4: Material 

Name  Firma Bestellnummer 

4-12 % Bis-Tris Gel NuPAGETM 

1,5 mm x 10 Well 

Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Drei-

eich 

NPO335BOX 

Falcon® Cell Culture Inserts Corning, NY, USA 353180 

Cellstar®, Greiner-Bio One 6 Well 

Cell Culture Plate  

Greiner-Bio One International GmbH, Fri-

ckenhausen 

657 160  

Cellstar®, Greiner-Bio One 12 

Well Cell Culture Plate  

Greiner-Bio One International GmbH, Fri-

ckenhausen 

665 180 

Mini-PROTEAN® TGX Stain-

FreeTM Gel  

Bio-Rad Laboratories GmbH, Neuburg 4568023 

Nitrocellulose/ Filterpapier, 0,2µm, 

NovexTM 

ThermoFisher Scientific, Dreieich 12040146 

SuperFrost® Plus Objektträger  R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen 03-0060 

TC-Schale 35, Standard  Sarstedt, Nürnbrecht  83.3900 

 

Tabelle 5: Zellkulturmedien 

Name Firma Zusätze Bestellnummer 

DMEM/F-12 (1:1) 1x –L-Glu Gibco, ThermoFisher 

Scientific, Dreieich 

P/S  

FCS 

200 mM L-Glu 

21331-020 

Endothelial Cell Growth Medium 

MV 

PromoCell GmbH, 

Heidelberg 

P/S 

Supplement 

C-22020 

Endothelial Cell Basal Medium 

MV prf 

PromoCell GmbH, 

Heidelberg 

P/S C-22225 

F-12 Nut Mix (Ham) 1x + L-Glu Gibco, ThermoFisher 

Scientific, Dreieich 

P/S 

FCS 

21765-029 

OPTI-MEM® I (1x) Gibco, ThermoFisher 

Scientific, Dreieich 

- REF.: 31985-062 

 
Tabelle 6: primäre Antikörper 

Name Firma Bestellnummer Wirt Verdünnung Größe Aufbe-

wahrung 

Beta-Aktin Sigma-Aldrich, 

Darmstadt 

A3854 m 1:1000 42 -20°C 

Catenin alpha ThermoFisher 

Scientific,  

Dreieich 

71-1200 rb 1:500 102  -20°C 

Catenin delta Invitrogen, 

ThermoFisher 

Scientific,  

Dreieich 

33-9600 rb 1:500 110 -20°C 

Catenin beta Invitrogen, 

ThermoFisher 

Scientific,  

Dreieich 

71-2700 rb 1:1000  92 -20°C 

Catenin 

gamma 

Cell Signaling 

Technology 

Europe,  

Frankfurt 

2309 rb 1:1000 83 -20°C 

GAPDH MERCK Milli-

pore, Darmstadt 

MAB374 m 1:1000-

1:3000 

38 -20°C 

Anti-GEF H1  Abcam, 

Cambridge 

ab155785 rb 1:500 111  -20°C 

N-Cadherin R&D Systems 

GmbH,  

AF6426 sh 1:500 100-130  -20°C 
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Wiesbaden 

VE-Cadherin 

extrazellulär 

R&D Systems 

GmbH,  

Wiesbaden 

MAB9381 m 1:1000 130 -20°C 

VE-Cadherin   Santa Cruz Bio-

technology Inc, 

Heidelberg 

sc-9989 m 1:1000 130 -20°C 

ZO-1 MERCK Milli-

pore, Darmstadt 

AB2272 rb 1:1000  260 + 4°C 

 
Tabelle 7: sekundäre Antikörper 

Name Firma Bestellnummer Wirt Verdün-

nung 

Aufbe-

wahrung 

gam pox  Dianova, BIOZOL 

GmbH, Hamburg 

115-035-003 m 1:2000 bis 

1:3000 

-20°C 

garb pox Dianova, BIOZOL 

GmbH, Hamburg  

111-035-003 rb  1:3000 -20°C 

gam cy3 Dianova, BIOZOL 

GmbH, Hamburg  

115-165-003 m 1:600 -20°C 

garb cy3 Dianova, BIOZOL 

GmbH, Hamburg 

111-165-003 rb 1:600 -20°C 

dam Alexa Fluor 488  Invitrogen, Ther-

moFisher Scientific, 

Dreieich 

A-21201 m 1:200 +4°C 

darb Alexa Fluor 488  Invitrogen, Ther-

moFisher Scientific, 

Dreieich 

A-21206 rb 1:200 +4°C  

donkey anti sheep  Invitrogen, Ther-

moFisher Scientific, 

Dreieich 

A16041 sh 1:1000 -20°C 

Alexa Fluor 488 

Phalloidin  

Invitrogen, Ther-

moFisher Scientific, 

Dreieich 

A12379 / 1:60 -20°C 

 
Tabelle 8: Primer 

Name Firma Sequenz GC-Gehalt Länge  

EC1-4_attB1_F1 Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

GGGGACAAGTTTG-

TACAAAAAAGCAGGC

TTCACCATGGAT-

GCAGAGGCTGAT-

GATGC 

49.1 % 57 bp 

EC1-4_attB2_AgeI_R1 Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

GGGGACCACTTTG-

TACAAGAAAGCTGGG

TCTGGCCAGTAG-

AAGGGCTGCTGGAA-

GAT 

54.4 % 57 bp 

EC3-5_attB1_KF1 Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

GGGGACAAGTTTG-

TACAAAAAAGCAGGC

TTCACCATGGAT-

GGTGGGGACCTCAGT-

CATCT 

50 % 60 bp 

EC3-5_attB2_AgeI_R3 Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

GGGGACCACTTTG-

TACAAGAAAGCTGGG

TCTGGCCATCGAACTG

GCCGTACTTCA 

54.5 % 55 bp 
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EC1-4_Cl2_fw Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

TAAGCAG-

GATCCTAAT-

GCAGAGGCTCATG 

48 % 29 bp 

EC1-4_Cl2_rev Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

TGCTTACTCGAGCTT-

CAGCTGGAAGTGGT 

52 % 29 bp 

EC3-5_21_fw Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

TAAGCAGGATCCGT-

CATGGGTGGGGACCT-

CAGTCATC 

57 % 37 bp 

EC3-5_21_rev Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg 

TGCTTACTCGAGTGT-

CAAACTGCCCATAC 

48 % 29 bp 

 

Tabelle 9: Enzyme 

Name Firma Bestellnummer 

Xho I ThermoFisher Scientific, Dreieich ER0691 

BamHI ThermoFisher Scientific, Dreieich ER0051 

 

Tabelle 10: Lösungen 

Name Zusammensetzung Lagerung 

BSA/NGS 3 % BSA 

1 % NGS 

- 20 °C 

RIPA-Puffer 50 mM Tris-Cl pH 7,4 

150 mM NaCl 

1 % NP-40 

0,5 % Natriumdeoxycholat 

0,1 % SDS 

+4°C 

SDS-Lysepuffer 25 mM Hepes pH 7,6 

2 mM EDTA 

25 mM NaF 

1 % SDS  

Kurz vor Benutzung + Protease-Inhibitor  

- 20 °C 

Stripping-Puffer 2 % SDS  

0,5 M Tris HCl pH 6,8 

Raumtemperatur 
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4 Methoden 

4.1 Molekularbiologische Methoden 

4.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist ein grundlegendes Werkzeug in der molekula-

ren Biologie, um spezifische Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Sequenzen zu amplifizie-

ren und zu vervielfältigen. Die doppelsträngige DNA wird im ersten Schritt bei 94°C 

denaturiert, wobei die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den DNA-Strängen auf-

getrennt werden und danach die DNA in Einzelsträngen vorliegt. Im zweiten Schritt, der 

Primer-Hybridisierung, binden die Primer, welche hierfür entworfen wurden, spezifisch 

an das 3´-Ende der gewünschten DNA-Sequenz. Die Bindungstemperatur ist abhängig 

von der Länge und dem GC-Gehalt der Primer. Im dritten Schritt wird bei 72°C der kom-

plementäre Strang durch eine Polymerase in 5´-3´-Richtung synthetisiert. Die Dauer die-

ses Schrittes ist abhängig von der Größe des Amplifikats und der Polymeraseaktivität. 

Diese drei Schritte werden 30-mal wiederholt, damit die Vervielfältigung der gewünsch-

ten DNA-Sequenz stattfindet. Im letzten Schritt wird nochmals bei 72°C inkubiert, um 

die DNA-Amplifikation zu beenden. 

4.1.1.1 Amplifikations-PCR 

In dieser PCR wird die Phusion-Polymerase verwendet. Diese besitzt eine 3´-5´-Exonuk-

leaseaktivität, wodurch eine Überprüfung der synthetisierten DNA stattfindet und eine 

hohe Genauigkeit des Endprodukts gewährleistet werden kann. Als Template wird das 

schon etablierte Plasmid pcDNA-DEST47-EC1-5 verwendet und mit 150 ng eingesetzt. 

Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 11 dargestellt, sowie das verwendete Thermocycler Pro-

gramm in Tabelle 12. 

Tabelle 11: Reagenzien des Reaktionsansatzes für die Phusion-PCR 

Reagenzien Volumen Endkonzentration 

Template pcDNA-DEST47-EC1-5 01,00 µl 150 ng 

5 x HF-Puffer 10,00 µl 1 x 

2 mM dNTPs 05,00 µl 0,2 mM 

100 % DMSO 01,50 µl 3 % 

10 µM Vorwärtsprimer 02,50 µl 0,5 µM 

10 µM Rückwärtsprimer 02,50 µl 0,5 µM 
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2 U/µl Phusion DNA-Polymerase 00,50 µl 1 U/ 50 µl 

Nuklease freies H2O Auf 50 µl  

 

Tabelle 12: Phusion-PCR-Thermocyler Programm 

Schritt Temperatur Dauer Zyklen 

Anfangs-Denaturierung 98°C 30 Sekunden 1 

 

Denaturierung 98°C 10 Sekunden  30 

Primer-Hybridisierung Primer abhängig 30 Sekunden  

Elongation  72°C  30 Sekunden/kb 

 

End-Elongation 72°C 10 Minuten 1 

Gehalten bei 4°C ∞ 1 

4.1.1.2 Verifizierungs-PCR 

In dieser PCR wird die Taq-Polymerase zur Sequenzüberprüfung der Klone verwendet. 

Diese besitzt keine 3´-5´-Exonukleaseaktivität, wodurch die Fehlerrate höher ist als bei 

der Phusion-Polymerase. Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 13 dargestellt, sowie das ver-

wendete Thermocycler-Programm in Tabelle 14. 

Tabelle 13: Reagenzien des Reaktionsansatzes für die Verifizierungs-PCR 

Reagenzien Volumen Endkonzentration 

Template (1 Kolonie) 01,00 µl 150 ng 

10 x Taq Puffer 02,50 µl 1 x 

2 mM dNTPs 02,50 µl 0,2 mM 

25 mM MgCl2 02,00 µl 2 mM 

10 µM Vorwärtsprimer 01,25 µl 0,5 µM 

10 µM Rückwärtsprimer 01,25 µl 0,5 µM 

5 U/µl Taq Polymerase 00,25 µl 1,25 U 

Nuklease freies H2O Auf 25 µl  

 

Tabelle 14: Verifizierungs-PCR-Thermocyler Programm. 

Schritt Temperatur Dauer Zyklen 

Anfangs-Denaturierung 95°C 10 Minuten 1 

 

Denaturierung 95°C 30 Sekunden  30 
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Primer-Hybridisierung Primer abhängig 30 Sekunden  

Elongation  72°C  1 Minute/kb 

 

End-Elongation 72°C 10 Minuten 1 

Gehalten bei 4°C ∞ 1 

 

4.1.2 Aufreinigung von DNA 

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wird mithilfe des SIGMA GenEluteTM PCR Clean-

Up Kits durchgeführt. Dieses ist geeignet für PCR-Produkte von 100 bp bis 10 kb. Durch 

die Aufreinigung werden die PCR-Produkte von der DNA-Polymerase, Primern, Nukle-

otiden, Ölen und Salzen gereinigt. Als Erstes wird das fünffache Volumen der DNA an 

Bindepuffer hinzugegeben, anschließend die DNA-Lösung auf eine Silica-Membran auf-

getragen und eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die dadurch gebundene DNA 

wird einmal mit Waschpuffer gewaschen und unter den gleichen Bedingungen zentrifu-

giert. Der Durchfluss wird verworfen und nochmals für drei Minuten zentrifugiert. Die 

DNA wird zum Schluss mit der Eluierungslösung aus der Silica-Membran herausgelöst.  

4.1.3 BP-Rekombinationsreaktion 

Durch die BP-Rekombinationsreaktion wird die DNA-Sequenz von Interesse, bezie-

hungsweise das bereits amplifizierte PCR-Produkt, welches attB-Seiten enthält, in einen 

Donor Vektor, welcher attP-Seiten enthält, rekombiniert. Das Produkt heißt Entry Clone 

(Abbildung 4-1). 

 

Abbildung 4-1: Klonierungsstrategie Nr.1. direktionale Klonierung von PCR-Produkten mit der Gateway 

Technologie (mit freundlicher Genehmigung von ThermoFisher). 

 

Der Reaktionsansatz wird, wie in Tabelle 15 dargestellt, pipettiert. Der BP Clonase II-

Enzym-Mix wird auf Eis zwei Minuten aufgetaut und zweimal zwei Minuten gemixt. 

Anschließend wird 4 µl des BP Clonase-Enzym-Mixes zum Ansatz und zur Positivkon-

trolle hinzugegeben. Der Ansatz wird zweimal zwei Minuten gemixt und daraufhin über 



36 

 

Nacht bei 25°C inkubiert. Am nächsten Tag wird, um die Freisetzung von den Nuklein-

säuren zu gewährleisten, 2 µl Proteinase K-Lösung zur Reaktion hinzugegeben und bei 

37°C für 10 Minuten inkubiert. Dieser fertige Ansatz ist bei -20°C bis zu einer Woche 

haltbar. 

 

Tabelle 15: Reagenzien der BP-Rekombinationsansätze. 

Reagenzien Probe Positivkontrolle Negativkontrolle 

PCR-Produkt 40 ng 0,4 µl - - 

pDONR Vektor 150 ng 1 µl 1 µl 1 µl 

Pexp/-Tet positive Kontrolle 50 ng 1 µl 2 µl - 

5 x BP Clonase Reaktionspuffer 4 µl 4 µl 4 µl 

TE Puffer, pH 8.0 Auf 16 µl 9 µl 15 µl 

 

4.1.4 LR-Rekombinationsreaktion 

Der Entry Clone wird durch die LR-Rekombinationsreaktion in den End-, beziehungs-

weise Expressionsvektor kloniert. Dafür wird die attL-flankierte DNA-Sequenz in den 

attR-enthaltenden Expressionsvektor rekombiniert. Der Reaktionsansatz wird, wie in Ta-

belle 16 dargestellt, pipettiert. Der LR-Clonase II-Enzym-Mix wird auf Eis zwei Minuten 

aufgetaut und zweimal zwei Minuten gemixt. Daraufhin wird 4 µl des LR-Clonase-En-

zym-Mixes zum Ansatz und zur Positivkontrolle hinzugegeben. Der Ansatz wird zweimal 

zwei Minuten gemixt und daraufhin über Nacht bei 25°C inkubiert. Am nächsten Tag 

wird, um die Freisetzung von den Nukleinsäuren zu gewährleisten, 2 µl Proteinase K-

Lösung zur Reaktion hinzugegeben und bei 37°C für 10 Minuten inkubiert. Dieser fertige 

Ansatz ist bei -20°C bis zu einer Woche haltbar. 

 

Tabelle 16: Reagenzien der LR-Rekombinationsansätze 

Reagenzien Probe Positivkontrolle Negativkontrolle 

pDONR-EC1-4 bzw. EC3-5 100-300 ng 4 µl - - 

pcDNA-DEST47 Vektor 300 ng 1,5 µl 1,5 µl 1,5 µl 

pENTR-gus - 2 µl - 

5 x BP Clonase Reaktionspuffer 4 µl 4 µl 4 µl 

TE-Puffer, pH 8.0 Auf 16 µl 8,5 µl 14,5 µl 
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4.1.5 Transformation 

Damit Bakterien das gewünschte Protein produzieren, muss das zuvor klonierte Plasmid 

in das Bakterium eingebracht werden. Dafür wird die Transformation durchgeführt. 

Nachdem die DH5α-Zellen auf Eis aufgetaut worden, werden diese mit 2 µl 0,5 M β-

Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt) und 10 µl Plasmid versetzt und für zehn 

Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin wird für genau 30 Sekunden bei 42°C im Heizblock 

inkubiert. Anschließend wird 250 µl Lurani Bertani (LB)-Medium hinzugegeben und für 

mindestens eine Stunde bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Dieser Ansatz wird danach 

entweder auf LB-Platten mit Antibiotikum ausplattiert oder zum Animpfen von Über-

nachtkulturen verwendet.  

4.1.6 Plasmidisolierung 

Vorbereitend zur Transfektion werden mittels Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit (Machery-

Nagel, Düren) die Plasmide aus den Bakterien isoliert. Hierfür wird zuerst eine 3 ml Start-

kultur der DH5α-Zellen, die das gewünschte Plasmid erhalten, in LB-Medium über Nacht 

bei 37°C und 300 rpm angesetzt. Am nächsten Tag wird diese in 250-300 ml LB-Medium 

verdünnt und über Nacht bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Die DH5α-Zellen werden bei 

4000 xg für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 12 ml Resuspensions-

puffer aufgenommen und 12 ml Zelllysepuffer hinzugegeben, fünfmal invertiert und für 

fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wird die NucleoBond® Xtra 

Column inklusive Filter mit 25 ml Equilibrationspuffer versetzt. Nach der Bakterien Lyse 

wird 12 ml Neutralisierungspuffer hinzugegeben und invertiert bis der Farbumschlag 

stattfindet. Es wird bei 4000 xg für zehn Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Überstand 

auf die Säule gegeben. Die Säule entleert sich, wie auch in den nächsten Schritten durch 

Schwerkraft. Danach wird mit 15 ml Equilibrationspuffer gewaschen. Anschließend wird 

der Filter entfernt und 25 ml Waschpuffer hinzugegeben. Daraufhin wird 15 ml Elutions-

puffer hinzugegeben und der Durchfluss in einem 25 ml Falkon aufgefangen. Danach 

wird 10,5 ml Isopropanol hinzugegeben, um das eluierte Plasmid zu präzipitieren. An-

schließend wird gemischt und bei 4°C für 15 Minuten mit 4000 xg zentrifugiert. Der 

Überstand wird vorsichtig abgenommen. Das Pellet wird mit 14 ml 70 %igen Ethanol 

gewaschen. Hierfür wird mit 4000 xg für fünf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

Der Überstand wird komplett abgenommen, das Pellet an der Luft getrocknet und danach 

in Nuklease-freiem Wasser aufgenommen. Daraufhin wird die Konzentration gemessen.  



38 

 

4.1.7 DNA-Konzentrationsmessung 

Die DNA-Konzentration wird mit Hilfe des NanoDropTM 2000c Spektralphotometer 

(ThermoFisher Scientific; Dreieich) gemessen. Hierfür wird 1 µl der isolierten Plasmid-

lösung verwendet. Die Konzentration sollte deutlich über 10 ng/µl liegen, da bei geringe-

rer Konzentration nur von Kontaminationen ausgegangen werden kann. Um die Reinheit 

der Probe zu überprüfen, werden die Absorptionsverhältnisse 260/280 und 260/230 ge-

messen. Ersteres sollte bei 1,8 liegen und zeigt bei einer Abweichung < 1,8 eine Verun-

reinigung mit beispielsweise Proteinen und Phenolen an. Letzteres sollte zwischen 2,0 

und 2,2 liegen und deutet bei einer Abweichung < 2,0 auf eine Kontamination mit Ethy-

lendiamintetraacetat (EDTA), Phenol, Guanidinhydrochlorid oder Kohlenhydraten hin. 

4.1.8 Sequenzierung 

Zur Überprüfung, ob das gewünschte Insert im Vektor vorhanden und in der richtigen 

Orientierung ist, wird eine 200 ml Übernachtkultur der Klone angesetzt und anschließend 

eine Plasmidisolierung durchgeführt. Die Plasmide werden mit Hilfe von Eurofins Geno-

mics sequenziert. Hierfür wird ein 17 µl Ansatz hergestellt, der 50-100 ng/µl Plamid-

DNA, sowie 10 µM des M13 Primers enthält. Es wird jeweils ein Ansatz für den Vor-

wärts- und Rückwärtsprimer pipettiert.  

4.2 Zellbiologische Methoden 

4.2.1 Zellkultur immortalisierter adhärenter Zelllinien 

In dieser Arbeit werden Zellen aus den Ovarien des chinesischen Zwerghamsters (CHO) 

und humane, embryonale Nierenzellen (HEK 293T) verwendet. Die Zellen werden in 

Zellkulturflaschen (Cellstar®, Greiner-Bio One International GmbH, Frickenhausen) mit 

spezifischem Medium unter sterilen Bedingungen bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Wenn 

die Zellen eine Konfluenz von 95 % erreichen, werden sie passagiert. Hierfür wird das 

verbrauchte Medium abgenommen und die Zellen mit dulbecco´s phosphate buffered sa-

line (DPBS; Gibco®, Thermofisher Scientific, Dreieich) gewaschen. Anschließend wer-

den diese mit 3 ml 0,05% Trypsin fünf Minuten behandelt, damit eine Ablösung von der 

Oberfläche stattfindet. Zur Neutralisierung des Trypsins werden 7 ml Medium zu den 

Zellen hinzugegeben und die Zelllösung in ein 50 ml Falcon überführt und für vier Mi-

nuten bei 330 xg zentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig abgenommen und das Pellet 

in 1 ml Medium resuspendiert.  
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4.2.2 Zellzahlbestimmung 

Für die Zellzahlbestimmung werden 10 µl der Zellsuspension zu 90 µl 0,4% Trypanblau 

(1 /10 verdünnt, Sigma-Aldrich, Darmstadt) hinzugegeben. Davon werden 10 µl in eine 

Neubauer-Kammer (improved) gegeben und die vier Großquadrate ausgezählt und der 

Mittelwert bestimmt. Mit folgender Formel wird daraufhin die Zellzahl bestimmt:  

 

Zellzahl = Mittelwert × 105 

 

Wenn die Zellen in mehr als 1 ml Medium aufgenommen werden, wird der Mittelwert 

mit der Anzahl der Milliliter multipliziert.  

4.2.3 Transfektion 

Damit die CHO- beziehungsweise die HEK 293T-Zellen das Protein von Interesse pro-

duzieren, mussten diese mit dem Plasmid, welches die DNA-Sequenz dessen enthält, 

transfiziert werden. Hierfür wird zuerst eine Zellzahl von 1 x 106 für die CHO-Zellen und 

1 x 107 für die HEK 293T Zellen auf einer 6-Well Platte pro Well ausgesät. Nach 24 

Stunden wird die Transfektion nach dem Lipofectamine® LTX and PLUSTM Reagent Kit 

(invitrogen, Thermofisher Scientific, Dreieich) Protokoll durchgeführt. Ein Well pro 6-

Well Platte dient der Kontrolle und wird nicht transfiziert. Zuerst werden zwei Lösungen 

angesetzt. In Lösung 1 wird 150 µl OPTI-MEM (gibco, Life Technologies Corporation, 

Grand Island, USA) und 6 µl LTX-Reagenz angesetzt. In Lösung 2 wird zu 170 µl OPTI-

MEM (gibco, Life Technologies Corporation, Grand Island, USA) 3,5 µl Plus Reagenz 

und 2 µg Plasmid hinzugegeben. Beide Lösungen werden daraufhin gemischt und für fünf 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wird der Überstand der Zellen 

abgenommen, diese mit DPBS (Gibco®, Thermofisher Scientific, Dreieich) gewaschen 

und anschließend 700 µl Medium sowie 300 µl des inkubierten Transfektionsansatzes auf 

die Zellen gegeben. Nach 2-3 Tagen wird der Überstand in ein 15 ml Falkon überführt 

und mit 1x Protease Inhibitor versetzt.  

4.2.4 VE-Cadherin ELISA 

Zur Bestimmung der Konzentration von sVE-CadherinEC1-5 im Überstand der CHO-Zel-

len wird das humane VE-Cadherin Quantikine Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) Kit (R&D Systems, Inc., Minneapolis) verwendet. Der Antikörper in diesem 

ELISA erkennt Epitope zwischen Asp-48 und Gln-593, die der extrazellulären Domäne 
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von VE-Cadherin entsprechen. Die Proben werden vorweg in Calibrator Diluent RD5p 

(1:5 verdünnt) verdünnt. Die Verdünnung war abhängig von Probenart und Zelllinie. Zu-

erst wird 100 µl Assay Diluent RD1-57 in jedes Well gegeben. Anschließend wird 50 µl 

der Standardproben, der Qualitätskontrolle oder der verdünnten Proben hinzugegeben. 

Die Inkubation findet für zwei Stunden bei Raumtemperatur und unter Schütteln (400 

rpm) statt. Danach werden die Wells viermal mit jeweils 200 µl Waschpuffer gewaschen. 

Daraufhin wird 200 µl Human VE-cadherin Conjugate in jedes Well gegeben und für 

zwei Stunden bei Raumtemperatur bei 400 rpm inkubiert. Anschließend wird der Wasch-

schritt wiederholt. Danach wird 200 µl Substrate Solution hinzugegeben und für 30 Mi-

nuten bei Raumtemperatur im Dunkeln bei 400 rpm inkubiert. Daraufhin wird 50 µl Stop 

Solution hinzugegeben und die optische Dichte mittels TECAN sunrise (Tecan Group 

Ltd.; Männedorf, Schweiz) und der zugehörigen Software Magellan 7.2 SP1 bei 450 nm 

bestimmt. 

4.2.1 Zellkultur primärer Zelllinien 

In dieser Arbeit werden primäre humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen 

(HDMEC) von der Firma Promocell (Heidelberg) verwendet. Um eine hohe Variabilität 

zwischen den verschiedenen Kulturen zu verhindern, wurde darauf geachtet, dass die Zel-

len alle aus dem gleichen Präparationslot der Firma stammten, sofern dies möglich war.  

4.2.2 Auftauen primärer Zellen 

Vorab wird mindestens 9 ml Wachstums-Medium für ungefähr 30 Minuten bei 37°C und 

5% CO2 in einer T25 Zellkulturflasche inkubiert. Das Kryovial wird aus der Trockeneis-

box geholt und direkt für zwei Minuten in dem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Nach 

sorgfältiger Desinfektion des Kryovials werden die primären Zellen unter sterilen Bedin-

gungen in eine T25 Flasche überführt. Nach einer Inkubation von 16-24 Stunden bei 37°C 

und 5% CO2 wird das Medium gewechselt. 

4.2.3 Passagieren von primären Zellen 

Wenn die Zellen eine Konfluenz von 70-90 % erreicht haben, werden diese passagiert. 

Hierfür wird vorab das PromoCell DetachKit auf Raumtemperatur gebracht. Daraufhin 

wird das Medium abgenommen und die Zellen für 15 Sekunden mit 5 ml 2-(4-(2-Hydro-

xyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) balanced salt solution (BSS) Lösung 

gewaschen. Nachdem die HEPES BSS Lösung abgenommen wurde, wird die 
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Trypsin/EDTA Lösung hinzugegeben und für drei Minuten bei Raumtemperatur inku-

biert. Zu den abgelösten Zellen wird 5 ml Trypsin Neutralisierungs-Lösung hinzugegeben 

und die Zellen in ein 50 ml Falkon überführt. Dies wird daraufhin für drei Minuten bei 

220 xg zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen und die Zellen in 20 ml resuspen-

diert. Alle zwei bis drei Tage wird das Medium gewechselt. 

4.2.4 Behandlung der primären Zellen 

In den verschiedenen experimentellen Setups werden die Zellen unterschiedlichen Be-

handlungen ausgesetzt. Die verwendeten Konzentrationen der Reagenzien sind in Tabelle 

17 dargestellt.  

Tabelle 17: Konzentration der Behandlungsreagenzien. 

Reagenz  Menge 

sVE-CadherinEC1-5 50 ng/ml; 100 ng/ml; 130 ng/ml 

Angiopoetin-1 500 ng/ml 

Y27632 30 µM  

AKB9778 1 µM 

4.2.5 Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) zur Bestimmung des Tran-

sendothelialen elektrischen Widerstands (TER) 

Um die Endothelbarriere indirekt messen zu können, werden Impedanzmessungen mittels 

Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) ZØ (Applied Biophysics, Troy, USA) 

durchgeführt. Die HDMEC Zellen werden auf den Goldelektroden 8W10E+ (ibidi 

GmbH, Gräfelfing) ausgesät und kultiviert, bis diese konfluent sind. Die Messung findet 

bei 4000 Hz statt. Nach 30 Minuten Adaptierungszeit der Zellen wird die Behandlung 

durchgeführt und die Widerstandsmessung 24 Stunden lang aufrechterhalten. 

4.2.6 Transwell Assay zur Messung der endothelialen Permeabilität in vitro 

Um die Permeabilität der endothelialen Zellkulturen zu messen, wird ein Transwell Assay 

durchgeführt. Die HDMEC Zellen werden auf 12-Well Platten mit Zellkultur Inserts (Fal-

con, Wiesbaden) mit einer Porengröße von 0,4 µm ausgesät und 10-14 Tage kultiviert, 

bis diese konfluent sind. Die Vorbehandlung findet 24 Stunden vor dem Start des Expe-

rimentes statt. Am Versuchstag wird die Transwell Platte zweimal mit Medium ohne Phe-

nolrot gewaschen und 96-Well Platten vorbereitet. Hierfür wird für den Leerwert in Well 

A2 und A3 100 µl Medium ohne Phenolrot, sowie in Reihe B Well 1-12 je 50 µl vorge-

legt. Anschließend werden die Inserts 1:1 in frische mit 1,6 ml Medium ohne Phenolrot 
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vorbereitete Wells gesetzt. In die Inserts wird 500 µl Medium ohne Phenolrot gegeben. 

Daraufhin wird in jedes Well 100 µl Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Dextran-Lösung 

(70 kDa, Sigma-Aldrich, Darmstadt) gegeben und vorsichtig resuspendiert. Anschließend 

wird die Platte für genau 30 Sekunden in den 37°C warmen Schüttel-Inkubator gestellt. 

Nun wird jeweils 50 µl Medium aus dem Transwell Insert abgenommen und in die 96-

Well Platte in Reihe B pipettiert. Die Platte wird bei 37°C im Schüttel-Inkubator gestellt 

und nach 30, 60, 90 und 120 Minuten jeweils 100 µl Medium aus dem unteren Bereich 

abgenommen und in die 96-Well Platte überführt. Während des Prozesses wird die 96-

Well Platte bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Die Fluoreszenz Messung erfolgt mit dem 

Tecan GENios Pro Gerät (Tecan Group Ltd.; Männedorf). Für alle experimentellen Be-

dingungen wurde der Permeabilitätskoeffizient anhand folgender Formel bestimmt:  

PE = [(ΔCA/Δt) × VA]/S × ΔCL  

Dabei ist PE = diffusive Permeabilität (cm/s), ΔCA = Änderung der FITC-Dextrankon-

zentration, Δt = Zeitänderung, VA = Volumen des abluminalen Mediums, S = Oberfläche 

und ΔCL = konstante luminale Konzentration. 

4.2.7 Immunfluoreszenz 

Die Zellen werden in eine Petrischale mit fünf Deckgläschen ausgesät und kultiviert bis 

diese konfluent waren. Zuerst wird das Medium abgesaugt. Um die Zellen zu fixieren, 

werden diese für zehn Minuten mit 2 % Paraformaldehyd (PFA) inkubiert. Anschließend 

wird dreimal fünf Minuten mit PBS gewaschen. Daraufhin wird die Zellmembran perme-

abilisiert, hierfür wird 0,1 % TritonX100 verwendet. Nach einer fünfminütigen Inkuba-

tion wird dreimal für fünf Minuten mit PBS gewaschen. Die Deckgläschen werden nach 

dem Waschen auf Objektträger gelegt und eine Stunde mit 30 µl bovines Serumalbumin 

(BSA)/ normales Ziegenserum (NGS) pro Deckgläschen inkubiert. Nachdem diese drei-

mal fünf Minuten mit PBS gewaschen worden, wird 25 µl primärer Antikörper (Tabelle 

6) auf die Deckgläschen gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag 

wird viermal mit PBS für fünf Minuten gewaschen und anschließend der sekundäre An-

tikörper (Tabelle 7: sekundäre AntikörperTabelle 7) mit einem Volumen von 25 µl auf 

die Deckgläschen gegeben. Nach einer einstündigen lichtgeschützen Inkubation werden 

die Deckgläschen dreimal fünf Minuten mit PBS gewaschen und anschließend mit 

VectaShield HardSetTM inklusive 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Vector Labora-

tories, Inc.; Burlingame) eingedeckt. Die Objektträger werden bei 4°C aufbewahrt. Fotos 
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werden an dem Konfokal Mikroskop Leica TCS SP2 (Wetzlar, Germany) in verschiede-

nen Vergrößerungen aufgenommen. Pro Bedinung werden zwei bis drei Fotos aufgenom-

men. Mittels ImageJ werden von diesen Fotos insgesamt 30 Messdaten gesammelt. Diese 

Messdaten beinhalten den gray value und die distance [microns]. Die Daten werden unter 

Zuhilfenahme von GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) analysiert 

und graphisch dargestellt. 

4.2.8 Western Blot Analyse 

4.2.8.1 Zelllysate 

Um die exprimierten Proteine der HDMEC Zellen analysieren zu können, müssen vorab 

Zelllysate hergestellt werden. Dafür werden HDMEC Zellen auf 6-Well Platten ausgesät 

und inkubiert, bis diese konfluent sind. Anschließend werden diese je nach Experiment 

behandelt (Tabelle 17). Nach der Inkubation wird einmal mit Raumtemperatur warmen 

PBS gewaschen und anschließend Lysepuffer hinzugegeben. Je nach Experiment werden 

verschiedene Puffer verwendet (Tabelle 18). Nachdem der Lysepuffer hinzugegeben 

wurde, werden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt, in ein Eppendorf Gefäß über-

führt, sonifiziert und bei -20°C eingefroren. 

Tabelle 18: Verwendete Lysepuffer. 

Experiment Lysepuffer 

Western Blot  SDS Lysepuffer 

Immunpräzipitation RIPA-Puffer 

4.2.8.2 Bicinchoninsäure (BCA) Protein Assay 

Um den Gesamtproteingehalt in den Zelllysatproben zu bestimmen, wird ein Bicin-

choninsäure (BCA) Protein Assay durchgeführt. Hierfür wird das PierceTM BCA Protein 

Assay Kit (Thermofisher Scientific, Dreieich) verwendet. Zuerst wird die Albumin Stan-

dardreihe hergestellt (Tabelle 19). Als Verdünnungsreagenz wird der zugehörige Lyse-

puffer verwendet. In eine 96-Well Platte werden je 10 µl Standardprobe, sowie 5 µl Probe 

und 5 µl Lysepuffer pipettiert. Anschließend werden Reagenz A und Reagenz B in einem 

Verhältnis von 1:50 gemischt und 200 µl zu jeder Standardprobe und Probe hinzugege-

ben. Daraufhin wird für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wird die Extinktion mit-

tels TECAN sunrise (Tecan Group Ltd.; Männedorf, Schweiz) bei 540-590 nm, gemes-

sen.  
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Tabelle 19: Pipettierschema der Albumin Standardreihe. 

Eppendorf 

Gefäß 

Endkonzentration [µg/ml] Volumen und Quelle des 

BSA [µl] 

Volumen des Lysepuffers 

A 2000 300 des Stockes 0 

B 1500 375 des Stockes 125 

C 1000 325 des Stockes 325 

D 750 175 des Gefäßes B 175 

E 500 325 des Gefäßes C 325 

F 250 325 des Gefäßes E 325 

G 125 325 des Gefäßes F 325 

H 25 100 des Gefäßes G 400 

I 0 = Blank 0 400 

4.2.8.3 Western Blot 

Ein Western Blot wird durchgeführt, um die Größe und quantitative Menge des Proteins 

von Interesse zu bestimmen. Hierfür werden zuerst die Lysate aufgetaut und mit vierfa-

chem Ladepuffer inklusive Dithiothreitol (DTT) versetzt. Verdünnungen werden herge-

stellt, damit alle Lysatproben mit gleicher Gesamtproteinmenge aufgetragen werden kön-

nen. Die Proben werden für fünf Minuten bei 95°C erhitzt, damit die Disulfidbrücken 

aufbrechen. Daraufhin werden die Proben abgekühlt und kurz zentrifugiert. Die Proben 

werden zusammen mit dem Marker (Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo-

fisher, Dreieich) auf ein 4-12 % Bis-Tris NuPAGETM Gel (Invitrogen, Thermofisher, 

Dreieich) aufgetragen. Die Elektrophorese wird zuerst für 15 Minuten mit 120 V und 

danach für 1 bis 1½ Stunden mit 200 V durchgeführt. Anschließend wird das Gel zusam-

men mit Filterpapier (Nitrocellulose/ Filterpapier, 0,2 µm, NovexTM, Thermofisher, Drei-

eich) in die Blotkammer (PEQLAB; Erlangen/ seit 2015 Avantor; Darmstadt) gelegt und 

bei 4°C für eine Stunde bei 200 V und 200 mA geblottet. Um die unspezifische Bindung 

der Antikörper an die Membran zu vermindern, wird die geblottete Membran in 5 % Ma-

germilch-Tris buffered saline with Tween 20 (TBST)-Lösung bei Raumtemperatur ge-

blockt. Danach wird die Membran mit dem primären Antikörper (Tabelle 6), der gegen 

das Protein von Interesse gerichtet ist, bei 4°C über Nacht inkubiert. Die Membran wird 

dreimal sieben Minuten in TBST gewaschen und anschließend mit dem sekundären An-

tikörper (Tabelle 7) für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wird drei-

mal sieben Minuten in TBST gewaschen. Danach wird die Membran im Chemilumines-
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zenz-Substrat (CheLuminate-HRP PicoDetect BC, PanReac Applichem, Darmstadt) ent-

wickelt und mit dem ChemiDocTM (Imaging System, BioRad Laboratories, Feldkirchen) 

Gerät aufgenommen. Anschließend wird zweimal zehn Minuten in TBST gewaschen und 

daraufhin eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem β-Aktin oder Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Antikörper inkubiert. Danach wird dreimal sieben 

Minuten in TBST gewaschen, im Chemilumineszenz-Substrat (CheLuminate-HRP Pico-

Detect BC, PanReac Applichem, Darmstadt) entwickelt und mittels ChemiDocTM (Ima-

ging System, BioRad Laboratories, Feldkirchen) aufgenommen. Die Quantifizierung wird 

mittels ImageLab Software (BioRad Laboratories, Feldkirchen) durchgeführt. 

4.2.9 Immunpräzipitation 

Um Protein-Interaktionen analysieren zu können, wird die Immunpräzipitation durchge-

führt. Die Zelllysate werden auf Eis aufgetaut. Anschließend werden pro 500 µl Zelllysat 

25 µl nProtein A und 25 µl Protein G hinzugegeben und eine Stunde bei 4°C in einem 

Drehkarussell inkubiert. Danach wird eine Minute bei 12.000 xg zentrifugiert und der 

Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Daraufhin wird zu den Proben der pri-

märe Antikörper (Tabelle 6), der gegen das Protein von Interesse gerichtet ist, mit einer 

Konzentration von 2,5 µg hinzugegeben und der Ansatz über Nacht bei 4°C in dem Dreh-

karussell inkubiert. Am nächsten Tag wird zu den Proben 25 µl nProtein A und 25 µl 

Protein G hinzugegeben und für eine Stunde bei 4°C in dem Drehkarussell inkubiert. 

Anschließend wird dreimal mit 1 ml radioimmunoprecipitation assay (RIPA)-Puffer in-

klusive Protease Inhibitor gewaschen. Zwischen den Waschschritten wird jeweils für eine 

Minute bei 4°C und 12.000 xg zentrifugiert. Danach wird einmal mit 50 mM Tris, pH 8.0 

gewaschen und ein letzter Zentrifugationsschritt durchgeführt. Der Überstand wird ver-

worfen und das Pellet in 25 µl vierfach Probenpuffer aufgenommen. Anschließend wer-

den die Proben mittels Western Blot analysiert. Dieser wird mit den Antikörpern (Tabelle 

6), die zugehörig zu dem Interaktionspartner von Interesse sind, durchgeführt.  

4.2.10 Statistik 

Alle Daten werden mittels GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) ana-

lysiert und als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Um diese auf Normalverteilung 

zu testen, wird der D´-Agostino-Pearson-Test angewandt. Lediglich bei den Immunfluo-

reszenz und Transwell Daten wird aufgrund der geringen n-Zahl der dafür besser geeig-

nete Shapiro-Wilk-Test verwendet. 
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Bei Normalverteilung werden die Daten mit dem ungepaarten parametrischen Zweistich-

proben-t-Test, einfaktorielle Varianzanalyse oder zweifaktorielle Varianzanalyse jeweils 

mit Sidak-Post-hoc-Test parametrisch auf statistische Signifikanz getestet. 

Im Falle der nicht-Normalverteilung werden die Daten mittels Logarithmierens transfor-

miert, erneut auf Normalverteilung getestet und bei Bestehen mit dem bereits genannten 

parametrischen Test analysiert. Bei nicht-normalverteilten Daten werden der ungepaarte, 

nicht-parametrische Zweistichproben Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-Wallis-Test oder 

der Friedman-Test jeweils mit Dunn´s-Post-hoc-Test angewandt. Soweit nicht anders an-

gegeben, werden alle Gruppen selektiv gegen die Kontrolle getestet. Die Signifikanzni-

veaus werden folgendermaßen dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p 

< 0,0001. 
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5 Ergebnisse 

5.1 sVE-CadherinEC1-5 Generierung 

In Vorarbeiten wurde die extrazelluläre Domäne des VE-Cadherins in den pcDNA-

DEST47 Vektor kloniert. Das daraus resultierende Konstrukt pcDNA-DEST47_EC1-5 

(siehe Anhang) wird zur Transfektion in CHO-Zellen verwendet. Die erfolgreiche Etab-

lierung der Transfektion von CHO-Zellen zur stabilen Generierung des sVE-CadherinEC1-

5-Proteins in nennenswerten Konzentrationen war zunächst Gegenstand zeitaufwändiger 

Versuchsreihen. Es wurde hierzu zunächst mit CHO- und HEK-Zellen gearbeitet. Der 

Versuch eine stabile Zelllinie zu generieren, die konstant relevante Mengen des sVE-

CadherinEC1-5-Proteins generiert war nicht erfolgreich. Nach kürzester Zeit produzierten 

die Zellen das sVE-CadherinEC1-5-Protein nicht mehr. Verschiedene Ansätze hierzu führ-

ten nicht zum Erfolg. Es gelang jedoch schließlich das Transfektionsprotokoll so zu op-

timieren, dass für alle weiteren Versuche frisch transfizierte CHO-Zellen verwendet wur-

den. Diese Zellen produzieren und sezernieren das sVE-CadherinEC1-5-Protein reprodu-

zierbar in den Überstand der Zellkulturen. Die Konzentration von sVE-CadherinEC1-5 im 

Zellkulturüberstand wird mittels eines humanen VE-Cadherin ELISAs, welches gegen 

die Aminosäuren Asp-48 bis Gln-593 gerichtet ist, gemessen (Abbildung 5-1). Die Kon-

zentrationen schwanken zwischen 140 ng/ml und 500 ng/ml mit einem Mittelwert von 

244 ng/ml. 

 

Abbildung 5-1: Schematische Abbildung der Generierung von sVE-CadherinEC1-5. 

 

Zusätzlich wird in Western Blot Analysen verifiziert, dass sVE-CadherinEC1-5 im Über-

stand vorhanden ist. Hierfür wird ein Antikörper verwendet, der gegen die extrazelluläre 

Domäne von VE-Cadherin gerichtet ist. In Abbildung 5-2 zeigt die erste und zweite 

Bande Lysatproben aus CHO-Zellen, nicht transfizierte und mit dem Konstrukt pcDNA-
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DEST47_EC1-5 transfizierte. Bande drei und vier sind die zu den CHO-Zellen zugehö-

rigen Überstände. Probe drei ist der Überstand von nicht transfizierten und Probe vier von 

transfizierten CHO-Zellen.  

 

Abbildung 5-2: Western Blot Analyse von Lysaten und Überstände von CHO-Zellen, die entweder nicht 

oder mit dem Konstrukt pcDNA-DEST47_EC1-5 transfiziert wurden.  

CTRL = Kontrolle; ÜS = Überstände; transf. = transfiziert. 

 

Um einen möglichen funktionellen Effekt von sVE-CadherinEC1-5 zu testen, wird in der 

Folge mit Endothelkulturen gearbeitet. Hierfür wird zur Imitation einer Endothelbarriere 

in vitro humane dermale mikrovaskuläre Endothel Zellen (HDMECs) ausgesät und zum 

konfluenten Monolayer wachsen gelassen. Auf diesen Monolayer wird sVE-CadherinEC1-

5 in unterschiedlichen Konzentrationen appliziert.  

5.2 Das Spaltprodukt sVE-CadherinEC1-5 und seine Auswirkungen 

5.2.1 Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf die Endothelbarriere Funktion  

Um den Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf die Funktion der Endothelbarriere zu untersu-

chen, werden zwei verschiedene Messungen durchgeführt, die des transendothelialen 

elektrischen Widerstandes (TER) und die der Permeabilität. Der elektrische Widerstand 

wird über 24 Stunden unter Stimulation mit aufsteigenden sVE-CadherinEC1-5-Konzent-

rationen (50 ng/ml sVE-CadherinEC1-5, 100 ng/ml sVE-CadherinEC1-5 oder 130 ng/ml sVE-

CadherinEC1-5) gemessen. Die Applikation dieser unterschiedlichen sVE-CadherinEC1-5-

Konzentrationen auf die Endothelkulturen zeigt einen dosisabhängigen Effekt auf den 

elektrischen Widerstand (Abbildung 5-3 A), der mit steigender sVE-CadherinEC1-5-Kon-

zentration abnimmt. Wobei die Kontrolle im Mittel einen TER-Wert von 108,00 ± 0,81 % 

hat und sich von 50 ng/ml sVE-CadherinEC1-5 (87,93 ± 1,15 %; p = 0,0304), 100 ng/ml 

sVE-CadherinEC1-5 (70,35 ± 2,28 %; p < 0,0001) und 130 ng/ml sVE-CadherinEC1-5 (55,09 

± 2,87 %; p < 0,0001) unterscheidet. Die zusätzliche Analyse der Daten als Fläche unter 

der Kurve (area under the curve/AUC) relativ zur Kontrolle (Abbildung 5-3 B) zeigt ein 
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ähnliches Muster. Hier hat die Kontrollgruppe (CTRL) einen Wert von 1,00 ± 0,039. 

Nach der Behandlung mit sVE- CadherinEC1-5 reduzieren sich die AUC-Werte für sVE- 

CadherinEC1-5 [50 ng/ml] auf 0,81 ± 0,05 (p = 0,2432), für sVE- CadherinEC1-5 [100 ng/ml] 

auf 0,65 ± 0,053 (p < 0,0001) und für sVE- CadherinEC1-5 [130 ng/ml] auf 0,50 ± 0,064 (p 

< 0,0001).  

 

Abbildung 5-3: Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf die Integrität der Endothelbarriere. 

A: Transendotheliale elektrische Widerstandsmessung (TER) über 24 Stunden. Applikation von drei unter-

schiedlichen sVE-CadherinEC1-5 Konzentrationen 50 ng/ml, 100 ng/ml und 130 ng/ml. B: Fläche unter der 

Kurve (AUC) der TER nach sVE-CadherinEC1-5 Applikation von drei unterschiedlichen Konzentrationen 50 

ng/ml, 100 ng/ml und 130 ng/ml. Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen 

werden anhand des Friedman-Test mit Dunn´s-Post-hoc-Test (TER) oder der einfaktoriellen Varianzana-

lyse mit Sidak Post-hoc-Test (AUC) ermittelt. n ≥ 6. *zeigt p < 0,05 an; **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Ebenso wird der Permeabilitätskoeffizient (PE) bestimmt, um damit ein direktes Maß für 

die Integrität der Barriere der Endothelkulturen zu erhalten. Hierfür werden HDMEC Zel-
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len auf Transwell Filter ausgesät und der Fluss von FITC-Dextran (70 kDa) über die Zell-

schicht von apikal nach basolateral gemessen. Sowohl die Behandlung mit LPS [100 

ng/ml], als Positivkontrolle, als auch sVE-CadherinEC1-5 [130 ng/ml] hat zur Folge, dass 

der FITC-Dextran Flux erhöht ist (Abbildung 5-4). Der Wert der Kontrollgruppe liegt bei 

1,08 ± 0,014 cm/s*10-6. Nach sVE-CadherinEC1-5 [130 ng/ml] Behandlung liegt dieser bei 

1,27 ± 0,010 und nach LPS [100 ng/ml] Behandlung bei 1,43 ± 0,018. Der p-Wert für die 

Kontrollgruppe vs. sVE-CadherinEC1-5 liegt nach 60 Minuten bei 0,0713, nach 90 Minuten 

bei 0,0280 und nach 120 Minuten bei 0,0404. Der p-Wert für die Kontrollgruppe vs. LPS 

liegt nach 60 Minuten bei 0,0002, nach 90 Minuten bei < 0,0001 und nach 120 Minuten 

bei 0,0001. 

 

Abbildung 5-4: Permeabilitätsmessung über einen HDMEC Zellrasen via FITC-Dextran (70 kDa) Flux.  

Behandlung mit 100 ng/ml LPS oder 130 ng/ml sVE-CadherinEC1-5. Daten werden als Mittelwert ± SEM 

gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Sidak Post-hoc-

Test ermittelt. n ≥ 11. * zeigt p < 0,05 an; *** zeigt p < 0,001; **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Zusätzlich werden Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt, um Unterschiede in der 

Morphologie und Verteilung von VE-Cadherin an den Zellgrenzen zu untersuchen. VE-

Cadherin (rot) zeigt unter Kontrollbedingungen ein lineares Muster an den Zellgrenzen 

(Abbildung 5-5). Nach 24 Stunden Behandlung der Zellen mit insgesamt drei unter-

schiedlichen Konzentrationen von sVE-CadherinEC1-5 (50 ng/ml, 100 ng/ml und 130 

ng/ml) zeigt VE-Cadherin ein dosisabhängiges fragmentiertes Muster an den Zellgrenzen. 

Außerdem bilden sich nach der Applikation von 100 ng/ml und 130 ng/ml sVE-Cadheri-

nEC1-5 Lücken im HDMEC Zellrasen aus, erkennbar an der fehlenden VE-Cadherin-Fär-
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bung. Unter Kontrollbedingungen ist das kortikale Aktin-Zytoskelett (grün) an den Zell-

grenzen zu sehen. Mit zunehmender sVE-CadherinEC1-5 Dosis nimmt die Stressfaseraus-

bildung im Aktin-Zytoskelett zu. 

 

Abbildung 5-5: Immunfluoreszenzfärbung einer HDMEC Zellkultur.  

Färbung von VE-Cadherin (rot), F-Aktin (grün), DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; 

rechts). Kontrollbedingungen (CTRL), Applikation von drei unterschiedlichen sVE-CadherinEC1-5 Konzent-

rationen 50 ng/ml, 100 ng/ml und 130 ng/ml. Maßstabsbalken entspricht 20 µm.  

 

Die Immunfluoreszenzfärbungen von VE-Cadherin unter Kontrollbedingung, sowie nach 

Zugabe von sVE-CadherinEC1-5 in den Konzentrationen 50 ng/ml, 100 ng/ml und 130 

ng/ml werden quantitativ ausgewertet (Abbildung 5-6). Diese Quantifizierung zeigt, dass 

nach der Gabe von 50 ng/ml sVE-CadherinEC1-5 die Signalintensität von VE-Cadherin an 

den Zellgrenzen reduziert ist. Zusätzlich wird der AUC-Wert für die Distanz -0,5 bis 0,5 

µm berechnet und auf Signifikanz getestet. Nach der Gabe von 100 ng/ml und 130 ng/ml 
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sVE-CadherinEC1-5 zeigt sich die gleiche Veränderung in der Signalintensität, als auch in 

den AUC-Werten. Der AUC-Wert von der Kontrollgruppe beträgt 1,00 ± 0,141. Unter 50 

ng/ml sVE-CadherinEC1-5-Behandlung zeigt VE-Cadherin eine Reduktion in der Signal-

intensität von 0,422 ± 0,113, verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,0141). Für sVE-

CadherinEC1-5 [100 ng/ml] betragen die AUC-Werte 0,418 ± 0,082 (p = 0,0070) und für 

sVE-CadherinEC1-5 [130 ng/ml] 0,366 ± 0,051 (p = 0,0286). 

 

Abbildung 5-6: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung aus Abbildung 5-5.  

AUC-Berechnung des Kurven-Bereiches der Signalintensität zwischen den Distanzen -0,5 und 0,5 µm. 

Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten 

parametrischen Zweistichproben-t-Test (50 & 100 ng/ml) oder nicht-parametrischen Zweistichproben 

Mann-Whitney-U-Test jeweils mit Dunn´s-Post-hoc-Test (130 ng/ml) ermittelt. n ≥ 4. * zeigt p < 0,05 an; 

** zeigt p < 0,01 an. 
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Um zu prüfen, ob sich die Proteinmenge von VE-Cadherin nach der Behandlung mit sVE-

CadherinEC1-5 ändert, werden Western Blot Analysen gegen die extrazelluläre und intra-

zelluläre Domäne von VE-Cadherin durchgeführt. Insgesamt zeigt sich eine Reduktion 

der Proteinmenge sowohl der extra- als auch der intrazellulären Domäne von VE-Cadhe-

rin nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 [130 ng/ml] verglichen mit der Kontroll-

gruppe (Abbildung 5-7).  

Bei der Analyse der extrazellulären Domäne von VE-Cadherin hat die Kontrollgruppe 

einen Wert von 100 ± 14,0 % und die sVE-CadherinEC1-5 behandelte Gruppe von 49,4 ± 

10,6 %. (p = 0,021; Abbildung 5-7 A). Die Analyse der intrazellulären Domäne von VE-

Cadherin zeigt für die Kontrollgruppe einen Wert von 100 ± 7,3 % und für die behandelte 

Gruppe von 64,4 ± 10,3 %. (p = 0,022; Abbildung 5-7 B). 

 

Abbildung 5-7: Western Blot Analyse der extra- und intrazellulären Domäne von VE-Cadherin nach der 

Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 [130 ng/ml].  

A: Western Blot Analyse von der extrazellulären Domäne von VE-Cadherin (links) und Quantitative Aus-

wertung der Proteinmenge (rechts). B: Western Blot Analyse von der intrazellulären Domäne von VE-

Cadherin (links) und Quantitative Auswertung der Proteinmenge (rechts). Daten werden als Mittelwert ± 

SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen Zweistichproben-

t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n = 5. * zeigt p < 0,05 an. 
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5.2.2 Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf den VE-Cadherin-Multiprotein-Komplex  

Als nächstes wurde der Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf Proteine untersucht, die be-

kannt dafür sind mit VE-Cadherin eine Interaktion beziehungsweise eine Bindung einzu-

gehen.  

5.2.2.1 alpha-(α-)Catenin 

Das erste Protein, welches untersucht wird, ist α-Catenin. In Immunfluoreszenzfärbungen 

von konfluenten HDMEC-Monolayern bildet dieses Protein unter Kontrollbedingungen 

an den Zellgrenzen ein lineares Muster aus (Abbildung 5-8 A). 

 

Abbildung 5-8: Analyse der sVE-CadherinEC1-5 Effekte auf α-Catenin. 

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von α-Catenin (rot), F-Aktin (grün), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 
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ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-

nalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. C: Western Blot Analyse von α-Catenin unter Kon-

trollbedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Ana-

lyse. Darstellung der Proteinmengen relativ zur Kontrolle. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden 

als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen 

Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 4. **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Durch die Applikation von 130 ng/ml sVE-CadherinEC1-5 wird α-Catenin (rot) an den 

Zellgrenzen reduziert und das kortikale Aktin-Zytoskelett (grün) bildet Stressfasern aus. 

Die quantitative Auswertung ergibt, dass die Signalintensität an den Zellgrenzen nach der 

Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 verglichen mit der Kontrollgruppe reduziert ist (Ab-

bildung 5-8 B). Der AUC-Wert, der von der Distanz -0,6 bis 0,6 µm errechnet wird, zeigt 

einen Unterschied. Der Wert der Kontrollgruppe liegt bei 1,00 ± 0,105, der Wert der sVE-

CadherinEC1-5-Gruppe beträgt 0,420 ± 0,0507 (p < 0,0001). Die Quantifizierung der Pro-

teinmenge von α-Catenin nach der sVE-CadherinEC1-5-Stimulation mittels Western Blot 

Analyse ergibt keinen Unterschied zwischen der Kontroll- und sVE-CadherinEC1-5-

Gruppe (95,25 ± 19,57 % relativ zur Kontrollgruppe; p = 0,8163; Abbildung 5-8 C).  

5.2.2.2 beta-(β-)Catenin 

Als nächstes wird β-Catenin, welches eine wichtige Rolle in der Regulation der vaskulä-

ren Zell-Zell-Kontakte spielt, untersucht. In Immunfluoreszenzfärbungen zeigt dieses 

Protein unter Kontrollbedingungen ein lineares Färbemuster (Abbildung 5-9). 
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Abbildung 5-9: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf β-Catenin.  

Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von β-Catenin (rot), F-Aktin (grün), DAPI 

(blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 



57 

 

ng/ml]. Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-

nalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. A: Färbung nach 6 h Behandlung B: Färbung nach 

24 h Behandlung. C: Western Blot Analyse von β-Catenin unter Kontrollbedingungen und nach 24 h sVE-

CadherinEC1-5-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Protein-

menge relativ zur Kontrolle. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden als Mittelwert ± SEM ge-

zeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen Zweistichproben-t-Test 

mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 5.**** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Es wird nach sechs Stunden und nach 24 Stunden sVE-CadherinEC1-5-Behandlung die Im-

munfluoreszenzfärbung durchgeführt. Sowohl nach sechs als auch nach 24 Stunden zeigt 

die Immunfluoreszenzfärbung von β-Catenin (rot) ein fragmentiertes Muster (Abbildung 

5-9). Zusätzlich bildet sich in dem konfluenten HDMEC Zellrasen bei beiden Zeitpunkten 

Lücken aus, wo kein Färbemuster zu erkennen ist. In der Kontrollgruppe ist das kortikale 

Aktin-Zytoskelett (grün) an den Zellgrenzen zu erkennen. Nach der Applikation von sVE-

CadherinEC1-5 bildet das Aktin-Zytoskelett Stressfasern aus. Die Quantifizierung der Im-

munfluoreszenzfärbungen ergibt, dass die Signalintensität von β-Catenin an den Zell-

grenzen nach der sVE-CadherinEC1-5-Behandlung bei beiden Behandlungszeitpunkten re-

duziert ist.  

Die AUC-Werte werden jeweils von -0,6 bis 0,6 µm errechnet. Für die Kontrollgruppe 

ergibt sich ein AUC-Wert bei der sechs Stunden Behandlung von 1,00 ± 0,063 und bei 

der 24 Stunden-Behandlung von 1,00 ± 0,039 und für die behandelte Gruppe bei der sechs 

Stunden Behandlung 0,227 ± 0,225 und bei der 24 Stunden Behandlung 0,359 ± 0,0432. 

Der p-Wert beträgt bei beiden Behandlungszeitpunkten p < 0,0001. In Western Blot Ana-

lysen zeigt sich, dass sich das Proteinlevel nach 24 Stunden nicht verändert (Abbildung 

5-9 C). Dabei beträgt der Wert für die sVE-CadherinEC1-5-Gruppe 113,20 ± 13,18 % (re-

lativ zur Kontrolle; p = 0,346). 

Da bekannt ist, dass VE-Cadherin und β-Catenin interagieren, wurde mittels Immunflu-

oreszenzfärbung die Interaktion nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 untersucht. 

Wie vorab gezeigt, hat sowohl β-Catenin (grün) als auch VE-Cadherin (rot) unter Kon-

trollbedingungen ein lineares (vgl. Abbildung 5-5) und nach der Behandlung mit sVE-

CadherinEC1-5 ein fragmentiertes Färbemuster (Abbildung 5-10). 
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Abbildung 5-10: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf die Interaktion zwischen β-Catenin und 

VE-Cadherin. 

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von β-Catenin (grün), VE-Cadherin (rot), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml]. B: Western Blot Analyse der Immunpräzipitation. Blot gegen VE-Cadherin. C: Darstellung der 

Proteinmenge der Immunpräzipitation. Maßstabsbalken entspricht 10 µm für Kontrolle und 20 µm für sVE-

CadherinEC1-5. Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des 
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ungepaarten parametrischen Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 3. *** zeigt p 

< 0,001 an. 

 

Die Fusionsbilder lassen durch die Co-Lokalisation eine Interaktion zwischen β-Catenin 

und VE-Cadherin vermuten (gelb), welche unter sVE-CadherinEC1-5-Behandlung redu-

ziert ist. Mittels Immunpräzipitationsexperimenten kann die vermutete Interaktion und 

der sVE-CadherinEC1-5-Effekt bestätigt werden (Abbildung 5-10 B). Es zeigt sich, dass 

die Interaktion zwischen VE-Cadherin und β-Catenin nach der Behandlung mit sVE-Cad-

herinEC1-5 reduziert ist. Der Wert liegt bei 18,67 ± 7,356 % (p = 0,0004). 

5.2.2.3 gamma-(γ-)Catenin 

Ein weiteres Protein, welches untersucht wird, ist γ-Catenin. Dieses verknüpft Cadherine 

an das Zytoskelett. In Immunfluoreszenzfärbungen zeigt γ-Catenin (rot) ein lineares Mus-

ter an den Zellgrenzen unter Kontrollbedingung (Abbildung 5-11). 
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Abbildung 5-11: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf γ-Catenin.  

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von γ-Catenin (rot), F-Aktin (grün), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-

nalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. C: Western Blot Analyse von γ-Catenin unter Kon-

trollbedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Ana-

lyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden 

als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen 

Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 3. **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Nach der sVE-CadherinEC1-5-Behandlung zeigt γ-Catenin ein fragmentiertes Färbemuster. 

Außerdem werden Stressfasern von dem Aktin-Zytoskelett (grün) ausgebildet. Die quan-

titative Auswertung der Immunfluoreszenzfärbungen ergibt eine Reduktion von γ-
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Catenin durch die Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 (Abbildung 5-11 B). Die AUC-

Werte, die von -0,6 bis 0,6 µm berechnet werden, betragen 1,00 ± 0,104 für die Kontroll-

gruppe, sowie 0,414 ± 0,056 für die sVE-CadherinEC1-5-behandelte Gruppe (p = 0,001). 

Western Blot Analysen zeigen, dass die Proteinmenge durch die Behandlung mit sVE-

CadherinEC1-5 von dem 92 kDa großen γ-Catenin nicht verändert wird (Abbildung 5-11C). 

Dabei liegt die Proteinmenge bei 56,33 ± 19,46 % relativ zur Kontrolle (p = 0,088). 

5.2.2.4 delta-(δ-)Catenin 

Ein weiteres Protein, welches untersucht wird, ist das multifunktionale δ-Catenin. Im-

munfluoreszenzfärbungen zeigen, dass δ-Catenin (rot) unter Kontrollbedingungen ein li-

neares Färbemuster an den Zellgrenzen ausbildet, sowie um den Zellkern lokalisiert ist 

(Abbildung 5-12 A). 
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Abbildung 5-12: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf δ-Catenin. 

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von δ-Catenin (rot), F-Aktin (grün), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-

nalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. C: Western Blot Analyse von δ-Catenin unter Kon-

trollbedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Ana-

lyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden 

als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen 

Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test (AUC) oder nicht-parametrische Zweistichproben Mann-

Whitney-U-Test mit Dunn´s-Post-hoc-Test (WB) ermittelt. n ≥ 5. 
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Nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 zeigt sich eine Reduktion des linearen Fär-

bemuster, sowie eine diffuse Verteilung im Zytoplasma. Außerdem bildet das Aktin-Zy-

toskelett (grün) Stressfasern aus. Die Signalintensität zeigt eine Reduktion von δ-Catenin 

(Abbildung 5-12 B), die jedoch nicht signifikant ist. Die AUC-Werte, die von -0,6 bis 0,6 

µm berechnet werden, betragen für die Kontrollgruppe 1,00 ± 0,118, sowie 0,625 ± 0,133 

für die behandelte Gruppe (p = 0,052). Western Blot Analysen zeigen eine unveränderte 

Proteinmenge nach der Behandlung mit δ-Catenin (Abbildung 5-12 C). Der Wert liegt 

bei 93,60 ± 9,621 relativ zur Kontrolle (p = 0,683). 

5.2.2.5 ZO-1 

ZO-1 ist ein Occludenskontakt Protein, welches die endothelialen Adhäsionskontakte 

kontrolliert. ZO-1 (rot) zeigt in Immunfluoreszenzfärbungen ein lineares und nach der 

Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 ein fragmentiertes Muster an den Zellgrenzen (Ab-

bildung 5-13 A). 
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Abbildung 5-13: Analyse des Effekts von sVE-Cadherin auf ZO-1. 

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von VE-Cadherin (grün), ZO-1 (rot), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml]. B: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Sig-

nalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. C: Western Blot Analyse von ZO-1 unter Kontroll-

bedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. 

Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden als 

Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen 

Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 4. **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Gleiches gilt für VE-Cadherin (grün). In dem Fusionsbild (rechts) erkennt man, dass unter 

Kontrollbedingungen ZO-1 und VE-Cadherin co-lokalisiert sind (gelb), was jedoch unter 
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sVE-CadherinEC1-5 Behandlung verloren geht. Die Signalintensität zeigt eine Reduktion 

von ZO-1 nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 (Abbildung 5-13 B). Die AUC-

Werte, die von -0,6 bis 0,6 µm berechnet werden, zeigen, dass sich die Kontrollgruppe 

mit 1,00 ± 0,0788 von der sVE-CadherinEC1-5-Gruppe mit 0,498 ± 0,0442 unterscheidet 

(p < 0,0001). Western Blot Analysen zeigen keine Veränderung in der Proteinmenge nach 

sVE-CadherinEC1-5-Behandlung (167,50 ± 49,69 relativ zur Kontrolle; p = 0,223; Abbil-

dung 5-13 C). 

5.2.2.6 N-Cadherin 

Um zu untersuchen, ob der Verlust von VE-Cadherin nach der Behandlung mit sVE-

CadherinEC1-5 durch N-Cadherin kompensiert wird, wird eine Western Blot Analyse 

durchgeführt. Diese zeigt keine Veränderung der Proteinmenge von N-Cadherin (121,7 ± 

16,23 relativ zur Kontrolle; p = 0,253) nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 (Ab-

bildung 5-14). 

 

Abbildung 5-14: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf N-Cadherin. 

Western Blot Analyse von N-Cadherin unter Kontrollbedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-Behand-

lung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. 

Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten 

parametrischen Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 3. 

 

5.2.3 Auswirkungen von sVE-CadherinEC1-5 auf den VE-PTP-Signalweg 

VE-PTP ist ein bekannter Regulator der vaskulären Permeabilität und Interaktionspartner 

von VE-Cadherin (Frye et al., 2015; Nawroth et al., 2002; Nottebaum et al., 2008; Shen 

et al., 2014). Um zu prüfen, ob die Anwesenheit von sVE-CadherinEC1-5 die Interaktion 

zwischen VE-Cadherin und VE-PTP stört, wird eine Immunfluoreszenzfärbung durchge-

führt. VE-PTP (rot) zeigt unter Kontrollbedingungen ein lineares Färbemuster an den 

Zellgrenzen (Abbildung 5-15 A). Nach der Behandlung zeigt dieses ein fragmentiertes 
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Muster, sowie eine Lückenbildung. In den Fusionsbildern ist die Co-Lokalisation (gelb) 

von VE-Cadherin (grün) und VE-PTP (rot) zuerkennen. Nach der Behandlung mit sVE-

CadherinEC1-5 ist dieses nicht mehr zu erkennen (unten rechts). In Western Blot Analysen 

zeigt sich eine Reduktion des VE-PTP-Proteinlevels nach der Behandlung mit sVE-Cad-

herinEC1-5 verglichen mit der Kontrollbedingung (Abbildung 5-15 B). Die Werte der Pro-

teinmenge liegen bei 35,5 ± 7,33 % relativ zur Kontrolle (p = 0,0001). 

 

Abbildung 5-15: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf VE-PTP und dessen Interaktion mit VE-

Cadherin. 

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von VE-Cadherin (grün), VE-PTP (rot), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml]. B: Western Blot Analyse von VE-PTP unter Kontrollbedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-

Behandlung (links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur 

Kontrolle. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische 

Signifikanzen werden anhand des ungepaarten parametrischen Zweistichproben-t-Test mit Sidak-Post-hoc-

Test ermittelt. n ≥ 4. *** zeigt p < 0,001 an. 

 

Der Verlust der Interaktion zwischen VE-Cadherin und VE-PTP lässt vermuten, dass die 

Phosphataseaktivität von VE-PTP im Signalweg involviert ist. Die Benutzung von 
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AKB9778 (Razuprotafib), welches die katalytische Domäne von VE-PTP pharmakolo-

gisch inhibiert, soll helfen, diese Hypothese zu untersuchen. In TER-Messungen werden 

konfluente HDMEC Monolayer mit sVE-CadherinEC1-5, AKB9778 oder beiden zusam-

men behandelt. Durch die Applikation des Inhibitors AKB8778 ist der elektrische Wider-

stand erhöht verglichen mit der Kontrollgruppe (Abbildung 5-16 A). 
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Abbildung 5-16: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 und AKB9778 auf VE-Cadherin.  

A: Transendotheliale Widerstandsmessung über 24 Stunden. Applikation von sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml], AKB9778 [1 µM] oder Co-Inkubation (links). AUC der transendothelialen Widerstandsmessung 

(rechts). B: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von VE-Cadherin (rot), F-Aktin 

(grün), DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts) nach Applikation von sVE-CadherinEC1-

5 [130 ng/ml], AKB9778 oder Co-Inkubation. C: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-

Berechnung des Kurvenbereiches der Signalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. Maßstabs-

balken entspricht 20 µm. Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden 

anhand der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Sidak Post-hoc-Test (IF) oder des Friedman-Test mit 

Dunn´s-Post-hoc-Test (TER) ermittelt. n ≥ 16.** zeigt p < 0,01 an; **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Die AUC-Werte liegen bei der Kontrolle bei 1,00 ± 0,09527 und nach AKB9778-Be-

handlung bei 1,235 ± 0,130. Nach der Applikation von sVE-CadherinEC1-5 sinkt der elekt-

rische Widerstand. Der AUC-Wert liegt hier bei 0,718 ± 0,0477 (p = 0,0019 verglichen 

mit der Kontrolle). Nach der Co-Inkubation von sVE-CadherinEC1-5 zusammen mit 

AKB9778 ist der elektrische Widerstand auf dem gleichen Niveau, wie die Kontroll-

gruppe. Der AUC-Wert beträgt hier 0,968 ± 0,0594 (p > 0,9999). Bei sVE-CadherinEC1-5 

versus sVE-CadherinEC1-5 und AKB9778 liegt der p-Wert bei p = 0,0049. Diese funktio-

nellen Messungen zeigen zusammenfassend, dass die Hemmung von VE-PTP durch 

AKB9778 die Effekte von sVE-CadherinEC1-5 vollständig hemmt. 

In Immunfluoreszenzfärbungen von HDMEC Monolayern zeigt VE-Cadherin (rot) unter 

Kontrollbedingungen (Medium mit 1 % Dimethylsulfoxid (DMSO)) ein lineares Färbe-

muster und nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 mit 1 % DMSO ein fragmentier-

tes Färbemuster an den Zellgrenzen (Abbildung 5-16 B). Sowohl nach der Behandlung 

mit AKB9778 als auch nach der Co-Inkubation von AKB9778 mit sVE-CadherinEC1-5 

erkennt man ebenfalls ein lineares Färbemuster. Unter Kontrollbedingungen (Medium 

mit 1 % DMSO) ist das kortikale Aktin-Zytoskelett (grün) an den Zellgrenzen zu erken-

nen. Nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 bildet das Aktin-Zytoskelett Stressfa-

sern aus. Diese sind nicht nach der Co-Inkubation von AKB9778 und sVE-CadherinEC1-5 

zuerkennen, sowie nach Behandlung mit dem Inhibitor allein. Die Signalintensität zeigt 

keinen Unterschied zwischen der Kontroll-, der AKB9778- und der Co-Inkubations-

gruppe (Abbildung 5-16 C). Jedoch ist die Signalintensität der sVE-CadherinEC1-5-Gruppe 

verglichen zu den anderen drei Gruppen reduziert. Die AUC-Werte der Signalintensität 

betragen für die Kontrollgruppe 1,00 ± 0,069, die AKB9778-Gruppe 0,862 ± 0,0507, die 

sVE-CadherinEC1-5-Gruppe 0,353 ± 0,0275 (p < 0,0001 verglichen mit der Kontrolle) und 
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die Co-Inkubationsgruppe 0,879 ± 0,0630 (p = 0,322 verglichen mit der Kontrolle; p < 

0,0001 verglichen mit sVE-CadherinEC1-5). 

Als nächstes wird untersucht, ob der Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf α- und β-Catenin 

ebenfalls durch den VE-PTP Inhibitor AKB9778 aufgehoben wird. Immunfluoreszenz-

färbungen von α-Catenin (rot; Abbildung 5-17 A), als auch β-Catenin (rot; Abbildung 

5-17 B), zeigen unter Kontrollbedingungen (Medium mit 1 % DMSO) ein lineares Fär-

bemuster an den Zellgrenzen. 

 

Abbildung 5-17: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 und AKB9778 auf α- und β-Catenin. 

A: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von α-Catenin (rot), F-Aktin (grün), 

DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts) nach Applikation von sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml], AKB9778 oder Co-Inkubation. Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung 

des Kurvenbereiches der Signalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. B: Immunfluoreszenz-

färbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von β-Catenin (rot), F-Aktin (grün), DAPI (blau), sowie Dar-

stellung der Fusion (merge; rechts) nach Applikation von sVE-CadherinEC1-5 [130 ng/ml], AKB9778 oder 
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Co-Inkubation. Quantifizierung der Immunfluoreszenzfärbung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches 

der Signalintensität zwischen den Distanzen -0,6 und 0,6 µm. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten 

werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand der einfaktoriellen Vari-

anzanalyse mit Sidak Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 29.* zeigt p < 0,05 an; **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Unter dieser Bedingung ist das kortikale Aktin-Zytoskelett (grün) zu erkennen. Nach der 

Behandlung mit AKB9778 ist ebenfalls bei beiden Proteinen ein lineares Färbemuster an 

den Zellgrenzen zuerkennen, sowie das kortikale Aktin-Zytoskelett. Nach der Behand-

lung mit sVE-CadherinEC1-5 und 1 % DMSO ist kein lineares Muster von α-Catenin an 

den Zellgrenzen erkennbar. Die Färbung des Proteins ist diffus im Zytoplasma verteilt. 

Bei den Immunfluoreszenzfärbungen von β-Catenin unter dieser Bedingung ist ein frag-

mentiertes Muster an den Zellgrenzen zu erkennen, sowie eine Lückenbildung im 

HDMEC Monolayer. Ebenfalls bildet das Aktin-Zytoskelett bei beiden Experimenten 

Stressfasern aus. Nach der Co-Inkubation von AKB9778 und sVE-CadherinEC1-5 zeigen 

beide Protein-Anfärbungen ein lineares Muster an den Zellgrenzen und das kortikale Ak-

tin-Zytoskelett ist zu erkennen. Der AUC-Wert der Signalintensität von α-Catenin beträgt 

in der Kontrollgruppe 1,00 ± 0,0765, der AKB9778-Gruppe 0,936 ± 0,0572 und für die 

Co-Inkubationsgruppe 1,182 ± 0,0487 (p = 0,0169 verglichen mit der Kontrolle). Der 

AUC-Wert der Signalintensität für β-Catenin beträgt in der Kontrollgruppe 1,00 ± 0,690, 

der AKB9778-Gruppe 0,973 ± 0,0815, der sVE-CadherinEC1-5-Gruppe 0,425 ± 0,0341 (p 

< 0,0001) und für die Co-Inkubationsgruppe 1,143 ± 0,0848 (p = 0,394 verglichen mit 

der Kontrolle; p < 0,0001 verglichen mit sVE-CadherinEC1-5). 

5.2.4 Signalweg der sVE-CadherinEC1-5-Effekte 

In der Literatur wird gezeigt, dass über die Tie-2-Aktivierung der Barriere-stabilisierende 

Effekt von AKB9778 vermittelt wird. Deshalb wird untersucht, ob die direkte Tie-2-Ak-

tivierung, die durch Angiopoetin-1 (Ang-1) vermittelt wird, den sVE-CadherinEC1-5-Ef-

fekt aufhebt. Die TER-Messungen eines HDMEC-Monolayers ergeben, dass nach der 

Gabe von Ang-1 der elektrische Widerstand auf dem Niveau der Kontrollgruppe bleibt 

(Abbildung 5-18 A). In zuvor durchgeführten Dosis-Wirkungsanalysen führten auch hö-

here Dosen nicht zu einer Erhöhung der TER, sodass davon ausgegangen werden muss, 

dass die Kontrollen eine dichte Barriere aufweisen, die unter diesen experimentellen Be-

dingungen durch Ang-1 nicht weiter stabilisierbar ist. 
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Abbildung 5-18: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 und Ang-1 sowie Y27632 auf VE-Cadherin.  

A: Transendotheliale Widerstandsmessung über 24 Stunden. Applikation von sVE-CadherinEC1-5 [130 

ng/ml], Ang-1 [500 ng/ml], Co-Inkubation (links). AUC der transendotheliale Widerstandsmessung 

(rechts). B: Transendotheliale Widerstandsmessung über 24 Stunden. Applikation von sVE-CadherinEC1-5 

[130 ng/ml], Y27632 [30 µM], Co-Inkubation (links). AUC der transendotheliale Widerstandsmessung 

(rechts). C: Immunfluoreszenzfärbung eines HDMEC Zellrasens. Färbung von VE-Cadherin (rot), F-Aktin 
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(grün), DAPI (blau), sowie Darstellung der Fusion (merge; rechts). Kontrollbedingungen, sVE-Cadheri-

nEC1-5 [130 ng/ml], Y27632 [30 µM], Co-Inkubationsgruppe. C: Quantifizierung der Immunfluoreszenzfär-

bung. AUC-Berechnung des Kurvenbereiches der Signalintensität zwischen den Distanzen -0,3 und 0,3 

µm. Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifi-

kanzen werden anhand der einfaktoriellen Varianzanalyse mit Sidak Post-hoc-Test ermittelt. n ≥ 12. * zeigt 

p < 0,05 an; ** zeigt p < 0,001 an; **** zeigt p < 0,0001 an. 

 

Die Applikation von sVE-CadherinEC1-5 ergibt eine Reduktion des elektrischen Wider-

standes und die Co-Applikation von sVE-CadherinEC1-5 und Ang-1 ergibt ebenfalls eine 

Reduktion des elektrischen Widerstandes zu der Kontrollgruppe. Der AUC-Wert für die 

Kontrollgruppe beträgt 1,00 ± 0,0368 und für die Ang-1-Gruppe 0,905 ± 0,02414, für die 

sVE-CadherinEC1-5-Gruppe 0,757 ± 0,0378 (p < 0,0001) und für die sVE-CadherinEC1-5 

und Ang-1-Gruppe 0,833 ± 0,0286 (p = 0,0018 verglichen mit der Kontrolle; p = 0,2834 

verglichen mit sVE-CadherinEC1-5). Daraus ergibt sich, dass die direkte Tie-2-Aktivierung 

nicht den Zusammenbruch der Endothelbarriere zu stabilisieren vermag, der durch sVE-

CadherinEC1-5 versursacht wird und andere Mechanismen im Vordergrund stehen.  

Die Stressfaserbildung im Aktin-Zytoskelett nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-

5 führt zu der Hyopthese, dass RhoA und somit nachgeschaltet der Rho-Kinase-Signalweg 

eine wichtige Rolle in dem sVE-CadherinEC1-5-Signalweg spielen könnte. Zur Testung 

dieser Annahme wird der Rho-Kinase Inhibitor Y27632 verwendet. Es werden TER-Mes-

sungen über einen konfluenten HDMEC-Monolayer durchgeführt. Nach der Applikation 

von Y27632 ist der elektrische Widerstand auf dem gleichen Niveau wie unter Kontroll-

bedingungen (Abbildung 5-18 B). Nach der Behandlung mit sVE-CadherinEC1-5 ist eine 

Reduktion des elektrischen Widerstandes verglichen zur Kontrollgruppe zu erkennen, je-

doch nicht nach der Co-Inkubation mit Y27632. Die AUC-Werte liegen bei der Kontrolle 

bei 1,00 ± 0,0654, bei Y27632 bei 1,043 ± 0,0459 (p = 0,904), bei sVE-CadherinEC1-5 bei 

0,781 ± 0,0436 (p = 0,0071) und bei Y27632 und sVE-CadherinEC1-5 bei 0,939 ± 0,0333 

(p = 0,0362 verglichen mit sVE-CadherinEC1-5). 

In Immunfluoreszenzfärbungen von konfluenten HDMEC-Monolayern sieht man, dass 

VE-Cadherin (rot) unter Kontrollbedingungen an den Zellgrenzen ein lineares Färbemus-

ter zeigt (Abbildung 5-18 C), sowie ein intaktes kortikales Aktin-Zytoskelett (grün) er-

kennbar ist. Die Applikation des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 zeigt mikroskopisch 

keine Veränderungen verglichen zur Kontrollgruppe, anders jedoch nach der Applikation 

von sVE-CadherinEC1-5, welches ein fragmentiertes Färbemuster VE-Cadherins (rot), so-

wie die Stressfasernausbildung (grün) zeigt. Die Co-Inkubation von Y27632 und sVE-
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CadherinEC1-5 verhindert die mikroskopischen Veränderungen von VE-Cadherin, zu se-

hen am intakten linearen Färbemuster der Zellgrenzen, sowie den fehlenden Stressfasern 

des Aktin-Zytoskeletts. Die AUC-Werte der Signalintensität von VE-Cadherin an den 

Zellgrenzen, die von -0,3 bis 0,3 µm gemessen werden, betragen für die Kontrollgruppe 

1,00 ± 0,0659, für die AKB9778-Gruppe 0,961 ± 0,0811, für sVE-CadherinEC1-5 0,246 ± 

0,0295 und für die Co-Inkubation 1,009 ± 0,0664 (Abbildung 5-18 D). Zwischen der 

Kontrolle und sVE-CadherinEC1-5-Gruppe besteht ein Unterschied von p < 0,0001 und 

zwischen sVE-CadherinEC1-5 und der Co-Inkubation ebenfalls ein Unterschied mit einem 

Wert von p < 0,0001. Die Co-Inkubation versus Kontrolle hat keinen Unterschied. Der p-

Wert beträgt hier p = 0,9996. 

Ein Regulator des RhoA-Proteins und des damit verbundenen ROCK-Signalweges ist 

GEF-H1. Mittels Western Blot Analyse wird untersucht, ob GEF-H1 und somit auch 

RhoA im sVE-CadherinEC1-5-Signalweg involviert sind. Abbildung 5-19 zeigt unter sVE-

CadherinEC1-5-Behandlung eine Erhöhung der GEF-H1-Proteinmenge um 43,33 ± 6,69 % 

verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,0029; Abbildung 5-19). 

 

Abbildung 5-19: Analyse des Effekts von sVE-CadherinEC1-5 auf GEF-H1.  

Western Blot Analyse von GEF-H1 unter Kontrollbedingungen und nach sVE-CadherinEC1-5-Behandlung 

(links). Quantifizierung der Western Blot Analyse. Darstellung der Proteinmenge relativ zur Kontrolle. 

Daten werden als Mittelwert ± SEM gezeigt. Statistische Signifikanzen werden anhand des ungepaarten 

parametrischen Zweistichproben-t-Test ermittelt. n ≥ 3. ** zeigt p < 0,01 an. 
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5.3 Klonierung von EC1-4 und EC3-5 in den Vektor pcDNA-pDEST47 

5.3.1 EC1-4 

Um die Hypothese zu testen, ob der Effekt von sVE-CadherinEC1-5 durch die extrazellu-

läre Domäne 5 vermittelt wird, werden zwei zusätzliche Konstrukte hergestellt. Eines 

enthält die extrazelluläre Domäne 5 (EC3-5), das andere enthält diese nicht (EC1-4). Als 

erstes wird die Kodier-Sequenz von den beiden Konstrukten amplifiziert.  

Für das Konstrukt, welches nur die EC1-4 Domänen enthält, wird das bereits existierende 

Konstrukt pcDNA-pDEST47_EC1-5 als Template, sowie die Primer EC1-4_attB1_F1 

und EC1-4_attB2_AgeI_R1 verwendet. Die Annealing-Temperatur beträgt 63,3°C und 

die Extensionszeit beträgt 45 Sekunden. Das erwartete aufgereinigte Produkt hat eine 

Größe von 1131 bp (Abbildung 5-20).  

 

Abbildung 5-20: Amplifikation der kodierenden Sequenz von sVE-CadherinEC1-4.  

Der kodierende Bereich wird mit den Primern EC1-4_attB1_F1 und EC1-4_attB2_AgeI_R1 aus pcDNA-

pDEST47_EC1-5 unter Verwendung der Phusion-Polymerase in einer PCR mit 30 Zyklen amplifiziert. Die 

Annealing-Temperatur beträgt 63,3°C und die Extensionszeit 45 Sekunden. Die Auftrennung des aufgerei-

nigten PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Länge von 

1131 bp in Spur 1. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. 

 

Anschließend wird die BP-Rekombinationsreaktion durchgeführt. Diese Reaktion re-

kombiniert das EC1-4 Insert in den pDONR-Vektor. Man erhält den Entry Clone. DH5α-

Zellen werden mit dem Produkt der BP-Rekombinationsreaktion transformiert. Die Bak-

terienkolonien werden auf eine LB-Agarplatte mit 20 µg/ml Kanamycin überführt und 

zeitgleich eine Verifizierungs-PCR durchgeführt, um zu überprüfen, ob das gewünschte 

Insert vorhanden und sich in der richtigen Orientierung im pDONR-Vektor befindet. 
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Hierfür werden die M13 Primer des pDONR-Vektors verwendet. Die PCR wird bei einer 

Annealing-Temperatur von 55°C und einer Extensionszeit von 150 Sekunden durchge-

führt. Die erwartete Bande hat eine Größe von 1686 bp. Diese sind bei Kolonie #3 und 

#5 erkennbar (Abbildung 5-21).  

 

Abbildung 5-21: Nachweis der Integration von sVE-CadherinEC1-4 in den pDONR-Vektor.  

Verifizierungs-PCR zur Überprüfung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Taq-Polymerase. 

Die PCR wird mit den Primern pDONR-M13_fw und pDONR-M13_rev in 30 Zyklen durchgeführt. Die 

Annealing-Temperatur beträgt 55°C und die Extensionszeit 150 Sekunden. Die Auftrennung des PCR-Pro-

duktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Länge von 1686 bp in Spur 

3 und 5. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. 

 

Nach der Plasmid-Isolierung der beiden Klone #3 und #5 wird die LR-Rekombinations-

reaktion durchgeführt. Diese Reaktion rekombiniert das Insert von dem pDONR_EC1-4 

Konstrukt in den pcDNA-pDEST-47-Vektor. Es entsteht der Expression Clone. DH5α-

Zellen werden mit dem LR-Rekombinationsreaktionsprodukt transformiert. Zur Kon-

trolle der Insertorientierung im Vektor wird erneut die Verifizierungs-PCR durchgeführt 

hierfür werden die M13 Primer und als Template die gewachsenen Bakterien Kolonien 

verwendet. Die Extensionszeit beträgt 135 Sekunden und die Annealing-Temperatur 
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55,8°C. Die erwartete Bande hat eine Größe von 2017 bp und ist bei allen Kolonien er-

kennbar 

(  

Abbildung 5-22).  

 

Abbildung 5-22: Nachweis der Integration von sVE-CadherinEC1-4 in den pcDNA-pDEST-47 Vektor.  

Verifizierungs-PCR zur Überprüfung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Taq-Polymerase. 

Die PCR wurde mit den Primern pcDNA-pDEST-47-M13_fw und pcDNA-pDEST-47-M13_rev in 30 Zyk-

len durchgeführt. Die Annealing-Temperatur beträgt 55,8°C und die Extensionszeit 135 Sekunden. Die 

Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten 

Länge von 2017 bp in den Spuren 1-15. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. 

 

Anschließend wird das isolierte Plasmid der Klone #3 und #5 sequenziert (Eurofins Ge-

nomics). Es werden die M13 Primer des pcDNA-pDEST-47-Vektors verwendet. Die Se-

quenzierung zeigt, dass sowohl EC1-4 als auch EC3-5 in der richtigen Orientierung in 

den pcDNA-pDEST-47-Vektor kloniert sind. Die vier obigen Pfeile in Abbildung 5-23 

zeigen die übereinstimmenden Sequenzen (rot), sowie die fehlenden Domänen (durch-

sichtig). Die ersten beiden Pfeile beziehen sich auf EC1-4. Pfeil 3 und 4 beziehen sich auf 

EC3-5. Man erkennt, dass, wie gewünscht, in dem Konstrukt pcDNA-pDEST-47_EC1-4 
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die Domäne 5 fehlt und in Konstrukt pcDNA-pDEST-47_EC3-5 die Domänen 1 und 2 

(Abbildung 5-23). 

 

Abbildung 5-23: Sequenzier Ergebnisse von pcDNA-pDEST-47_EC1-4 und pcDNA-pDEST-47_EC3-5. 

Sequenzier Ergebnisse der Konstrukte von pcDNA-pDEST-47_EC1-4 und pcDNA-pDEST-47_EC3-5 von 

Eurofins Genomics. Es wurden jeweils die Primer M13_fw und M13_rev verwendet. Die oberen beiden 

Pfeile zeigen in rot die übereinstimmende Sequenz an, der durchsichtige Teil des Pfeils die fehlende EC5. 

Die unteren beiden Pfeile zeigen in rot die übereinstimmende Sequenz an, der durchsichtige Teil des Pfeiles 

die fehlenden EC1 und 2. 

5.3.2 EC3-5 

Zeitgleich wird das Konstrukt EC3-5 kloniert. Im ersten Schritt wird dieses amplifiziert. 

Hierfür wird das bereits existierende Konstrukt pcDNA-pDEST47_EC1-5 als Template, 

sowie die Primer EC3-5_attB1_K_F1 und EC3-5_attB2_AgeI_R3 verwendet. Die Anne-

aling-Temperatur beträgt 64°C und die Extensionzeit beträgt 45 Sekunden. Das erwartete 

aufgereinigte Produkt hat eine Größe von 1230 bp (Abbildung 5-24).  

 

Abbildung 5-24: Amplifikation der kodierenden Sequenz von sVE-CadherinEC3-5. 

Der kodierende Bereich wurde mit den Primern EC3-5_attB1_K_F1 und EC3-5_attB2_AgeI_R3 aus 

pcDNA-pDEST47_EC1-5 unter Verwendung der Phusion-Polymerase in einer PCR mit 30 Zyklen ampli-

fiziert. Die Annealing-Temperatur beträgt 64°C und die Extensionszeit 45 Sekunden. Die Auftrennung des 

aufgereinigten PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten 

Länge von 1230 bp in Spur 1. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. 
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Das PCR-Amplifikat wird durch die BP-Rekombinationsreaktion in den pDONR-Vektor 

rekombiniert. DH5α-Zellen werden mit dem Rekombinationsprodukt transformiert. Der 

Transformationsansatz wird auf LB-Platten mit 20 µg/ml Kanamycin ausgestrichen. Die 

gewachsenen Bakterienkolonien werden auf eine LB-Agarplatte mit Kanamycin über-

führt und zeitgleich eine Verifizierungs-PCR durchgeführt, um zu überprüfen, ob sich das 

gewünschte Insert in der richtigen Orientierung im pDONR-Vektor befindet. Hierfür wer-

den die M13 Primer verwendet und die PCR bei einer Annealing-Temperatur von 49°C 

und einer Extensionszeit von 100 Sekunden durchgeführt. Die erwartete Bande hat eine 

Größe von 1465 bp. Diese sind bei allen Kolonien erkennbar (Abbildung 5-25). 

 

Abbildung 5-25: Nachweis der Integration von sVE-CadherinEC3-5 in den pDONR Vektor.  

Verifizierungs-PCR zur Überprüfung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Taq-Polymerase. 

Die PCR wurde mit den Primern pDONR-M13_fw und pDONR-M13_rev in 30 Zyklen durchgeführt. Die 

Annealing-Temperatur beträgt 49°C und die Extensionszeit 100 Sekunden. Die Auftrennung des PCR-Pro-

duktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Länge von 1465 bp in Spur 

1 bis 9. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. 

 

Anschließend wird eine Plasmidisolierung der Klone #2 und #8 durchgeführt. DH5α-Zel-

len werden mit dem Produkt der LR-Rekombinationsreaktion, welche den pDONR-Vek-

tor durch den pcDNA-pDEST-Vektor ersetzt, transformiert. Um die erfolgreiche Klonie-

rung zu bestätigen, wird eine Verifizierungs-PCR durchgeführt. Die gewachsenen Kolo-

nien werden als Template verwendet. Für die PCR werden die M13 Primer verwendet, 

sowie eine Annealing-Temperatur von 55,8°C und Extensionszeit von zwei Minuten. Die 

erwartete Bande hat eine Größe von 2046 bp (Abbildung 5-26). Diese war bei allen Ko-

lonien vorhanden. Zusätzlich zur Überprüfung via PCR wurde der Klon #6 sequenziert 

(Abbildung 5-23). 
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Abbildung 5-26: Nachweis der Integration von sVE-CadherinEC3-5 in den pcDNA-pDEST-47-Vektor.  

Verifizierungs-PCR zur Überprüfung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Taq-Polymerase. 

Die PCR wird mit den Primern pcDNA-pDEST-47-M13_fw und pcDNA-pDEST-47-M13_rev in 30 Zyk-

len durchgeführt. Die Annealing-Temperatur beträgt 55,8°C und die Extensionszeit 120 Sekunden. Die 

Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 1,5 % Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten 

Länge von 2046 bp in Spur 1 bis 6. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter 

 

Da der VE-Cadherin ELISA die Konstrukte nicht detektieren kann, wird folgender Pro-

zess zur Aufkonzentrierung und Aufreinigung der Proteine aus dem Überstand von CHO-

Zellen durchgeführt. CHO-Zellen werden auf eine 6-Well Platte ausgesät und am nächs-

ten Tag mit dem Plasmid der Konstrukte transfiziert. Diese werden kultiviert, bis ein kon-

fluenter Monolayer gewachsen ist und anschließend in eine T75 Flasche überführt. Die 

Kultivierung findet ab diesen Zeitpunkt mit Antibiotika statt. Nachdem die Zellen in der 

Flasche konfluent sind, wird der Überstand verworfen und 10 ml Fetales Kälberserum 

(FCS) freies Medium hinzugegeben. Dies wird zehn Tage inkubiert und anschließend der 

Überstand abgenommen und mit Protease Inhibitor versetzt. Vier 10 ml Überstände wer-

den mittels VivaSpin Turbo Säulen aufkonzentriert und via Ammoniumsulfat Präzipita-

tion aufgereinigt, dies wird bei einer Ammoniumsulfat-Konzentration von 60 % durch-

geführt. Da die Konzentration des aufgereinigten und aufkonzentrierten Proteins weder 

mit dem VE-Cadherin ELISA noch BCA zuverlässig gemessen werden kann, werden die 

Konstrukte in einen neuen Vektor kloniert. Der pcDNATM 6/myc-His-B-Vektor hat die 

Vorteile, dass es eine Blasticidin Resistenz-Kassette enthält, die die Antibiotika Resistenz 

vermittelt, sowie einen His-Tag, der die Aufreinigung des Proteins erleichtert. 

5.4  Klonierung von EC1-4 in den pcDNATM 6/myc-His-B-Vektor 

Zuerst werden die Domänen EC1-4 aus dem pcDNA-pDEST47_EC1-5 amplifiziert. 

Hierfür werden die Primer EC1-4_Cl2_fw und EC1-4_Cl2_rev verwendet, mit diesen 
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werden die zwei Schnittstellen Xho1 und BamH1 hinzugefügt. Die Amplifikations-PCR 

wird bei einer Annealing-Temperatur von 56,7°C und einer Extensionszeit von 36 Se-

kunden durchgeführt. Das PCR-Produkt wird aufgereinigt und zur Auftrennung auf ein 

1,5 %-Agarosegel aufgetragen. Das erwartete Produkt hat eine Länge von 1172 bp. In 

Spur 2 ist eine Bande zwischen 1000 und 1500 bp erkennbar. Spur M zeigt die 1 kb DNA-

Leiter (Abbildung 5-27).  

 

Abbildung 5-27: Amplifikation der kodierenden Sequenz von sVE-CadherinEC1-4.  

Der kodierende Bereich wird mit den Primern EC1-4_Cl2_fw und EC1-4_Cl2_rev aus pcDNA-

pDEST47_EC1-5 unter Verwendung der Phusion-Polymerase in einer PCR mit 30 Zyklen amplifiziert. Die 

Annealing-Temperatur beträgt 56,7°C und die Extensionszeit 36 Sekunden. Die Auftrennung des aufgerei-

nigten PCR-Produktes auf einem 1,5 %-Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Länge von 

1172 bp in Spur 2. Spur M ist die 1 kb DNA-Leiter. Spur 1 und 3 zeigen die aufgereinigten PCR-Produkte 

von EC1-5 und EC3-5, diese wurden jedoch nicht weiterverwendet. 

 

Sowohl das PCR-Produkt als auch der Vektor wird mit den Restriktionsenzymen Xho1 

und BamH1 geschnitten und danach aufgereinigt. Anschließend wird das Insert (EC1-4) 

und der Vektor (pcDNATM 6/myc-His B) in einer Ligation zusammengefügt und in DH5α-

Zellen transformiert. Mit den daraus resultierenden Bakterienkolonien wird eine Verifi-

zierungs-PCR unter Verwendung der T7_fw und BGH_rev Primer durchgeführt. Diese 

PCR wird bei einer Annealing-Temperatur von 50,9°C und einer Extensionszeit von 82 

Sekunden durchgeführt. Das erwartete Produkt hat eine Länge von 1357 bp, zu sehen in 

Spur 3 (Abbildung 5-28).  
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Abbildung 5-28: Nachweis der Integration von sVE-CadherinEC1-4 in den pcDNATM 6/myc-His-B-Vektor. 

Verifizierungs-PCR zur Überprüfung des hergestellten Konstrukts unter Verwendung der Taq-Polymerase. 

Die PCR wird mit den Primern T7_fw und BGH_rev in 30 Zyklen durchgeführt. Die Annealing-Temperatur 

beträgt 50,9°C und die Extensionszeit 82 Sekunden. Die Auftrennung des PCR-Produktes auf einem 1,5 % 

Agarosegel zeigt die spezifische Bande der erwarteten Länge von 1357 bp in Spur 3. Spur M ist die 1 kb 

DNA-Leiter.  

 

Zusätzlich zur Überprüfung via PCR wird der Klon aus Spur 3 nach Plasmidisolierung 

von Eurofins Genomics sequenziert. Es werden die Primer T7_fw und BGH_rev verwen-

det. Die roten Pfeile zeigen die aus der Sequenzierung resultierende Sequenz an, der graue 

Balken die Originalsequenz der extrazellulären Domäne von VE-Cadherin und der lila 

Balken die gewünschte Sequenz der Domänen EC1-4 an. Der durchsichtige Teil der 

Pfeile zeigt das Fehlen der extrazellulären Domäne 5 (Abbildung 5-29).  

 
Abbildung 5-29: Sequenzier Ergebnisse von pcDNATM 6/myc-His B_EC1-4.  

Sequenzier-Ergebnisse des Konstrukts pcDNATM 6/myc-His B_EC1-4 von Eurofins Genomics. Es werden 

jeweils die Primer T7_fw und BGH_rev verwendet. Die oberen beiden Pfeile zeigen in rot die übereinstim-

mende Sequenz und der durchsichtige Teil die fehlende EC5. 
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Zusammenfassend ist es damit gelungen das EC1-4 Fragment der extrazellulären Domä-

nen von sVE-CadherinEC1-5 zu klonieren. Ziel nachfolgender Experimente wird sein, die-

sen Vektor in CHO- oder HEK-Zellen zu transfizieren und das entstehende Proteinpro-

dukt in höherer Konzentration aufzureinigen. Mit diesem soll in Endothelkulturen unter-

sucht werden, ob es ebenfalls einen Einfluss auf die Integrität der Endothelbarriere hat. 

Die hier dargestellten Klonierungsarbeiten stellen eine wichtige Voraussetzung für diese 

nachfolgenden Experimente dar. 
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6 Diskussion 

Eine große Herausforderung im klinischen Alltag ist die Therapie der schweren Sepsis 

und des septischen Schocks, da diese trotz aller therapeutischen Bemühungen der letzten 

Jahre weiterhin mit einer hohen Mortalität assoziiert sind (Flemming et al., 2015; Yu et 

al., 2019, 2021; Zhang et al., 2010). Der Zusammenbruch der Endothelbarriere und das 

damit verbundene Organversagen stellen wesentliche Prognoseparameter dar, die bei al-

len systemischen Entzündungsreaktionen stattfinden. Wesentliche Teile der Pathophysi-

ologie sind dabei unzureichend verstanden, weshalb bisher keine spezifischen Therapie-

ansätze zur Stabilisierung der Endothelbarriere entwickelt werden konnten. Vorarbeiten 

zeigten, dass es beim Zusammenbruch der Endothelbarriere durch die Entzündungsreak-

tion zur Bildung von VE-Cadherin Spaltprodukten kommt. Das hierbei dominierende 

Spaltprodukt besteht aus den extrazellulären Domänen (EC) 1-5, wobei auch kleinere 

Spaltprodukte nachgewiesen wurden (Schulz et al., 2008). Die Konzentration von sVE-

CadherinEC1-5 wurde in der Vergangenheit bei vielen unterschiedlichen Entzündungen im 

Blut von Patienten nachgewiesen und ist auch in der Sepsis/systemischen Entzündungs-

reaktion mit einer schlechten Prognose assoziiert (Flemming et al., 2015; Yu et al., 2019, 

2021; Zhang et al., 2010). Es ist bisher nicht erforscht, ob sVE-CadherinEC1-5 eine Folge 

einer Entzündung ist, oder sogar selbst zu jenem Teufelskreis aus endothelialer Dysfunk-

tion, Verlust des mikrovaskulären Flusses und Organversagen beiträgt. Die hier vorlie-

gende Arbeit ist die erste, die diese Frage spezifisch addressiert.  

6.1 Generierung von sVE-CadherinEC1-5 und anderer VE-Cadherin Spalt-

produkte zur Untersuchung direkter Effekte auf die Endothelbarriere 

Intaktes VE-Cadherin ist erforderlich, um die interzelluläre Adhäsion aufrechtzuerhalten. 

Es ist allgemein bekannt, dass diese eine Voraussetzung für die Stabilität der Occludens-

kontakt Integrität ist und so eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der En-

dothelbarriere spielt (Gavard, 2009; Juettner et al., 2019; Nawroth et al., 2002). Proin-

flammatorische Auslöser führen in Endothelzellen zur Fragmentierung von VE-Cadherin, 

welches durch ein Spaltungsereignis über die Aktivierung von zum Beispiel ADAM-10 

ausgelöst wird (Flemming et al., 2015; Schulz et al., 2008). Diese Fragmentierung von 

VE-Cadherin führt zum Verlust der interzellulären Adhäsion. Wie oben ausgeführt 

wurde, werden neben sVE-CadherinEC1-5 auch kleinere Fragmente als Folge auf Entzün-

dungsreize freigesetzt (Schulz et al., 2008). Um zu untersuchen, ob die Bildung von sVE-
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CadherinEC1-5 nur Ausdruck der vorhandenen Entzündungsreaktion und Endothel-Akti-

vierung ist, war es nötig die Spaltprodukte in relevanten Mengen herzustellen, um diese 

an nicht-entzündeten Endothelkulturen zu testen. Der erste Fokus dieser Arbeit war die 

Generierung von sVE-CadherinEC1-5, da diese gemäß der Literatur und Vorarbeiten aus 

der Arbeitsgruppe die Hauptfraktion der VE-Cadherin Fragmente ausmacht und nach-

weislich mit einem schlechten Ergebnis bei Patienten mit Entzündungen assoziiert sind 

(Flemming et al., 2015; Schulz et al., 2008). Hierbei lag die methodische Herausforde-

rung darin, dass nach der erfolgreichen Klonierung von humanem sVE-CadherinEC1-5 das 

Plasmid in eukorayotische Zellen transfiziert werden musste, um zu verhindern, dass bak-

terielle Zellwandbestandteile die zu untersuchenden Effekte am Endothel auslösen. Es 

wurde aus diesem Grund die Transfektion in CHO-Zellen so optimiert, dass das Protein-

produkt in den Zellkulturüberstand sezerniert wurde. Mittels Sequenzierung, Western 

Blot Analyse und einem ELISA, der spezifisch gegen die extrazelluläre Domäne von VE-

Cadherin gerichtet ist, konnte bewiesen werden, dass das gewünschte Protein sVE-Cad-

herinEC1-5 auf diese Weise spezifisch und erfolgreich generiert wurde. Dies stellte die Vo-

raussetzung für alle nachfolgenden Experimente und Überlegungen dar.  

6.2 sVE-CadherinEC1-5 führt dosisabhängig zum Zusammenbruch der En-

dothelbarriere 

Gegenstand der weiteren Untersuchung ist den Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf nicht-

entzündlichen Endothelkulturen zu beschreiben und die proinflammatorische Unabhän-

gigkeit zu beweisen. Anhand der Bestimmung des transendothelialen elektrischen Wider-

standes konnte gezeigt werden, dass sVE-CadherinEC1-5 einen dosisabhängigen negativen 

Effekt auf die Endothelbarriere hat. Außerdem zeigte sich bei der Bestimmung des Per-

meabilitätskoeffizienten, dass sVE-CadherinEC1-5 den gleichen negativen Effekt wie der 

inflammatorische Auslöser LPS bei ähnlicher Konzentration (LPS 100 ng/ml, sVE-Cad-

herin 130 ng/ml) hat. 

An diesem Punkt muss erwähnt werden, dass in den Experimenten die Effekte von sVE-

CadherinEC1-5 unterschiedlich stark ausgeprägt vorliegen. Zum Beispiel bei den Wider-

standmessungen ist bei Abbildung 5-3 der TER-Wert bei 50,0%, bei Abbildung 5-16 bei 

71 % und bei Abbildung 5-18 bei 75,8 und 78,1 %. Grund hierfür könnte die unterschied-

liche Konfluenz der HDMEC Monolayer oder auch die Schwankungen in der Konzent-

rationsbestimmung der Überstände mittels ELISA sein.  



85 

 

LPS reguliert die Barrierefunktion in einer konzentrationsabhängigen Weise. Kleine Do-

sen von 10 ng haben einen positiven Effekt auf die Barriere, wohingegen höhere Kon-

zentrationen (bis zu 500 µg) einen negativen Effekt zeigen (Zheng et al., 2018). In den 

Experimenten von Zheng et al. (2018) zeigen die Konzentrationen von 0,01 bis 1 µg einen 

positiven, ab über 1 µg einen negativen Einfluss verglichen mit der Kontrollgruppe 

(Zheng et al., 2018). Grund hierfür kann die unterschiedliche Porengröße der Transwell 

Inserts (0,3 vs. 0,4 µm), die unterschiedlichen humanen Endothelzellen (HPMEC vs. 

HDMEC) und/oder das Transwell Assay (Transwell Evans Blue vs. Transwell mit FITC-

Dextran) sein.  

Anhand der Immunfluoreszenzaufnahmen konnte ebenfalls der dosisabhängige Effekt 

von sVE-CadherinEC1-5 gezeigt werden. Das fragmentierte Muster an den Zellgrenzen 

nach sVE-CadherinEC1-5-Behandlung zeigt, dass VE-Cadherin an den Zell-Kontakten ver-

mindert vorliegt. Dieses Ergebnis bestätigt die permeable Endothelbarriere. Die Stabilität 

der Zell-Kontakte wird durch VE-Cadherin vermittelt. Bei Verlust dieser Stabilität kann 

der Zell-Zell-Kontakt durch die Occludenskontakte nicht mehr zuverlässig abgedichtet 

werden und es kommt zur Durchlässigkeit der Endothelbarriere. Auch die Aufrechterhal-

tung der Zell-Zell-Kontakte ist erschwert, welches durch die Stressfaserausbildung, also 

die Morphologieänderung der Zelle, und die Lückenbildung im Monolayer in den Im-

munfluoreszenzaufnahmen gezeigt wird. 

Western Blot Analysen zeigen, dass keine Umverteilung, sondern ein Abbau der extra-

und der intrazellulären Domäne von VE-Cadherin stattfindet. Die reduzierte Protein-

menge von der extra- und intrazellulären Domäne von VE-Cadherin nach sVE-Cadheri-

nEC1-5 Applikation zeigt, dass die Quantität von VE-Cadherin an den Kontakten vermin-

dert ist, VE-Cadherin demnach degradiert wird und dies die Stabilität der Zell-Kontakte 

beeinträchtigt.  

Die Tatsache, dass sVE-CadherinEC1-5 in Abwesenheit von bakteriellen Toxinen und/oder 

proinflammatorischen Auslösern appliziert wurde und trotzdem einen vergleichbaren Ef-

fekt auf die Endothelbarriere hat, zeigt die Spezifität von dessen Wirkung. 

Unabhängig von dieser Arbeit wurden die Effekte von sVE-CadherinEC1-5 in vivo unter-

sucht. Diese Experimente an Ratten zeigten, dass sVE-CadherinEC1-5 die vaskuläre Per-

meabilität erhöht und die Mikrozirkulation stört und zwar auf vergleichbaren Level wie 

LPS. 
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Zusammenhängend kann man sagen, dass sVE-CadherinEC1-5 unabhängig von proin-

flammatorischen Auslösern sowohl in vitro als auch in vivo einen negativen Effekt auf 

die Endothelbarriere hat.  

6.3 Der negative Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf den VE-Cadherin Mul-

tiprotein-Komplex  

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass sVE-CadherinEC1-5 die endotheliale Barriere-

funktion stört, indem es den Multiprotein-Komplex des VE-Cadherins beeinflusst. Die 

Applikation von sVE-CadherinEC1-5 auf konfluente Monolayer von Endothelzellen führt 

nicht nur zum Verlust der extra- und intrazellulären Domäne von VE-Cadherin an den 

Zellgrenzen, sondern auch von den Interaktionspartnern α-, β-, γ- und δ-Catenin sowie 

dem Occludenskontaktprotein ZO-1. Das Proteinlevel von den Cateninen wird nicht be-

einflusst. Dies zeigt, dass diese Proteine nicht degradiert, sondern umverteilt werden. 

Speziell bei den Immunfluoreszenzaufnahmen von δ-Catenin (Abbildung 5-12) sieht man 

die intrazelluläre diffuse Verteilung nach der Applikation von sVE-CadherinEC1-5. In der 

Literatur wurde gezeigt, dass δ-Catenin die seitliche Gruppierung der Cadherine vermit-

telt und damit einen Einfluss auf die Stabilität der Endothelbarriere hat (M. A. Davis et 

al., 2003; Ireton et al., 2002; Thoreson et al., 2000; Xiao et al., 2003; Yap et al., 1998).  

In Immunpräzipitationen zeigt sich, dass die Interaktion zwischen β-Catenin und VE-

Cadherin verloren geht. Dies bestätigt den Zusammenbruch des Multiprotein-Komplexes 

durch die Präsenz von sVE-CadherinEC1-5. In Immunfärbungen zeigt sich auch eine Um-

verteilung von ZO-1, welches einen zentralen Regulator der Zell-Zell-Kontakte darstellt. 

Nicht nur die Adhäsionskontakte inklusive VE-Cadherin, sondern auch die räumliche Ak-

tomyosin-Organisation, die Zell-Zell-Spannung, die Migration, die Angiogenese und die 

Endothelbarriere Formation wird von ZO-1 beeinflusst. Dies betrifft vor allem auch die 

Regulation der Occludenskontakte (Tornavaca et al., 2015) Hierdurch wird strukturell 

belegt, dass nicht nur die Adhäsionskontakte, sondern auch die Integrität der Occludens-

kontakte, beeinträchtigt werden. Dies kann bereits aus den funktionellen TER und Per-

meabilitätsmessungen geschlossen werden. Sein Verlust, sowie der Verlust der Interak-

tion mit VE-Cadherin hat negative Auswirkungen auf die Endothelbarriere.  

Die Arbeitsgruppe von Luo & Radice zeigt, dass bei Erhöhung von N-Cadherin auch VE-

Cadherin erhöht und bei einem Knock-down von N-Cadherin auch VE-Cadherin redu-

ziert ist (Luo & Radice, 2005). Dies zeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen VE-
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Cadherin und N-Cadherin Expression gibt. Der Hintergrund dies in der vorliegenden Ar-

beit zu untersuchen war die Hypothese, dass N-Cadherin den Verlust von VE-Cadherin 

bis zu einem gewissen Grad kompensieren kann, da es stromaufwärts im Signalweg 

agiert. Beides konnte nicht bestätigt werden, da sVE-CadherinEC1-5 keinen Effekt auf die 

Proteinmenge von N-Cadherin hat.  

6.4 Der VE-PTP-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei dem sVE-Cadhe-

rinEC1-5-Effekt 

Frühere Daten zeigen, dass die Interaktion von VE-PTP und VE-Cadherin eine entschei-

dende Rolle bei der Stabilität der Endothelbarriere spielt (Frye et al., 2015; Nawroth et 

al., 2002). Über die extrazelluläre Domäne 5 (EC5) von VE-Cadherin und die 17. Domäne 

des VE-PTP-Proteins findet die Interaktion statt (Nawroth et al., 2002). Hieraus wurde 

die Hypothese abgeleitet, dass sVE-Cadherin möglicherweise genau diese Interaktion 

hemmt. Diese Annahme wurde durch mathematische molekulardynamische Simulatio-

nen durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dandekar getestet. Die Docking-Stimulation er-

mittelte die Anzahl der Aminosäuren, die in der VE-PTP- und sVE-CadherinEC1-5-Inter-

aktion involviert sind. Diese Simulation ergibt 10 beziehungsweise 11. Es werden zudem 

drei Salzbrücken, sechs Wasserstoffbindungen und 59 nicht-gebundende Kontakte zwi-

schen den beiden Proteinen ermittelt. Die van-der Waals-Kräfte betragen -202,3 und die 

elektrostatische Energie -421 kg/mol.  
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Abbildung 6.1.: Mathematische Modellierungen der Interaktion zwischen VE-Cadherin und VE-PTP. Ab-

bildungen modifiziert aus Knop et. al (Manuskript eingereicht). 

 

Die Modellierung wurde im Rahmen der experimentellen Arbeiten dieser Disseratation 

bestätigt: Zunächst zeigt sich, dass neben den oben genannten Interaktionspartnern eben-

falls das VE-PTP-Immunfärbemuster an den Zellgrenzen nach der Zugabe von sVE-Cad-

herinEC1-5 stark verändert ist. Die Immunfärbung zeigt, dass das Co-Lokalisierungs-Fär-

bemuster von VE-Cadherin und VE-PTP nach Anwendung von sVE-CadherinEC1-5 auf 

die Monoschicht der Endothelzellen verloren geht. Auch das Proteinlevel von VE-PTP 

wird durch sVE-CadherinEC1-5 reduziert. Dies zeigt, dass keine Umverteilung wie bei den 

anderen Interaktionspartnern von VE-Cadherin geschieht, sondern dass VE-PTP in der 

Zelle degradiert wird.  

Die Interaktion von VE-Cadherin und VE-PTP wurde bereits von anderen Arbeitsgrup-

pen gezeigt (Dejana & Vestweber, 2013; Juettner et al., 2019; Saharinen et al., 2017) und 

VE-PTP als ein wichtiger Regulator der vaskulären Permeabilität und Endothelkontakt 
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Integrität beschrieben (Frye et al., 2015; Nottebaum et al., 2008; Shen et al., 2014). Es 

wurde in diesem Zusammenhang gezeigt, dass bei Verlust von VE-PTP-VE-Cadherin-

Interaktion eine Barrieredysfunktion vorliegt. Die Arbeitsgruppe von Prof. Vestweber 

zeigte auch, dass die Folge der Dissoziation des VE-Cadherin/VE-PTP-Komplexes die 

Aktivierung verschiedener Signalwege ist (Nottebaum et al., 2008). Übereinstimmend 

konnte in dieser Arbeit herausgearbeitet werden, dass das „small molecule“ AKB9778 

diese VE-PTP-abhängigen Signalwege hemmen kann. AKB9778 ist ein selektiver Inhi-

bitor und hemmt die katalytische Aktivität von VE-PTP (Shen et al., 2014). Dies wird 

durch die Konkurenz zwischen Inhibitor und Substrat gewährleistet. Phosphotyrosin wird 

durch den Phenylsulfamidsäureanteil von AKB9778 immitiert, sodass dieser in Konku-

renz treten kann.  

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet ob durch die Applikation von 

AKB9778 und die damit vermittelte Hemmung des nachfolgenden Signalweges die Ef-

fekte von sVE-CadherinEC1-5 beeinflusst werden. Die Applikation von AKB9778 allein 

ergibt einen höheren TER-Wert als unbehandelte Kontrollen. Dies zeigt, dass ABK9778 

die Barriere stabilisiert. Auch die Immunfärbungen legen die Hemmung der sVE-Cadhe-

rinEC1-5-Effekte durch AKB9778 nach Co-Inkubation mit sVE-CadherinEC1-5 nahe. Es 

wird gezeigt, dass kein fragmentiertes Muster vorhanden ist, die Stressfasern deutlich re-

duziert vorliegen und keine Lückenbildung erkennbar ist. Es ist allerdings keine vollstän-

dige Hemmung durch diesen Ansatz zur erreichen. Im Einklang mit diesen Experimenten, 

welche zeigen, dass der Effekt von sVE-CadherinEC1-5 auf Endothelzellen durch den VE-

PTP Inhibitor AKB9778 abgeschwächt werden, stehen die in vivo Experimente, die von 

Dr. rer. nat. Burkard und PD Dr. med. Flemming durchgeführt wurden. Jene Ergebnisse 

wurden anhand der Bestimmung der Alveolardicke und der Mikrozirkulationsströmung 

ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass sVE-CadherinEC1-5 kapillares Austreten in vivo 

verursacht und der Effekt durch AKB9778 abgeschwächt wird (Knop et al, Manuskript 

eingereicht).  

6.5 Der RhoA-ROCK-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei den 

sVE-CadherinEC1-5-vermittelten Effekten  

Im nächsten Schritt wurde untersucht, welche Signalwege stromabwärts der VE-PTP-

Aktivierung zu den in den Endothelzellen beobachteten Effekten führen.  
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In einer früheren Studie wird gezeigt, dass die Gendeletion von VE-Cadherin den Barri-

ere-stabilisierenden Effekt von AKB9778 nicht entgegenwirkt, was zu dem Schluss führt, 

dass die Stabilisierung der Endothelbarriere durch VE-PTP auch durch VE-Cadherin-un-

abhängige Mechanismen geschieht, wie zum Beispiel der Modellierung des Tie-2-Sig-

nalweges (Frye et al., 2015). Da dies auch bei dem sVE-CadherinEC1-5-Signalweg denkbar 

ist, wurde die Tie-2 Signalübertragungsbeteiligung getestet. Ang-1, ein Tie-2 Aktivator, 

wird verwendet, um Endothelzellen zu stimulieren. Die sVE-CadherinEC1-5-induzierte Be-

einträchtigung der Endothelbarriere wird nicht durch Ang-1 abgeschwächt, welches an-

hand der Barrieremessungen mittels TER-Messungen gezeigt wird. Dies lässt den Schluss 

zu, dass der sVE-CadherinEC1-5-Effekt nicht über den Signalweg von Tie-2 vermittelt 

wird.  

Da eine Beobachtung die Stressfaserausbildung als Reaktion auf die Applikation von 

sVE-CadherinEC1-5 ist, war die zweite Vermutung, dass die Signalübertragung über RhoA 

geschieht (Radeva & Waschke, 2018; Spindler et al., 2010). Um dies funktionell zu tes-

ten, wurde der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 verwendet.  

Es wurde gezeigt, dass die Effekte von sVE-CadherinEC1-5 auf den endothelialen elektri-

schen Widerstand durch Y27632 aufgehoben werden. In Immunfluoreszenzfärbungen ist 

der Effekt von sVE-CadherinEC1-5 nach Co-Inkubation nicht erkennbar. Auch die Stress-

faserausbildung und die Lückenbildung im HDMEC Monolayer liegen reduziert vor. 

Dies zeigt, dass der ROCK-Signalweg involviert ist. Im Weiteren war nun das Ziel zu 

testen, ob vorgeschaltet eine RhoA-Aktivierung vorliegt und ob diese abhängig von der 

Aktivierung des VE-PTP-Signalweges sein könnte.  
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Abbildung 6.2.: Signalweg des sVE-CadherinEC1-5 Effekts. 

 

Western Blot Analysen zeigen, dass das Proteinlevel von GEF-H1 nach der Gabe von 

sVE-CadherinEC1-5 erhöht vorliegt. Diese Tatsache bestätigt die Hypothese, dass RhoA 

beteiligt ist. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass sVE-CadherinEC1-5 die endotheliale 

Barrierefunktion über den VE-PTP/RhoA-Signalweg beeinflusst. Bewiesen wurde dies 

zwischenzeitlich durch Experimente aus der Arbeitsgruppe. In RhoA Aktivierungsmes-

sungen wurde beobachtet, dass die RhoA-Aktivität durch die Applikation von sVE-Cad-

herinEC1-5 erhöht wird. Durch die gleichzeitige Gabe von AKB9778 wurde diese Aktivie-

rung von RhoA gehemmt. Damit ist die VE-PTP-abhängige Aktivierung von RhoA durch 

sVE-CadherinEC1-5 bestätigt (Knop et al., Manuskript eingereicht). 

Zwei inflammatorische Auslöser sind LPS und TNFα, die ähnliche Effekte wie sVE-Cad-

herinEC1-5 auf die Endothelbarriere zeigen. Der LPS-Signalweg läuft über PI3K/Akt 

(Zheng et al., 2018). Der TNF-α-Effekt wird über den RhoA-ROCK-Signalweg vermit-

telt. TNFα steigert die RhoA-Aktivierung und aktiviert die MLC-Kinase-Kaskade. Es 

findet gesteigerte Kontraktilität und Stressfaserbildung statt (Kant et al., 2011; Lu et al., 

2020). Lu et al (2020) zeigt, dass das Occludenskontaktprotein ZO-1 reduziert vorliegt 
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(Lu et al., 2020). In dieser Arbeit kann keine Reduktion von diesem Protein gezeigt wer-

den. Außerdem zeigt Juettner et al, dass VE-PTP die GEF-H1 Bindung an RhoA verrin-

gert und die RhoA-Aktivität an VE-Cadherin-Verbindungen hemmt (Juettner et al., 

2019). Dies passt zu den Ergebnissen, da durch die gestörte VE-Cadherin-VE-PTP-Inter-

aktion die GEF-H1 Bindung vermutlich nicht verringert wird und so RhoA aktiviert vor-

liegt.  

6.6 Herstellung des Konstrukts pcDNATM 6/myc-His B_EC1-4 für weiter-

führende mechanistische Untersuchungen 

Wie oben beschrieben, findet die VE-Cadherin/VE-PTP-Interaktion über die EC5 und 17. 

Domäne statt. Dies war der Grund, weshalb zwei Konstrukte kloniert wurden. Das eine 

enthält die EC5 (EC3-5) und das andere nicht (EC1-4). Der Vektor pcDNA-pDEST47 

wird als Rückgrat des Konstrukts verwendet. Dieser enthält ein green-fluorescent protein 

(GFP)-Tag. Dieser soll anzeigen, in welchem Kompartiment sich sVE-CadherinEC1-5 in 

vivo anreichert beziehungsweise soll in der Immunfluoreszenzfärbung gezeigt werden, 

wie und wo sVE-CadherinEC1-5 an die Zelle bindet. Beides konnte nicht nachgewiesen 

werden (Daten nicht gezeigt). Zudem wurde versucht mittels dieses Konstrukts eine 

stabile Zelllinie herzustellen, um eine kostengünstigere, ertragreichere und zeitsparende 

Alternative zu haben. Es wurden die Konstrukte pcDNA-pDEST_EC1-4 und pcDNA-

pDEST_EC3-5 erfolgreich kloniert, jedoch können die Ziele mit diesen Konstrukten 

nicht erreicht werden, sowie insgesamt keine ausreichend hohe Konzentration erzielt wer-

den, sodass eine andere Strategie anschließend erfolgte. Hierfür wurde der pcDNATM 

6/myc-His-B-Vektor als Rückgrat der Klonierung verwendet. Dieser enthält neben der 

Ampicillin auch die Blasticidin Resistenzkassette, sodass sowohl in Prokaryonten als 

auch Eukaryonten eine Selektion stattfinden kann. Eine weitere Eigenschaft des Vektors 

ist der myc-Tag. Dieser erlaubt die Detektion des Konstrukts im Überstand. Der 6x His-

Tag ermöglicht die Aufreinigung des Konstrukts aus dem Überstand der exprimierenden 

Zellen. Das Konstrukt pcDNATM 6/myc-His B_EC1-4 konnte erfolgreich hergestellt wer-

den.  

Zukünftig kann man nach erfolgreicher Klonierung von pcDNATM 6/myc-His B_EC1-4 

und pcDNATM 6/myc-His B_EC1-5 die Effekte dieser untersuchen und vergleichen. Hier-

für kann der Effekt auf den transendothelialen Widerstand, die Permeabilität und in Im-

munfluoreszenzfärbungen untersucht werden. Vermutet wird, dass das Konstrukt, dem 
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die fünfte Domäne fehlt, keinen negativen Effekt auf die Endothelbarriere hat, wohinge-

gen das Konstrukt welches die EC3-5 enthält den gleichen Effekt wie sVE-CadherinEC1-5 

zeigt.  

6.7 Schlussfolgerung und mögliche klinische Relevanz der Beobachtungen 

Klinische Studien haben erhöhte systemische sVE-CadherinEC1-5-Spiegel mit pathologi-

schen Zuständen in Verbindung gebracht. Diese reichen von akuter Nierenschädigung 

(Yu et al., 2019), systemischer Vaskulitis (Chen et al., 2014), chronischer spontaner 

Urtikaria (Tao Chen et al., 2017) bis hin zu systemischer Sepsis (Flemming et al., 2015). 

Eine therapeutische Senkung des sVE-CadherinEC1-5-Spiegels könnte die Schwere des 

mikrovaskulären Lecks und des Organversagens verringern. Durch die Verhinderung der 

Spaltung von VE-Cadherin oder durch die Entfernung von sVE-CadherinEC1-5 mittels Di-

alyse aus dem Blut septischer Patienten könnte zur Reduzierung der Symptome führen. 

Darüber hinaus rechtfertigen die Beobachtungen, dass die VE-PTP und RhoA-Inhibitoren 

die Effekte von sVE-CadherinEC1-5 wirksam verhindern und dass AKB9778 und Y27632 

potenzielle therapeutische Medikationen sind, um Sepsis und andere Erkrankungen, bei 

denen eine Dysfunktion der Endothelbarriere vorliegt, zu behandeln und sollten weiter 

untersucht werden.  
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12 Appendix 

12.1 Sequenzen 

EC1-5 

ORIGIN       

        1 mqrlmmllat sgaclgllav aavaaaganp aqrdthsllp thrrqkrdwi wnqmhideek 

       61 ntslphhvgk ikssvsrkna kyllkgeyvg kvfrvdaetg dvfaierldr eniseyhlta 

      121 vivdkdtgen letpssftik vhdvndnwpv fthrlfnasv pessavgtsv isvtavdadd 

      181 ptvgdhasvm yqilkgkeyf aidnsgriit itksldrekq aryeivvear daqglrgdsg 

      241 tatvlvtlqd indnfpfftq tkytfvvped trvgtsvgsl fvedpdepqn rmtkysilrg 

      301 dyqdaftiet npahnegiik pmkpldyeyi qqysfiveat dptidlryms ppagnraqvi 

      361 initdvdepp ifqqpfyhfq lkenqkkpli gtvlamdpda arhsigysir rtsdkgqffr 

      421 vtkkgdiyne keldrevypw ynltveakel dstgtptgke sivqvhievl dendnapefa 

      481 kpyqpkvcen avhgqlvlqi saidkditpr nvkfkftlnt ennftltdnh dntanitvky 

      541 gqfdrehtkv hflpvvisdn gmpsrtgtst ltvavckcne qgeftfcedm aaqvgvsiqa 

      601 vvaillcilt itvitllifl rrrlrkqara hgksvpeihe qlvtydeegg gemdttsydv 

      661 svlnsvrrgg akpprpalda rpslyaqvqk pprhapgahg gpgemaamie vkkdeadhdg 

      721 dgppydtlhi ygyegsesia eslsslgtds sdsdvdydfl ndwgprfkml aelygsdpre 

      781 elly 

 

EC1-4 

        1 mqrlmmllat sgaclgllav aavaaaganp aqrdthsllp thrrqkrdwi wnqmhideek 

       61 ntslphhvgk ikssvsrkna kyllkgeyvg kvfrvdaetg dvfaierldr eniseyhlta 

      121 vivdkdtgen letpssftik vhdvndnwpv fthrlfnasv pessavgtsv isvtavdadd 

      181 ptvgdhasvm yqilkgkeyf aidnsgriit itksldrekq aryeivvear daqglrgdsg 

      241 tatvlvtlqd indnfpfftq tkytfvvped trvgtsvgsl fvedpdepqn rmtkysilrg 

      301 dyqdaftiet npahnegiik pmkpldyeyi qqysfiveat dptidlryms ppagnraqvi 

      361 initdvdepp ifqqpfyhfq lkenqkkpli gtvlamdpda arhsigysir rtsdkgqffr 

      421 vtkkgdiyne keldrevypw ynltveakel dstgtptgke sivqvhievl dendnapefa 

      481 kpyqpkvcen avhgqlvlqi saidkditpr nvkfkftlnt ennftltdnh dntanitvky 

      541 gqfdrehtkv hflpvvisdn gmpsrtgtst ltvavckcne qgeftfcedm aaqvgvsiqa 

      601 vvaillcilt itvitllifl rrrlrkqara hgksvpeihe qlvtydeegg gemdttsydv 

      661 svlnsvrrgg akpprpalda rpslyaqvqk pprhapgahg gpgemaamie vkkdeadhdg 

      721 dgppydtlhi ygyegsesia eslsslgtds sdsdvdydfl ndwgprfkml aelygsdpre 

      781 elly 

 

EC3-5 

        1 mqrlmmllat sgaclgllav aavaaaganp aqrdthsllp thrrqkrdwi wnqmhideek 

       61 ntslphhvgk ikssvsrkna kyllkgeyvg kvfrvdaetg dvfaierldr eniseyhlta 

      121 vivdkdtgen letpssftik vhdvndnwpv fthrlfnasv pessavgtsv isvtavdadd 

      181 ptvgdhasvm yqilkgkeyf aidnsgriit itksldrekq aryeivvear daqglrgdsg 

      241 tatvlvtlqd indnfpfftq tkytfvvped trvgtsvgsl fvedpdepqn rmtkysilrg 

      301 dyqdaftiet npahnegiik pmkpldyeyi qqysfiveat dptidlryms ppagnraqvi 

      361 initdvdepp ifqqpfyhfq lkenqkkpli gtvlamdpda arhsigysir rtsdkgqffr 

      421 vtkkgdiyne keldrevypw ynltveakel dstgtptgke sivqvhievl dendnapefa 

      481 kpyqpkvcen avhgqlvlqi saidkditpr nvkfkftlnt ennftltdnh dntanitvky 
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      541 gqfdrehtkv hflpvvisdn gmpsrtgtst ltvavckcne qgeftfcedm aaqvgvsiqa 

      601 vvaillcilt itvitllifl rrrlrkqara hgksvpeihe qlvtydeegg gemdttsydv 

      661 svlnsvrrgg akpprpalda rpslyaqvqk pprhapgahg gpgemaamie vkkdeadhdg 

      721 dgppydtlhi ygyegsesia eslsslgtds sdsdvdydfl ndwgprfkml aelygsdpre 

      781 elly 

 

FASTA  

EC1-5 

Mqrlmmllatsgaclgllavaavaaaganpaqrdthsllpthrrqkrdwiwnqmhideek-

ntslphhvgkikssvsrknakyllkgeyvgkvfrvdaetgdvfaierldreniseyhltavivdkdtgenletpssftikvhd

vndnwpvfthrlfnasvpessavgtsvisvtavdaddptvgdhasvmyqilkgkeyfaidns-

griititksldrekqaryeivveardaqglrgdsgtatvlvtlqdindnfpfftqtkytfvvpedtrvgtsvgslfvedpdepqn

rmtkysilrgdyqdaftietnpahnegiikpmkpldyeyiqqysfiveatdptidlrymsp-

pagnraqviinitdvdeppifqqpfyhfqlkenqkkpligtvlamdpdaarhsigysirrtsdkgqffrvtkkgdiynekel

drevypwynltveakeldstgtptgkesivqvhievldendnapefakpyqpkvce-

navhgqlvlqisaidkditprnvkfkftlntennftltdnhdntanitvkygqfd 

EC1-4 

Mqrlmmllatsgaclgllavaavaaaganpaqrdthsllpthrrqkrdwiwnqmhideek-

ntslphhvgkikssvsrknakyllkgeyvgkvfrvdaetgdvfaierldreniseyhltavivdkdtgenletpssftikvhd

vndnwpvfthrlfnasvpessavgtsvisvtavdaddptvgdhasvmyqilkgkeyfaidns-

griititksldrekqaryeivveardaqglrgdsgtatvlvtlqdindnfpfftqtkytfvvpedtrvgtsvgslfvedpdepqn

rmtkysilrgdyqdaftietnpahnegiikpmkpldyeyiqqysfiveatdptidlrymsp-

pagnraqviinitdvdeppifqqpfyhfqlkenqkkpligtvlamdpdaarhsigysirrtsdkgqffrvtkkgdiynekel

drevypwynltveakeldstgtptgkesivqvhievldendnapefakpyqpkvce-

navhgqlvlqisaidkditprnvkfkftlntennftltdnhdntanitvkygqfd 

EC-3-5  

Mqrlmmllatsgaclgllavaavaaaganpaqrdthsllpthrrqkrdwiwnqmhideek-

ntslphhvgkikssvsrknakyllkgeyvgkvfrvdaetgdvfaierldreniseyhltavivdkdtgenletpssftikvhd

vndnwpvfthrlfnasvpessavgtsvisvtavdaddptvgdhasvmyqilkgkeyfaidns-

griititksldrekqaryeivveardaqglrgdsgtatvlvtlqdindnfpfftqtkytfvvpedtrvgtsvgslfvedpdepqn

rmtkysilrgdyqdaftietnpahnegiikpmkpldyeyiqqysfiveatdptidlrymsp-

pagnraqviinitdvdeppifqqpfyhfqlkenqkkpligtvlamdpdaarhsigysirrtsdkgqffrvtkkgdiynekel

drevypwynltveakeldstgtptgkesivqvhievldendnapefakpyqpkvce-

navhgqlvlqisaidkditprnvkfkftlntennftltdnhdntanitvkygqfd 
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EC3-5 

>EMBOSS_001 

ATGCAGAGGCTGATGATGCTGCTGGCCACAGCGGCGCCTGCCTGGGCCTGC

TGGCCGTGGCCGCCGTGGCCGCCGCCGGCGCCAACCCCGCCCAGAGGGACA

CCCACAGCCTGCTGCCCACCCACAGGAGGCAGAAGAGGGACTGGATCTGGA 

ACCAGATGCACATCGACGAGGAGAAGAACACCAGCCTGCCCCACCACGTGG 

GCAAGATCAAGAGCAGCGTGAGCAGGAAGAACGCCAAGTACCTGCTGAAG 

GGCGAGTACGTGGGCAAGGTGTTCAGGGTGGACGCCGAGACCGGCGACGT 

GTTCGCCATCGAGAGGCTGGACAGGGAGAACATCAGCGAGTACCACCTGAC 

CGCCGTGATCGTGGACAAGGACACCGGCGAGAACCTGGAGACCCCCAGCA 

GCTTCACCATCAAGGTGCACGACGTGAACGACAACTGGCCCGTGTTCACCC 

ACAGGCTGTTCAACGCCAGCGTGCCCGAGAGCAGCGCCGTGGGCACCAGC 

GTGATCAGCGTGACCGCCGTGGACGCCGACGACCCCACCGTGGGCGACCA 

CGCCAGCGTGATGTACCAGATCCTGAAGGGCAAGGAGTACTTCGCCATCGA 

CAACAGCGGCAGGATCATCACCATCACCAAGAGCCTGGACAGGGAGAAGC 

AGGCCAGGTACGAGATCGTGGTGGAGGCCAGGGACGCCCAGGGCCTGA 

GGGGCGACAGCGGCACCGCCACCGTGCTGGTGACCCTGCAGGACATCAACG 

ACAACTTCCCCTTCTTCACCCAGACCAAGTACACCTTCGTGGTGCCCGAGGA 

CACCAGGGTGGGCACCAGCGTGGGCAGCCTGTTCGTGGAGGACCCCGACGA 

GCCCCAGAACAGGATGACCAAGTACAGCATCCTGAGGGGCGACTACCAGG 

ACGCCTTCACCATCGAGACCAACCCCGCCCACAACGAGGGCATCATCAAGC 

CCATGAACCCCTGGACTACGAGTACATCCAGCAGTACAGCTTCATCGTGGA 

GGCCACCGACCCCACCATCGACCTGAGGTACATGAGCCCCCCCGCCGGCAA 

CAGGGCCCAGGTGATCATCAACATCACCGACGTGGACGAGCCCCCCATCTT 

CCAGCAGCCCTTCTACCACTTCCAGCTGAAGGAGAACCAGAAGAAGCCCCT 

GATCGGCACCGTGCTGGCCATGGACCCCGACGCCGCCAGGCACAGCATCGG 

CTACAGCATCAGGAGGACCAGCGACAAGGGCCAGTTCTTCAGGGTGACCAA 

GAAGGGCGACATCTACAACGAGAAGGAGCTGGACAGGGAGGTGTACCCCT 

GGTACAACCTGACCGTGGAGGCCAAGGAGCTGGACAGCACCGGCACCCCC 

ACCGGCAAGGAGAGCATCGTGCAGGTGCACATCGAGGTGCTGGACGAGAA 

CGACAACGCCCCCGAGTTCGCCAAGCCCTACCAGCCCAAGGTGTGCGAGAA 

CGCCGTGCACGGCCAGCTGGTGCTGCAGATCAGCGCCATCGACAAGGACAT 

CACCCCCAGGAACGTGAAGTTCAAGTTCACCCTGAACACCGAGAACAACTT 

CACCCTGACCGACAACCACGACAACACCGCCAACATCACCGTGAAGTACGG 

CCAGTTCGAC 

 

EC1-4 

>EMBOSS_001 

ATGCAGAGGCTGATGATGCTGCTGGCCACCAGCGGCGCCTGCCTGGGCCTG 

CTGGCCGTGGCCGCCGTGGCCGCCGCCGGCGCCAACCCCGCCCAGAGGGA C 

ACCCACAGCCTGCTGCCCACCCACAGGAGGCAGAAGAGGGACTGGATCTGG 

AACCAGATGCACATCGACGAGGAGAAGAACACCAGCCTGCCCCACCACGTG 

GGCAAGATCAAGAGCAGCGTGAGCAGGAAGAACGCCAAGTACCTGCTGAA 

GGGCGAGTACGTGGGCAAGGTGTTCAGGGTGGACGCCGAGACCGGCGACG 

TGTTCGCCATCGAGAGGCTGGACAGGGAGAACATCAGCGAGTACCACCTG 

ACCGCCGTGATCGTGGACAAGGACACCGGCGAGAACCTGGAGACCCCCAG 
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CAGCTTCACCATCAAGGTGCACGACGTGAACGACAACTGGCCCGTGTTCAC 

CCACAGGCTGTTCAACGCCAGCGTGCCCGAGAGCAGCGCCGTGGGCACCA 

GCGTGATCAGCGTGACCGCCGTGGACGCCGACGACCCCACCGTGGGCGACC 

ACGCCAGCGTGATGTACCAGATCCTGAAGGGCAAGGAGTACTTCGCCATCG 

ACAACAGCGGCAGGATCATCACCATCACCAAGAGCCTGGACAGGGAGAAG 

CAGGCCAGGTACGAGATCGTGGTGGAGGCCAGGGACGCCCAGGGCCTGAG 

GGGCGACAGCGGCACCGCCACCGTGCTGGTGACCCTGCAGGACATCAACGA 

CAACTTCCCCTTCTTCACCCAGACCAAGTACACCTTCGTGGTGCCCGAGGAC 

ACCAGGGTGGGCACCAGCGTGGGCAGCCTGTTCGTGGAGGACCCCGACGAG 

CCCCAGAACAGGATGACCAAGTACAGCATCCTGAGGGGCGACTACCAGGAC 

GCCTTCACCATCGAGACCAACCCCGCCCACAACGAGGGCATCATCAAGCCC 

ATGAAGCCCCTGGACTACGAGTACATCCAGCAGTACAGCTTCATCGTGGAG 

GCCACCGACCCCACCATCGACCTGAGGTACATGAGCCCCCCCGCCGGCAAC 

AGGGCCCAGGTGATCATCAACATCACCGACGTGGACGAGCCCCCCATCTTC 

CAGCAGCCCTTCTACCACTTCCAGCTGAAGGAGAACCAGAAGAAGCCCCTG 

ATCGGCACCGTGCTGGCCATGGACCCCGACGCCGCCAGGCACAGCATCGGC 

TACAGCATCAGGAGGACCAGCGACAAGGGCCAGTTCTTCAGGGTGACCAAG 

AAGGGCGACATCTACAACGAGAAGGAGCTGGACAGGGAGGTGTACCCCTG 

GTACAACCTGACCGTGGAGGCCAAGGAGCTGGACAGCACCGGCACCCCCA 

CCGGCAAGGAGAGCATCGTGCAGGTGCACATCGAG GTGCTGGACGAGAAC-

GACAACGCCCCCGAGTTCGCCAAGCCCTACCAGCCCAAGGTGTGCGAGAAC 

GCCGTGCACGGCCAGCTGGTGCTGCAGATCAGCGCCATCGACAAGGACATC 

ACCCCCAGGAACGTGAAGTTCAAGTTCACCCTGAACACCGAGAACAACTTC 

ACCCTGACCGACAACCACGACAACACCGCCAACATCACCGTGAAGTACGGC 

CAGTTCGAC 

pcDNA6-myc-His-B-EC1-4 

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCT 

GCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGA 

GGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCT 

TGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGC 

TTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTT 

ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGT 

TCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACG 

ACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAAT 

AGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCA 

CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTC 

AATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG 

GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGG 

TGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG 



117 

 

GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCAC 

CAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACG 

CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTC 

TGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTC 

ACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATC 

CTAA TGC AGA GGC TCA TGA TGC TCC TCG CCA CAT CGG GCG CCT GCC 

TGG GCC TGC TGG CAG TGG CAG CAG TGG CAG CAG CAG GTG CTA ACC 

CTG CCC AAC GGG ACA CCC ACA GCC TGC TGC CCA CCC ACC GGC GCC 

AAA AGA GAG ATT GGA TTT GGA ACC AGA TGC ACA TTG ATG AAG AGA 

AAA ACA CCT CAC TTC CCC ATC ATG TAG GCA AGA TCA AGT CAA GCG 

TGA GTC GCA AGA ATG CCA AGT ACC TGC TCA AAG GAG AAT ATG TGG 

GCA AGG TCT TCC GGG TCG ATG CAG AGA CAG GAG ACG TGT TCG CCA 

TTG AGA GGC TGG ACC GGG AGA ATA TCT CAG AGT ACC ACC TCA CTG 

CTG TCA TTG TGG ACA AGG ACA CTG GTG AAA ACC TGG AGA CTC CTT 

CCA GCT TCA CCA TCA AAG TTC ATG ACG TGA ACG ACA ACT GGC CTG 

TGT TCA CGC ATC GGT TGT TCA ATG CGT CCG TGC CTG AGT CGT CGG CTG 

TGG GGA CCT CAG TCA TCT CTG TGA CAG CAG TGG ATG CAG ACG ACC 

CCA CTG TGG GAG ACC ACG CCT CTG TCA TGT ACC AAA TCC TGA AGG 

GGA AAG AGT ATT TTG CCA TCG ATA ATT CTG GAC GTA TTA TCA CAA 

TAA CGA AAA GCT TGG ACC GAG AGA AGC AGG CCA GGT ATG AGA TCG 

TGG TGG AAG CGC GAG ATG CCC AGG GCC TCC GGG GGG ACT CGG GCA 

CGG CCA CCG TGC TGG TCA CTC TGC AAG ACA TCA ATG ACA ACT TCC 

CCT TCT TCA CCC AGA CCA AGT ACA CAT TTG TCG TGC CTG AAG ACA CCC 

GTG TGG GCA CCT CTG TGG GCT CTC TGT TTG TTG AGG ACC CAG ATG AGC 

CCC AGA ACC GGA TGA CCA AGT ACA GCA TCT TGC GGG GCG ACT ACC 

AGG ACG CTT TCA CCA TTG AGA CAA ACC CCG CCC ACA ACG AGG GCA 

TCA TCA AGC CCA TGA AGC CTC TGG ATT ATG AAT ACA TCC AGC AAT 

ACA GCT TCA TCG TCG AGG CCA CAG ACC CCA CCA TCG ACC TCC GAT 

ACA TGA GCC CTC CCG CGG GAA ACA GAG CCC AGG TCA TTA TCA ACA 

TCA CAG ATG TGG ACG AGC CCC CCA TTT TCC AGC AGC CTT TCT ACC ACT 

TCC AGC TGA AGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG CGG TTC GAA CAA AAA 

CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT ATG CAT ACC GGT CAT CAT CAC 

CAT CAC CAT TGA GTT TAA ACC CGC TGA TCA GCC TCG ACT GTG CCT TCT 
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AGT TGC CAG CCA TCT GTT GTT TGC CCC TCC CCC GTG CCT TCC TTG ACC 

CTG GAA GGT GCC ACT CCC ACT GTC CTT TCC TAA TAA AAT GAG GAA 

ATT GCA TCG CAT TGT CTG AGT AGG TGT CAT TCT ATT CTG GGG GGT GGG 

GTG GGG CAG GAC AGC AAG GGG GAG GAT TGG GAA GAC AAT AGC AGG 

CAT GCT GGG GAT GCG GTG GGC TCT ATG GCT TCT GAG GCG GAA AGA 

ACC AGC TGG GGC TCT AGG GGG TAT CCC CAC GCG CCC TGT AGC GGC 

GCA TTA AGC GCG GCG GGT GTG GTG GTT ACG CGC AGC GTG ACC GCT 

ACA CTT GCC AGC GCC CTA GCG CCC GCT CCT TTC GCT TTC TTC CCT TCC 

TTT CTC GCC ACG TTC GCC GGC TTT CCC CGT CAA GCT CTA AAT CGG GGG 

CTC CCT TTA GGG TTC CGA TTT AGT GCT TTA CGG CAC CTC GAC CCC AAA 

AAA CTT GAT TAG GGT GAT GGT TCA CGT AGT GGG CCA TCG CCC TGA 

TAG ACG GTT TTT CGC CCT TTG ACG TTG GAG TCC ACG TTC TTT AAT AGT 

GGA CTC TTG TTC CAA ACT GGA ACA ACA CTC AAC CCT ATC TCG GTC TAT 

TCT TTT GAT TTA TAA GGG ATT TTG CCG ATT TCG GCC TAT TGG TTA AAA 

AAT GAG CTG ATT TAA CAA AAA TTT AAC GCG AAT TAA TTC TGT GGA 

ATG TGT GTC AGT TAG GGT GTG GAA AGT CCC CAG GCT CCC CAG CAG 

GCA GAA GTA TGC AAA GCA TGC ATC TCA ATT AGT CAG CAA CCA GGT 

GTG GAA AGT CCC CAG GCT CCC CAG CAG GCA GAA GTA TGC AAA GCA 

TGC ATC TCA ATT AGT CAG CAA CCA TAGTCC CGC CCC TAA CTC CGC CCA 

TCC CGC CCC TAA CTC CGC CCA GTT CCG CCC ATT CTC CGC CCC ATG GCT 

GAC TAA TTTT TTT TAT TTA TGC AGA GGC CGA GGC CGC CTC TGC CTC 

TGA GCT ATT CCA GAA GTA GTG AGG AGG CTT TTT TGG AGG CCT AGG 

CTTT TGC AAA AAG CTC CCG GGA GCT TGT ATA TCC ATT TTC GGA TCT 

GAT CAG CAC GTG TTG ACA ATT AAT CAT CGGC ATA GTA TAT CGG CAT 

AGT ATA ATA CGA CAA GGT GAG GAA CTA AAC CAT GGC CAA GCC TTT 

GTC TCA AGA AGA ATC CAC CCT CAT TGA AAG AGC AAC GGC TAC AAT 

CAA CAGC ATC CCC ATC TCT GAA GAC TAC AGC GTC GCC AGC GCA GCT 

CTC TCT AGC GAC GGC CGC ATC TTC ACT GGT GTC AAT GTA TAT CAT TTT 

ACT GGG GGA CCT TGT GCA GAA CTC GTG GTG CTG GGC ACT GCT GCT 

GCT GCG GCA GCT GGC AAC CTG ACT TGT ATC GTC GCG ATC GGA AAT 

GAG AAC AGG GGC ATC TTG AGC CCC TGC GGA CGG TGC CGA CAG GTG 

CTT CTC GAT CTG CAT CCT GGG ATC AAA GCC ATA GTG AAG GAC AGT 

GAT GGA CAG CCG ACG GCA GTT GGG ATT CGT GAA TTG CTG CCC TCT 
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GGT TAT GTG TGG GAG GGC TAA GCA CTT CGT GGC CGA GGA GCA GGA 

CTG ACA CGT GCT ACG AGA TTT CGA TTC CAC CGC CGC CTT CTA TGA AAG 

GTT GGG CTT CGG AAT CGT TTT CCG GGA CGC CGG CTG GAT GAT CCT 

CCA GCG CGG GGA TCT CAT GCT GGA GTT CTT CGC CCA CCC CAA CTT GTT 

TAT TGC AGC TTA TAA TGG TTA CAA ATA AAG CAA TAG CAT CAC AAA 

TTT CAC AAA TAA AGC ATT TTT TTC ACT GCA TTC TAG TTG TGG TTT GTC 

CAA ACT CAT CAA TGT ATC TTA TCA TGT CTG TAT ACC GTC GAC CTC TAG 

CTA GAG CTT GGC GTA ATC ATG GTC ATA GCT GTT TCC TGT GTG AAA TTG 

TTA TCC GCT CAC AAT TCC ACA CAA CAT ACG AGC CGG AAG CAT AAA 

GTG TAA AGC CTG GGG TGC CTA ATG AGT GAG CTA ACT CAC ATT AAT 

TGC GTT GCG CTC ACT GCC CGC TTT CCA GTC GGG AAA CCT GTC GTG CCA 

GCT GCA TTA ATG AAT CGG CCA ACG CGC GGG GAG AGG CGG TTT GCG 

TAT TGG GCG CTC TTC CGC TTC CTC GCT CAC TGA CTC GCT GCG CTC GGT 

CGT TCG GCT GCG GCG AGC GGT ATC AGC TCA CTC AAA GGC GGT AAT 

ACG GTT ATC CAC AGA ATC AGG GGA TAA CGC AGG AAA GAA CAT GTG 

AGC AAA AGG CCA GCA AAA GGC CAG GAA CCG TAA AAA GGC CGC GTT 

GCT GGC GTT TTT CCA TAG GCT CCG CCC CCC TGA CGA GCA TCA CAA 

AAA TCG ACG CTC AAG TCA GAG GTG GCG AAA CCC GAC AGG ACT ATA 

AAG ATA CCA GGC GTT TCC CCC TGG AAG CTC CCT CGT GCG CTC TCC TGT 

TCC GAC CCT GCC GCT TAC CGG ATA CCT GTC CGC CTT TCT CCC TTC GGG 

AAG CGT GGC GCT TTC TCA TAG CTC ACG CTG TAG GTA TCT CAG TTC GGT 

GTA GGT CGT TCG CTC CAA GCT GGG CTG TGT GCA CGA ACC CCC CGT 

TCA GCC CGA CCG CTG CGC CTT ATC CGG TAA CTA TCG TCT TGA GTC CAA 

CCC GGT AAG ACA CGA CTT ATC GCC ACT GGC AGC AGC CAC TGG TAA 

CAG GAT TAG CAG AGC GAG GTA TGT AGGCG GTG CTA CAG AGT TCT TGA 

AGT GGT GGC CTA ACT ACG GCT ACA CTA GAA GAA CAG TAT TTG GTA 

TCT GCG CTC TGC TGA AGC CAG TTA CCT TCG GAA AAA GAG TTG GTA 

GCT CTT GAT CCG GCA AAC AAA CCA CCG CTG GTA GCG GTG GTT TTT TTG 

TTT GCA AGC AGC AGA TTA CGC GCA GAA AAA AAG GAT CTC AAG AAG 

ATC CTT TGA TCT TTT CTA CGG GGT CTG ACG CTC AGT GGA ACG AAA ACT 

CAC GTT AAG GGA TTT TGG TCA TGA GAT TAT CAA AAA GGA TCT TCA 

CCT AGA TCC TTTT AAA TTA AAA ATG AAG TTT TAA ATC AAT CTA AAG 

TAT ATA TGA GTA AAC TTG GTC TGA CAG TTA CCA ATG CTT AAT CAG 
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TGA GGC ACC TAT CTC AGC GAT CTG TCT ATT TCG TTC ATC CAT AGT TGC 

CTG ACT CCC CGT CGT GTA GAT AAC TAC GAT ACG GGA GGG CTT ACC 

ATC TGG CCC CAG TGC TGC AAT GAT ACC GCG AGA CCC ACG CTC ACC 

GGC TCC AGA TTT ATC AGC AAT AAA CCA GCC AGC CGG AAG GGC CGA 

GCG CAG AAG TGG TCC TGC AAC TTT ATC CGC CTC CAT CCA GTC TAT 

TAAT TGT TGC CGG GAA GCT AGA GTA AGT AGT TCG CCA GTT AAT AGT 

TTG CGC AAC GTT GTT GCC ATT GCT ACA GGC ATC GTG GTG TCA CGC TCG 

TCG TTT GGT ATG GCT TCA TTC AGC TCC GGT TCC CAA CGA TCA AGG CGA 

GTT ACA TGA TCC CCC ATG TTG TGC AAA AAA GCG GTT AGC TCC TTC GGT 

CCT CCG ATC GTT GTC AGA AGT AAG TTG GCC GCA GTG TTA TCA CTC ATG 

GTT ATG GCA GCA CTG CAT AAT TCT CTT ACT GTC ATG CCA TCC GTA AGA 

TGC TTT TCT GTG ACT GGT GAG TAC TCA ACC AAG TCA TTC TGA GAA TAG 

TGT ATG CGG CGA CCG AGT TGC TCT TGC CCG GCG TCA ATA CGG GAT 

AAT ACC GCG CCA CAT AGC AGA ACT TTA AAA GTG CTC ATC ATT GGA 

AAA CGT TCT TCG GGG CGA AAA CTC TCA AGG ATC TTA CCG CTG TTG 

AGA TCC AGT TCG ATG TAA CCC ACT CGT GCA CCC AAC TGA TCT TCA 

GCA TCT TTT ACT TTC ACC AGC GTT TCT GGG TGA GCA AAA ACA GGA 

AGG CAA AAT GCC GCA AAA AAG GGA ATA AGG GCG ACA CGG AAA TGT 

TGA ATA CTC ATA CTC TTC CTT TTT CAA TAT TAT TGA AGC ATT TAT CAG 

GGT TAT TGT CTC ATG AGC GGA TAC ATA TTT GAA TGT ATT TAG AAA AAT 

AAA CAA ATA GGG GTT CCG CGC ACA TTT CCC CGA AAA GTG CCA CCT 

GAC GTC 
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12.2 Plasmidkarten 
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