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Fir meine Eltern

,Die Dogmen wechseln, und unser Wissen ist triglich,
aber die Natur irrt nicht.
Ihr Gang ist sicher, und sie verbirgt ihn nicht.

Jedes ist ganz in ihr, und sie ist ganz in jedem.”

Arthur Schopenhauer. Die Welt als Wille und Vorstellung. 1819.
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1. Einleitung

1.1 Atherosklerose und ihre Konsequenzen

In den westlichen Industrienationen, darunter auch Deutschland, nimmt die
Inzidenz und Pravalenz von Herz- und GefaBerkrankungen immer weiter zu.
Ein vermehrtes Auftreten von kardiovaskularen Risikofaktoren, in den
Populationen dieser Lander, ist der Hauptverursacher flir diese Entwicklung.
Hierzu  z&hlen  LDL-Cholesterin-Erhéhung, = HDL-Cholesterin-Minderung,
Diabetes mellitus, Arterielle Hypertonie und der Nikotinkonsum. Diese
sogenannten Klasse | Risokofaktoren, aber auch sekundare Risikofaktoren wie
Adipositas, Bewegungsmangel, vermehrter Stress und unbeeinflussbare
Risikofaktoren wie Lebensalter, Geschlecht und eine genetische Disposition
spielen eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose [1-3].
Allein in Deutschland starben im Jahr 2006 laut Statistischem Jahrbuch 218.000
Menschen an einer ischdmischen Herzkrankheit, davon 73.811 Frauen und
144.189 Manner. Die Chronisch Ischamische Herzkrankheit sowie der Akute
Myokardinfarkt sind die beiden Haupttodesursachen bei Méannern in der
Bundesrepublik. Bei Frauen belegen sie die Platze Eins und Drei [1].

Eine Arterienwand besteht aus drei Schichten. Diese sind, von Innen nach
AuBen: 1) die Intima, die Endothelzellen enthédlt und das Lumen des GefaBes
auskleidet, 2) die Media, die hauptsachlich glatte Muskelzellen enthalt und far
die Anpassung an den Kreislaufzustand verantwortlich ist und 3) die Adventitia,
eine bindegewebige Stiitze.

Atherosklerose leitet sich aus den griechischen Wértern athero (griech. =
Schleim) und skleros (griech. = hart) ab. Nach Definition der
Weltgesundheitsorganisation WHO ist die Atherosklerose nun eine ,variable
Kombination von Intimaverdnderungen (der Arterien), bestehend aus
herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut,
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen
(Kalkablagerungen), verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia“ [3].

Sie betrifft vor allem die groBen und mittelgroBen Arterien und fihrt zu
relevanten Krankheitsbildern, wie z.B. der Koronaren Herzkrankheit (KHK), dem
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Abbildung 1 - Histologischer Schnitt: eines Ramus circumflexus mit stenosierender
Koronararteriosklerose, in dem eine kalzifizierende Plaque erkennbar ist (mit freundlicher

Genehmigung des Instituts fiir Pathologie, Universitatsklinikum Tibingen).

akuten Myokardinfarkt, der (peripheren) arteriellen Verschlusserkrankung
(pAVK), zerebrovaskularen Durchblutungsstérungen und anderen [4,5].
Genauer betrachter fihrt eine initiale Lasion zu einem priméaren
herdférmigen Endothelschaden der Intima: Response to Injury Hypothese, Ross
1977 [6]. Die Details dieser Initiallasion sind bis dato nicht nicht exakt
verstanden. Diese endotheliale Dysfunktion flhrt jedoch dazu, dass durch die
Ausschittung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen nun Monozyten,
Lymphozyten und Lipoproteine in die subendotheliale Intima gelangen. Dariber
hinaus fuhrt es zu einer Anlagerung von Thrombozyten, welche wiederum eine



Entzindungsreaktion durch die Sekretion von Prostaglandinen und
Leukotrienen hervorrufen und durch den Platelet Derived Growth Factor
(PDGF) zu einer lokalen Proliferation von Bindegewebe fiihren (Stadium | nach
Stary). Die frihesten makroskopisch sichtbaren Veranderungen sind
Fettstreifen (fatty streaks), welche vor allem von lipidbeladenen Muskelzellen
hervorgerufen werden (Stadium |l nach Stary). Eine kontinuierliche
Einwanderung von Monozyten in die Arterienmedia und deren konsekutive
Differenzierung zu Makrophagen induziert, zusammen mit dem umliegenden
aktivierten Endothel, die Produktion aggressiver Sauerstoffradikale. Diese
verursachen wiederum die Oxidation des nun in der Media befindlichen Low-
Densitiy-Lipoprotein (LDL). Der Versuch der Makrophagen dieses modifizierte,
oxidierte LDL zu phagozytieren, fuhrt zur Bildung aufgeblahter Schaumzellen,
welche letzten Endes platzen und erneut Makrophagen anlocken. T-
Lymphozyten verstarken den inflammatorischen Prozess zusétzlich durch die
Sezernierung von TNF-a und INF-y (Stadium Ill nach Stary). Durch weitere
extrazellulare Akkumulation der anfallenden Lipide entstehen schlieBlich
Cholesterinkristallausféllungen  und  Kalksalzeinlagerungen. Aus dem
reversiblen Praatherom ist somit ein manifestes Atherom geworden (Stadium IV
nach Stary). Zusammen mit der vorangetriebenen Bindegewebs- und glatten
Muskelzellproliferation entstehen so fibrinése Plaques (Stadium V nach Stary).
Es kommt zur fortschreitenden Lumeneinengung, Minderperfusion und
Sauerstoffunterversorgung der distal der Lasion gelegenen Organe,
insbesondere bei erhéhtem Sauerstoffbedarf. Ist diese atherosklerotische
Engstelle beispielsweise in einer Koronararterie des Herzens lokalisiert, kommt
es bei Anstrengung zu anfallsartigen, retrosternalen Beschwerden, der Angina
pectoris. Ein anhaltender Entziindungsprozess kann zusatzlich zu lokalen und
zentralen Nekrosen und Ulzerationen oder thrombohammorrhagischen
Veranderungen. wie z.B. Fissuren, Hdmatomen und Thromben flhren [3, 7, 8-
11].

Durch das Aufbrechen dieser instabilen Plaques und das Verschleppen
von solidem Material in weiter distal gelegene, engere GefaBabschnitte, droht



der plétzliche Totalverschluss von Versorgungsgebiten und damit der
Myokardinfarkt.

1.2 Akutintervention und Therapie

Bei einem akuten, kompletten GefaBverschluss eines KoronargeféaBes, mit
drohendem transmuralem Zelluntergang, ist neben den Aarztlichen
SofortmaBnahmen wie Frequenzkontrolle, Sauerstoffzufuhr, Vasodilatation,
Antikoagulation sowie gegebenenfalls Sedierung und Analgesie, vor allem eine
schnelle Reperfusionstherapie bedeutsam [4, 5]. Goldstandart ist hier die
Perkutane Transluminale Koronarangioplastie (PTCA) und Stentimplantation im
Herzkatheterlabor. Alternativ kann konservativ mit Aktivatoren der Fibrinolyse
behandelt werden. Patienten mit akutem Koronarsyndrom und erhéhtem Risiko,
d.h. ischamischen ST-Strecken-Veranderungen im 12-Kanal EKG und/ oder
erhdhten Nekrosemarkern, z.B. Troponin, profitieren zudem von einer dualen
antithrombozytaren Therapie mit ASS und Clopidogrel, wie in der CURE Studie
gezeigt werden konnte [12].

Generell gilt, insbesondere bei transmuralen Infarkten, so schnell wie
maoglich zu intervenieren, um das funktionelle Outcome der Patienten bezlglich
der Pumpleistung Zu verbessern und dem Auftreten von
Sekundarkomplikationen vorzubeugen (,time is muscle®) [4, 5]. Durch die
Ischamie kommt es zur Nekrose und zum Untergang sowohl von vaskularen
Endothelzellen als auch von Myozyten. Es folgen strukturelle Umbauvorgange
und Anpassungsvorgange am Herzen, das sogenannte Remodelling, die zu
einer fibrotischen Defektheilung fihren. Es kommt zu einer Infarktnarbe, welche
im ungunstigsten Fall hypertroph Expandiert. Daraus kdnnen aneurysmatische
Veranderungen, Dilatation, Erregungsbildungs- und Erregungsleitungs-
stérungen sowie unphysiologische, ektope Herzrhythmusstérungen oder aber
eine Herzinsuffizienz entstehen.

Das Limitierende an den derzeitigen Therapieverfahren ist, dass sie
weder den bis zur Reperfusion entstandenen Schaden rlckgangig machen
noch Reperaturprozesse lenken kdnnen.



Die schnelle Wiedererdffnung von GeféaBabschnitten mittels PTCA/
Stentimplantation hat die Schadensbegrenzung als oberstes Ziel und ist
unersetzlich in der Therapie des Myokardinfarkts geworden. Gleichwohl arbeitet
man mich Hochdruck daran neue Wege zu finden die Gewebeheilung positiv
beeinflussen zu kénnen und beispielsweise das Wiederaussprossen von
GefaBen in infarzierte Gebiete oder aber die Regeneration von
Herzmuskelgewebe selbst zu forcieren. In klinischen Studien wird aus diesem
Grund vermehrt dazu (bergegangen autologe Stammzellen nach einem
Myokardinfarkt zu applizieren, beispielsweise aus dem Beckenkamm isoliert
[13-17].

1.3 Die Rolle von Stammzellen

Bereits im Jahre 1997 berichteten Asahara und Kollegen zum ersten Mal, dass
CD34-positive Progenitorzellen, isoliert aus peripherem Humanblut, zu
Endothelzellen differenzieren und damit zur Neoangiogenese beitragen kdénnen
[18]. Seit damals wurden zahlreiche Experimente und Studien unternommen,
um die Rolle von CD34" Stammzellen in der vaskularen Regeneration zu
untersuchen [19-28]. Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt wurde eine
Mobilisierung von hamatopoetischen CD34" Progenitorzellen in das Blut
festgestellt, welche spezifisch endotheliale, muskulare und friih-kardiale Marker
exprimieren [29]. Diese Progenitorzellen werden, im Anschluss an eine
Ischamie, aus dem Knochenmark oder aber aus ihren peripheren Nischen, in
den Blutkreislauf mobilisiert, adharieren an vaskuldren Lasionen und
differenzieren dort, je nach lokalem Millieu, zu einer Reihe verschiedener,
ausgereifter Zelltypen [30-32]. Beeintrachtigungen in diesem
pathophysiologischen Prozess, entweder durch eine pathologisch erniedrigte
Anzahl oder durch dysfunktionale Progenitorzellen, flhren zur inadaquaten
Reparatur und bei vorbestehenden kardiovaskuldren Risikofaktoren zu
vermehrten GefaBschaden und im weiteren Verlauf zur schnelleren Ausbildung
von Atherosklerose [33, 34]. Die Anzahl zirkulierender CD34" Progenitorzellen
ist wiederum ein Prognosefaktor fir kardiovaskulare Ereignisse. Sie korreliert
bei Patienten mit Koronarer Herzerkrankung beispielsweise positiv mit deren
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kardiovaskularen Risikofaktoren [35-38]. Darum ist es nicht verwunderlich, dass
bereits eine Fllle an in vivo Studien und klinischen Experimenten durchgefihrt
wurde, um den therapeutischen Nutzen einer Transplantation von CD34" Zellen
bei ischamischen La&sionen zu untersuchen [31, 39-41]. Eine autologe
Transplantation von Progenitorzellen flhrt zur verbesserten Neovaskularisation,
Kardiomyogenese, Neurogenese und funktionellen Regeneration nach Infarkt,
in vivo [13-17]. Allerdings sind die molekularen Mechanismen, die dieser
progenitorzellvermittelten Reparatur zugrunde liegen, noch immer nicht
ausreichend verstanden und nur sehr wenige Stammzellen finden tatsachlich
auch ihr Ziel [41].

Die GefaBregeneration ist ein komplexer Prozess, der die Mobilisierung,
Chemotaxis, Adhasion, Proliferation und Differenzierung von Progenitorzellen
beinhaltet. Obgleich das sogenannte Homing von Progenitorzellen in das
Knochenmark bereits ausgiebig erforscht wurde [42], bleibt die Ansiedlung von
CD34" Progenitorzellen in peripherem Gewebe und die anschlieBende
Differenzierung zu Endothelzellen bis dato kaum verstanden [31, 41, 43]. Die
wichtige Rolle von Thrombozyten bei der Adhasion und anschlieBenden
Differenzierung von Progenitorzellen wurde erst in letzter Zeit verstanden und in
der Literatur hervorgehoben [44-49]. CD34" Progenitorzellen haben per se
keine Rezeptoren fir Kollagen, der Hauptkomponente extrazellularer Matrix, die
beispielsweise nach ischamischem Endothelzelluntergang exponiert wird.
Daher galt es heraus zu finden, wie diese Zellen an Orten vaskularer Lasionen
adhérieren. Adharente Thrombozyten wiederum, die ersten Zellen an Ort und
Stelle eines GefaBschadens, sezernieren nach deren Adhéasion und Aktivierung
Stammzell-Chemokine, wie beispielsweise den Stromal-Cell-Derived-Factor-1
(SDF-1), rekrutieren damit zirkulierende Progenitorzellen und induzieren
anschlieBend, nach der Festadhasion, deren Differenzierung zu Endothelzellen
[44-47].

Die Mechanismen, die dieser thrombozyteninduzierten Rekrutierung und
Differenzierung der CD34" Zellen zugrunde liegen, wurden jedoch bislang noch
nicht hinreichend erforscht. Sie kénnten helfen neue Therapieformen, zum

Beispiel nach abgeschlossener Reperfusion von Koronaraterien, zu entwickeln.
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1.4 Junctional Adhesion Molecule-A

Junctional Adhesion Molecules (JAMs) sind Zell-Adh&sionsmoleklle der
Immunglobulin  Superfamilie mit einer V-C2 IgSF Struktur und weisen die
héchste Ubereinstimmung mit dem CTX-Protein, zuerst identifiziert als Cortical
Thymocyte Marker bei Xenopus laevi, auf [50]. Phylogenetische Studien haben
gezeigt, dass Vorfahren dieser Rezeptoren die Vorlaufer fir B-Zell und T-Zell
Immunorezeptoren waren. Viele der CTX Proteine wurden ebenso als
Rezeptoren flir ein breites Spektrum an Viren identifiziert. Insbesondere die
Bindung eines bestimmten Viruses an JAM-A kann zur Apoptose der
betreffendene Zelle fihren. Dieser Mechanismus fihrte zur Vermutung, dass es
sich hier um ein Relikt eines alten Suizidrezeptors handelt, der die Verbreitung
einer Virusinfektion einddmmen sollte [51]. Die Junctional Adhesion Molecule
Familie beinhaltet drei eng miteinander verwandte Proteine und vier weitere
Proteine einer CTX-Unterfamilie. Die zentralen JAM Proteine sind JAM-A, JAM-
B und JAM-C, des Weiteren sind hier ESAM, CAR, JAM-4 und JAML zu nennen
[52]. Junctional Adhesion Molecule-A (JAM-A), auch bekannt als JAM-1 oder
F11 Rezeptor, wird auf Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert. Er ist
involviert in die Adhasion, Sektretion und Aggregation von Thrombozyten sowie
in die Initierung inflammatorischer Thrombosen, ist am Aufbau und
Remodelling von Tight-dunctions und an der GeféaBpermeabilitdt beteiligt und
spielt eine wichtige Rolle bei der Leukozyten-Rekrutierung und deren
polarisierter Transmigration [51, 53-55]. JAM-A ist ebenfalls ein
Oberflachenmarker fir murine hamatopoetische Precursorzellen [56]. In
Studien fand man heraus, dass eine JAM-A Defizienz in einer signifikant
reduzierten Leukozytenadhdsion an GeféBlasionen resultiert [57]. In
atherosklerotischen Lasionen wiederum scheint JAM-A hochreguliert zu sein
[58].

Zusammengenommen weisen diese Resultate darauf hin, dass JAM-A
auch fir CD34-positive Progenitorzellen eine wichtige Rolle bei der Adhasion

und Transmigration spielen kénnte.
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Abbildung 2 - Junctional Adhesion Molecule-A: A,B) Abbildungen des humanen JAM-A
Dimers (ein Monomer in Blau, das andere in Orange). Die extrazelluldre Polypeptidkette
faltet sich in zwei Ig-like Domanen, D1 und D2. C) Interaktion zwischen zwei D1 Domanen,
zweier JAM-A Monomere (Prota et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2003, RCSB Protein Data
Bank — open source).

In Tight Junctions interagiert JAM-A vor allem homophil mit JAM-A [59].
Es wird aber vermutet, dass wahrend der Leukozytentransmigration diese
homophile Interaktion durch eine heterophile Liganden-Interaktion abgeldst
wird. Einer der Liganden fir JAM-A ist LFA-1 (alpha(L)beta(2), CD11a) [60], ein
weiterer das Integrin alpha(v)beta(3) [61].

Die Rolle von JAM-A bei der thrombozytenvermittelten Adhé&sion und
Differenzierung von humanen CD34" Zellen, z.B. an Orten vaskularer Lasionen,
wurde bislang noch nicht erforscht. Das Ziel dieser Arbeit war es, diese Rolle
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von JAM-A, bei der Adhasion und anschlieBenden Differenzierung von CD34"

Zellen zu endothelialen Progenitorzellen in vitro, zu analysieren.

2. Material und Methodik

2.1 Herstellung léslicher Fc-Fusionsproteine

Fc Fusionsproteine wurden, wie bereits zuvor durch unsere Arbeitsgruppe

beschrieben und publiziert, generiert [62].

2.2 Klonen humaner, léslicher JAM-A-Fc und JAM-C-Fc Proteine

Um eine lésliche Form von JAM-A und JAM-C zu generieren, fusionierten wir
die extrazellularen Domanen dieser Proteine mit humanen Fc-Doméanen. Im
Detail replizierten wir zuallererst den Fc Teil aus einer humanen, kardialen
cDNA Bibliothek (Clontech, Palo Alto, USA). Diese PCR Fragmente wurden in
das Plasmid pcDNA-FRT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) integriert. Hierfr
benutzten wir die Restriktionsenzyme Notl/Xhol. Fir die Klonierung der
extrazellularen Doméanen wurde die vollstandige RNA von kultivierten
Megakaryozyten, entsprechend den Empfehlungen des Herstellers, isoliert
(RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland). AnschlieBend wurde C(ber
Nacht mit 2 ug RNA bei 37° C eine reverse Transkription durchgefiihrt
(Omniscript RT Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland). 100 ng dieser cDNA wurden
als Matrize fir die PCR Amplifikation der cDNA der humanen extrazellularen
Doméanen mit dem Expand High Fidelity PCR System (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Deutschland) benutzt. Fir JAM-A wurden die PCR
Fragmente Bglll/Notl in das Plasmid pcDNA-FRT-Fc (BamHI/Notl) kloniert. Flr
JAM-C wurden die Restriktionsstellen Kpnl/Notl verwendet. Hergestellt wurde
ein Plasmid, welches fir das jeweilige humane Protein kodiert, fusioniert an
eine humane Fc Domane, inklusive einer spezifischen Hinge-Region. Fur die
Klonierung léslicher Fc Kontrollproteine (Fc-Control) wurde das Leader-Peptid
von CD40 aus einer humamen, kardialen cDNA Bibliothek vervielfaltigt
(Clontech, Palo Alto, USA). Das PCR Fragment wurde mit Kpnl/Notl in das
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Plasmid pcDNA-FRT-Fc geklont. Die Fehlerfreiheit aller Plasmide wurde durch
jeweilige Sequenzierung bestatigt (MediGenomix, Martinsried, Deutschland).

2.3 Generierung stabil Fc-exprimierender CHO Zellen

Flp-InTM-CHO Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurden im
Verhaltnis 9:1 mit dem Plasmid pOG44 kotransfiziert: jedes pcDNA-FRT-Fc
rekombinant (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), bei einer Konfluenz von 70%.
24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen gewaschen und frisches
Medium wurde hinzugegeben. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen
1:20 aufgesplittet und in frischem Medium, welches 500 pg/ml Hygromycin
enthielt, kultiviert. Hygromycin-resistente Zellen wurden isoliert, kultiviert und
mittels Western Blot auf die Expression von léslichem, rekombinantem Fc
Fusionsprotein hin untersucht.

2.4 Isolierung der Control-Fc, JAM-A-Fc und JAM-C-Fc Proteine

Der Uberstand kultivierter, stabiler, transfizierter CHO Zellen wurde gesammelt,
zentrifugiert (3800 g, 30 min, 4° C) und filtriert (0,2 um PorengréBe). Lésliches
Control-Fc oder l6sliches rekombinantes humanes Protein (JAM-A-Fc oder
JAM-C-Fc) wurde durch die Addition von 1,2 Vol. Ammoniumsulfatiésung (761
g/L) bei 4° C unter Rihren Uber Nacht ausgeféllt. Diese Proteine wurden
anschlieBend zentrifugiert (3000 g, 30 min, 4° C), in 0,1 Vol. PBS geldst und
tber Nacht bei 4° C in PBS dialysiert. Die Proteinldsung wurde durch
Zentrifugation (14000 g, 30 min, 4° C) und Filtration (0,2 um) gereinigt und
anschlieBend auf Protein A S&ulen (HiTrapTM Protein A HP, Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) aufgetragen, gepuffert mit
Natriumphosphat (20 mM Natriumphosphat Puffer pH 7,0; 0,02 % NaN3j). Die
Saulen wurden mit Bindungspuffer gewaschen, bis die OD280 < 0,01 war und
mit Lésungspuffer herausgelést (100 mM Glycin pH 2,7). Die gel6éste Fraktion
(900 pl) wurde mit 100 ul Neutralisationspuffer (1 M Tris/HCI pH 9,0; 0,02 %
NaNs3) neutralisiert und durchmischt. Anschliessend wurden sie bei 4° C (ber
Nacht in PBS dialysiert, aliquotiert und bei -20° C eingefroren.
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Die Saulen wurden mit Bindungspuffer neutralisiert und mit 20 % (v/v)
Ethanol gewaschen. Nach SDS-PAGE wurden die Proteine durch Coomassie-
Farbung oder durch Peroxidase-konjunktivierte anti-humane Ziegen IgG
Antikérper detektiert (Fc y fragment specific; 109-035-098; Dianova, Hamburg,
Deutschland).

Darlber hinaus, als weitere Quelle unserer Fusionsproteine und zur
Verifizierung unserer Ergebnisse, erwarben wir kauflich JAM-A-Fc (10 pg/ml,
R&D Systems, Minneapolis, USA) und JAM-C-Fc (10 pg/ml, R&D Systems,
Minneapolis, USA). Experimente mit den erworbenen Fusionsproteinen lieferten
identische Ergebnisse wie Experimente mit unseren selbst generierten JAM-A
und JAM-C Proteinen.

2.5 Thrombozytenisolierung

Humane Thrombozyten wurden, wie bereits vorausgehend durch uns
beschrieben, isoliert [45, 47].

Wir verwendeten vendses Blut, entnommen aus den Ellenbeugen
gesunder Freiwilliger und sammelten es in Acid-Citrate-Dextrose (ACD)-Puffer.
Nach Zentrifugation bei 430 g fir 20 Minuten ohne Bremse, wurde das
Thrombozytenreiche Plasma (PRP) mit Transferpipetten in Falcons Uberflihrt
und mit Tyrodes-HEPES Puffer vermischt (HEPES 2,5 mM/L [Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Gemrnay], NaCl 150 mM/L, KCI 1 mM/L, NaHCOs; 2,5 mM/L,
NaH.PO4 0,36 mM/L, Glucose 5,5 mM/L [Sigma, Steinheim, Deutschland], BSA
1 mg/ml, pH 6,5). Danach folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 900 g fur
10 Minuten mit Bremse. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das am Boden
haftende Thrombozyten-Pellet in Tyrodes-HEPES Puffer resuspendiert (pH 7,4
erganzt mit 1 mM/L CaCl, und 1 mM/L MgCl,) und auf die entsprechende
Konzentration eingestellt.

2.6 Isolierung und Kultivierung humaner CD34* Zellen

Humane CD34* Zellen wurden entweder aus humanem Nabelschnurblut oder
aus dem Knochenmarkt isoliert und, wie bereits durch uns publiziert, kultiviert
[46, 47]. Humane Mononukleadre Zellen wurden aus Nabelschnurblut,
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peripherem Blut oder aus dem Knochenmark gewonnen. Wir benutzten hierflr
die Dichtegradient-Zentrifugation auf Biocoll Auftrennungslésung (Biochrom,
Berlin, Deutschland) bei 600 g fir 15 Minuten. CD34" Zellen wurden durch
immunoaffine Selektion angereichert (CD34-Progenitor Cell Isolation Kit;
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland). Das Verfahren wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Far Zellkulturen wurde IMDM Medium
mit Glutamax verwendet, zusatzlich mit 5 % kardialem, inaktiviertem, fetalem
Kélberserum, 100 U/ml Penicillin-Streptomycin, 1 % MEM Vitaminen und 1 %
nichtessentiellen Aminosauren supplementiert (allesamt erworben von
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Die isolierten Zellen waren = 95 % positiv
fir CD34 wie wir nach jedem lIsolationsschritt durch durchflusszytometrische
Bestimmungen verifizierten.

Alle Populationen von CD34" Zellen, ob von humanem Nabelschnurblut,
peripherem Blut oder aus dem Knochenmark, zeigten identische Ergebnisse in

unseren in vitro Ergebnissen.

2.7 Isolierung und Kultivierung humaner arterieller Endothelzellen

Humane arterielle Endothelzellen (haECs) wurden isoliert und mit Methoden
weiterbehandelt, die wir bereits verdffentlichten [47]. HaECs wurden durch
immunzytochemische Farbung gegen den Von-Willebrand Faktor (Boehringer,
Mannheim, Deutschland) und durch deren charakteristisches ,Pflasterstein“-
Wachstumsmuster, mittels Kontaktinhibition zwischen den Zellen, identifiziert.
Routinefarbungen mit dem DNA Farbstoff DAPI (4’, 6-Diamino-2-Phenylindol-
Dihydrochlorid; Boehringer, Mannheim, Deutschland) wurden dazu verwendet,
eine Kontamination durch Mycoplasmen auszuschlieBen. Die Kultivierung
wurde mittels eines speziellen endothelialen Wachstumsmediums durchgefthrt
(Endothelial Cell Growth Medium MV2, PromoCell, Heidelberg, Deutschland),
supplementiert mit 10 % fetalem Kaélberserum (FCS) und 1 % Penicillin-

Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).
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2.8 Adhéasions Assays unter statischen und dynamischen
Bedingungen
Die Auswertung der Adhdsion von CD34" Zellen an immobilisierten
Thrombozyten und an immobilisierten Proteinen (JAM-A-Fc oder JAM-C-Fc ),
unter statischen sowie dynamischen Bedingungen (Flusskammer), wurde wie
bereits vorausgehend durch uns beschrieben, durchgefihrt [47].

Fur statische Adhasions-Assays wurden isolierte Thrombozyten (2x108
/ml) auf eine 96-Well Platte gegeben, die mit Kollagen Typ | (20ug/ml, BD
Biosciences, San Jose, USA) vorbeschichtet war. Wir lieBen die Thrombozyten
wahrend einer zweistliindigen Inkubationszeit auf dem Kollagenboden
adhérieren. AnschlieBend wurden die Uberschissigen Blutplatichen vorsichtig
mit Tyrodes-Hepes Puffer (pH 7,4 erganzt mit 1 mM/L CaCl, und 1 mM/L
MgCl,) abgewaschen, sodass wir einen Monolayer immobilisierter
Thrombozyten erhielten. JAM-A-Fc (10 pg/ml) und JAM-C-Fc (10 pg/ml) wurden
auf die gleiche Weise, wahrend einer zweistlindigen Inkubationszeit, auf 96-
Well Platten immobilisiert. Unspezifischer Adhasion wurde durch die
Blockierung der respektiven 96-Well Platten mit Bovinem Serum-Albumin (BSA
2%) far 30 Minuten im Anschluss vorgebeugt. Diese Thrombozytenmonolyer,
bzw. Proteinmonolayer  dienten uns als Grundlage unserer
Adhasionsexperimente. Danach wurden die in IMDM Medium resuspendierten
isolierten CD34" Zellen hinzugegeben und fir weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur in den Wells inkubiert. Nach zwei vorsichtigen Waschschritten
mit PBS wurden die verbliebenen adharenten CD34" Zellen mittels direkter
Phasenkontrast-Mikroskopie ausgezahlt. Als Negativkontrolle wurden ahnliche
Adhasions-Experimente mit CD34" Zellen auf Kollagen (20 ug/ml) oder Control-
Fc (10 pg/ml) durchgefihrt. Wo indiziert, wurden die adharenten Thrombozyten
oder aber die CD34" Zellen, fur 30 Minuten mit JAM-A-Fc (10 pg/ml, R&D
Systems, Minneapolis, USA), JAM-C-Fc (10 pg/ml, R&D Systems, Minneapolis,
USA), anti-JAM-A (10 ug/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA), anti-JAM-C
(10pg/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA), anti-CD11a (10 ug/ml, BioLegend,
San Diego, USA), anti-CD11b (10 pg/ml, BioLegend, San Diego, USA) oder
anti-CD18 (10 pg/ml, BioLegend, San Diego, USA) vorinkubiert. Als weitere
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Negativkontrolle wurden adh&rente Thrombozyten oder isolierte CD34" Zellen
mit Control-Fc (10 pg/ml), anti-CD14 (10 pug/ml, R&D Systems, Minneapolis,
USA; clone134603) oder isotypem Kontroll IgG1 (20 pg/ml, R&D Systems,
Minneapolis, USA; clone11711) vorinkubiert.

Um nun die Progenitorzelladhdsion an immobilisierten Thrombozyten
unter Flussbedingungen zu beurteilen, beschichteten wir in gleicher Weise wie
bereits oben beschrieben Deckglaser mit Kollagen und lieBen anschlieBend
Thrombozyten darauf adharieren. Diese Deckglaser wurden im Anschluss
jedoch in einer Flusskammer (Oligene, Berlin, Deutschland) verwendet. Diese
Methode wurde bereits durch unsere AG beschrieben [47]. Unspezifische
Adhasion wurde durch die Blockierung mit zweiprozentigem BSA verhindert.
Die adharenten Thrombozyten wurden fir 60 Minuten mit Control-Fc, JAM-A-Fc
oder JAM-C-Fc (jeweils 20 pug/ml) vorinkubiert, bevor der Flusskammer-Versuch
begann. Die Perfusionsexperimente wurden unter Schergeschwindigkeiten von
2000 s durchgefiihrt (hohe Scherspannung). Alle Experimente wurden in
Echtzeit auf Video-CD aufgenommen und anschlieBend ausgewertet.

2.9 Durchflusszytometrie

Um die Expression von JAM-A und JAM-C auf isolierten CD34" Zellen sowie
auf ruhenden und aktivierten isolierten Thrombozyten zu bestimmen, wurde
eine Einfarben-Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgefihrt wie bereits
durch uns beschrieben wurde [47]. Die Thrombozyten wurden entweder mit
ADP (20 uM, Chrono-Par, Havertown, USA) oder TRAP (25 uM, Sigma,
Steinheim, Deutschland) aktiviert.

Zusammengefasst wurden konjugierte, monoklonale Antikérper dazu
benutzt die Oberflachenexpression von JAM-A (PE gelabelte anti-humane F11
Rezeptoren, BD Biosciences, San Jose, USA) und JAM-C (anti-JAM-C-PE,
R&D Systems, Minneapolis, USA) auf CD34" Zellen und ruhenden bzw.
aktivierten Thrombozyten zu bestimmen. Der Status der
Thrombozytenaktivierung wurde durch die Mitbestimmung der
Oberflachenexpression  von  P-Selektin  bestimmt  (anti-CD62P-FITC,
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Immunotec, Marseille, Frankreich). Als Positivkontrolle fir die CD34" Zellen
diente anti-CD18-FITC (BD Biosciences, San Jose, USA). Monoklonale
Immunglobuline, murines 1gG1-PE, IgG2b-PE und IgG1-FITC (alle von BD
Biosciences, San Jose, USA), wurden als isotype Kontrollantikdrper appliziert.

Um die Differenzierung von CD34" Zellen zu endothelialen
Progenitorzellen zu bestatigen, wurden weitere Oberflachenantigene von uns
untersucht. Die Expression von CD146 (anti-humanMCAM/CD146-FITC, R&D
Systems, Minneapolis, USA), CD31 (anti-CD31-FITC, Immunotec, Marseille,
Frankreich), CD34 (anti-CD34-FITC, BD Biosciences, San Jose, USA) und
CD45 (anti-CD45-PE, Immunotec, Marseille, Frankreich) wurde auf isolierten
CD34" Zellen, humanen arteriellen Endothelzellen und auf aus Colony Forming
Unit Assays hervorgegangenen endothelialen Progenitorzellen (entweder durch
Thrombozyten induziert oder durch JAM-A-induziert) bestimmt. Die
Oberflachenantigene von CD34" Zellen dienten als Negativkontrolle und jene
von humanen arteriellen Endothelzellen als Positivkontrolle.

Um nun die Fahigkeit aktiviert werden zu kénnen bei unseren jlingst
differenzierten endothelialen Progenitorzellen zu verifizieren, wurde die
Expression von CD54 und CD106 gemessen. Dies geschah auf ruhenden (nicht
aktivierten) und aktivierten, von CD34" Zellen abstammenden endothelialen
Progenitorzellen sowie auf primaren humanen arteriellen Endothelzellen. Fur
die Aktivierung wurde entweder TNF-a (50 ng/ml) oder INF-y (20 ng/ml)
verwendet (Peprotech Inc., New Jersey, USA). Nach der Farbung von CD54
(anti-CD54-FITC, Immunotec, Marseille, Frankreich) und CD106 (anti-CD106-
PE, BD Biosciences, San Jose, USA) wurden die Zellen im
Durchflusszytometer (FACS-Calibur, BD Biosciences, San Jose, USA)
gemessen. Monoklonale Immunglobuline, murines IgG1-FITC und I1gG1-PE (BD
Biosciences, San Jose, USA), dienten als isotype Kontrollantikdrper.

2.10 Nachweis von JAM-A und JAM-C mittels SDS-PAGE
Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse

Die jeweiligen Zellen wurden fir 30 Minuten auf Eis mittels eines Lyse-Puffers,
der 10 mM Tris-HCL pH7,2, 100 mM NaCl, 0,1 % NP-40, Protease Inhibitor
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Cocktail (Roche, Mannheim, Deutschland) und 0,1 mM PMSF enthielt, lysiert.
Die Zelltrimmer wurden bei 1400 rpm fur 5 Minuten bei 4° C zentrifugiert. Die
quantitative Proteinbestimmung erfolgte mittels Bradford Test (BioRad,
Minchen, Deutschland), der nach Angaben des Herstellers durchgefihrt wurde.
Die Proteinexpression wurde durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot ermittelt. Gleiche Mengen
Protein (25 upg) von humanen Endothelzellen (ECs), von CD34"
Progenitorzellen aus humanem Nabelschnurblut und von Thrombozyten wurden
auf einem 10 % Gel separiert, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
(Hybond, Amersham Bioscience, Little Chalfont, UK) und in Blockierungspuffer
(5 %-iges Milchpulver) bei 37° C fir eine Stunde inkubiert.

Dann wurden die Membranen Uber Nacht bei 4° C mit primaren, murinen
Antikérpern inkubiert, entweder mit anti-humanem JAM-A (1:50, Hycult
Biotechnology, Uden, Niederlande) oder mit anti-humanem JAM-C (1:250, R&D
Systems, Minneapolis, USA). Als sekundarer Antikdrper diente ein anti-Maus
IgG-HRP (1:5000, GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK). Es folgte eine weitere
Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Proteindetektion erfolgte
mittels ECL-Plus Western-Blotting Detektionssystem (Amersham Bioscience,
Little Chalfont, UK).

2.11 Colony Forming Unit Assay

Um die Effekte von JAM-A und JAM-C auf die Differenzierung von CD34" Zellen
zu endothelialen Progenitorzellen zu analysieren, wurden CD34" Zellen
entweder auf einen Monolayer Thrombozyten, auf eine Kollagenmatrix (10
ug/ml) oder aber auf immobilisiertes JAM-A-Fc oder JAM-C-Fc appliziert, wie
bereits durch unsere AG beschrieben wurde [47]. Immobilisiertes Kollagen Typ |
(BD Biosciences, San Jose, USA) und immobilisiertes Control-Fc dienten als
Negativkontrolle, immobilisiertes Fibronektin als Positivkontrolle. Wo indiziert
wurden die adharenten Thrombozyten mit Control-Fc, JAM-A-Fc oder JAM-C-
Fc (jeweils 20 pg/ml) vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen flr mehrere
Tage in Endothelial Cell Growth Medium MV2 kultivert, welches 5 % kardiales
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inaktiviertes fetales Kélberserum, 5 ng/ml Epidermal Growth Factor, 0,2 pg/ml
Hydrocortison, 0,5 pg/ml Vascular Endothelial Growth Factor, 10 ng/ml Basic
Fibroblast Factor, 20 ng/ml R3 Insulin-like Growth Factor-1 und 1 pg/ml
Ascorbinsdure (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) enthielt. Endotheliale
Colony Forming Units aus den Progenitorzellen wurden zwischen den Tagen 5
und 10 gezéhlt (Anzahl der endothelialen Kolonien). Um die Expression
endothelialer Oberflaichenantigene zu beweisen, wurden die Zellen
anschlieBend abgeldst und in PBS resuspendiert, mit Polyglobin (Bayer Vital,
Leverkusen, Deutschland) fir 15 Minuten inkubiert wiederum gewaschen und
mit den respektiven gelabelten Antikdrpern flr 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, wie bereits unter ,Durchflusszytometrie® in ,Material und Methoden*
beschrieben. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen an einem
FACS-Calibur Durchflusszytometer analysiert (BD Biosciences, San Jose,
USA).

2.12 Immunfluoreszenz Mikroskopie

Um die Differenzierung von CD34" Zellen zu endothelialen Progenitorzellen zu
untersuchen, benutzten wir unter Anderem eine Immunfluoreszen-Farbung. Wir
nahmen anti-humane monoklonale Antikérper (Dako Cytomation, Hamburg,
Deutschland) vom Kaninchen gegen den Von-Willebrand Faktor (VWWF) und
weiterflhrend einen sekundaren anti-Kaninchen Antikérper vom Schaf (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland), der fluoreszenzgelabelt war. Jedem
Inkubationsschritt folgte ein behutsamer Waschschritt mit PBS. Die CD34"
Zellen wurden entweder mit JAM-A oder Thrombozyten flir 10 Tage auf
Objekttragern co-inkubiert und unter dem Immunfluoreszenz Mikroskop
analysiert. Als Positivkontrolle dienten humane arterielle Endothelzellen
(haECs).

2.13 Reverse Transkription — Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Nach der Differenzierung von CD34" Zellen zu Kolonien endothelialer
Progenitorzellen, wurden diese in Kulturflaschen weiterkultiviert und auf die
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MRNA Expression von eNOS, CD45, CD31 (PECAM-1), tie-2, flk-1 (VEGFR-2)
und B-Aktin hin untersucht. Wir benutzten dazu RT-PCR wie bereits durch
unsere AG beschrieben wurde [47]. Es wurde mRNA durch das RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben extrahiert. RT-PCR
wurde mit dem ImProm-Il Reverse Transcription System (Promega, Mannheim,
Deutschland) und der aTaq Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland)
durchgefihrt. Die Anlagerungstemperatur betrug 68,4° C fir 30 Sekunden,
gefolgt von der Extension bei 72° C fiir 45 Sekunden und einer abschlieBenden
Extension bei 72° C fur weitere 5 Minuten. Die Primer Sequenz war wie folgt:

eNOS forward 5'-GGA AAA GGC CAG GGC TCT GCT GGA GC-3', reverse 5'-
GAA CAC CAG CTC GCT CTC CCT AAG CTG-3°, CD45 forward 5 -GAG GAG
GAA ATT GTT CCT CGT CTG ATA AGA-3’, reverse 5-CTG GCA GGT AAG
GCA GCA GAG CTG TGG-3', €D31 forward 5-GTT GTA TGA GGT CCA GAT
TAT CCT GTC-3', reverse 5-GCT GAG GAC ACT TGA ACT TCC GTG TAC
TGC’; tie-2 forward 5'-GAC GTA GTA GGA CGA TGC TAA TGG AAA GTC-3’,
reverse 5-GTG TAC TTC TAG AAT ATC AGG TAC TTC ATG C-3°, flk-1
forward 5°-CTT CTC TAG ACA GGC GCT GGG AGA AAG AAC-3', reverse 5'-
CAC GTT GAG ATT TGA AAT GGA CCC GAG ACA TG-3', B-Aktin (interne
Kontrolle), forward 5-ACC TTC AAC ACC CCA GCC ATG-3', reverse 5-GCT
CGG TCAGGA TCT TCA TGA GG-3'.

2.14 Scratch Assay

Ein wundinduzierter Reendothelialisierungs-Versuch (Scratch Assay) wurde,
wie bereits in der Literatur beschrieben, durchgefuhrt [63]. Es wurden humane
arterielle Endothelzellen auf eine Wellplatte gegeben und bis zur Konfluenz
kultiviert. Auf diesem Monolayer aus Endothelzellen verursachten wir mit einer
sterilen, gelben Pipettenspitze eine Lasion (Scratch) in der Mitte des Wells. Die
so abgetrennten Zellen wurden abgewaschen und entfernt und die
verbleibenden adhdrenten Zellen wurden mit a) lediglich Medium als Kontrolle,
b) zusétzlich Control-Fc als weitere Kontrolle, ¢) CD34" Progenitorzellen und d)
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CD34* Progenitorzellen plus isolierten Thrombozyten (0,5x108 /ml) inkubiert.
Die Lasionen wurden flr 17 Stunden tberwacht und Photos wurden direkt nach

der Verletzung (Stunde 0) und nach Ablauf der 17 Stunden aufgenommen.

2.15 Datenprasentation und statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert mit Standartabweichung angegeben, soweit
nichts Anderes vermerkt ist. Flr paarweise Vergleiche wurde ein zweiseitiger,
unpaariger T-Test verwendet. FUr multiple Vergleiche, zwischen drei oder mehr
Gruppen, wurde eine univariante Varianzanalyse (Analysis of variance,
ANOVA) mit anschlieBendem Scheffé-Test angewandt. Alle statistischen
Analysen waren zweiseitig und statistische Signifikanz wurde fir P-Werte
kleiner 0,05 angenommen. Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS®

Version 15 fir Windows® durchgefihrt.

3. Ergebnisse

3.1 Die Adhasion humaner CD34" Progenitorzellen an
immobilisierten Thrombozyten wird unter statischen und

dynamischen Bedingungen durch JAM-A Interaktion gefordert

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits zuvor beschrieben, dass murine und humane
Progenitorzellen an immobilisierten Thrombozyten in vitro adhérieren [45-47]
und an arteriellen Thromben in vivo durch das Chemokin Stromal Cell Derived
Factor-1 (SDF-1) und seinen Rezeptor CXCR4 rekrutiert werden [47].
AuBerdem sind die Adhasionsrezeptoren P-Selektin/ P-Selektin Glycoprotein
Ligand-1 [44-46] und das Beta-2-Integrin [46] an diesem Vorgang beteiligt.
Jedoch blieb der Rezeptor flr das Beta-2-Integrin auf der Oberflache der
Thrombozyten bislang unerforscht.

Die Bindung des Beta-2-Integrins LFA-1 (alpha(L)beta(2)) an Junctional
Adhesion Molecule-A (JAM-A) sowie die Bindung des Beta-2-Integrins Mac-1
(alpha(M)beta(2)) an Junctional Adhesion Molecule-C (JAM-C), resultiert in
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einer Steigerung der Leukozyteninteraktion mit Thrombozyten und
Endothelzellen, wie in der Literatur beschrieben wird [64, 65]. Da JAM Proteine
eine zentrale Rolle bei der Zelladhasion und Transmigration spielen,
untersuchten wir, ob JAM-A auf der Oberflache von Thrombozyten eine Rolle
bei der Rekrutierung zirkulierender CD34" Progenitorzellen spielt. Zu Beginn
testeten wir die Adhasion von CD34" Zellen an immobilisierten Thrombozyten

unter statischen Bedingungen.
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Abbildung 3 - Statischer Adhasions Assay: WeiB: CD34" Progenitorzellen adhérieren an
immobilisierten Thrombozyten, jedoch nicht an Kollagen Typ | alleine. Grau: Diese Adhé&sion
kann durch Zugabe von ldslichem JAM-A-Fc, nicht jedoch durch eine Negativkontrolle

(I6sliches Control-Fc) reduziert werden.

Wie bereits vorausgehend durch unsere Arbeitsgruppe beschrieben [45,
47], adharieren humane CD34" Progenitorzellen auf immobilisierten
Thrombozyten, jedoch nicht auf immobilisiertem Kollagen Typ | alleine, was die
Hauptkomponente der extrazellularen Matrix, z.B. an einer verletzten
GefaBwand, darstellt (P<0,05; Abbildung 3).

Die Adhasion von CD34" Zellen an immobilisierten Thrombozyten war

wiederum in der Anwesenheit von l6slichem JAM-A-Fc signifikant erniedrigt,
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nicht jedoch bei Zugabe von léslichem Control-Fc (P<0,05; Abbildung 3). In
ahnlicher Weise inhibierten neutralisierende monoklonale Antikérper (mAb)
gegen Beta-2-Integrin (CD18), gegen LFA-1 (alpha(L)beta(2); CD11a) und
gegen JAM-A, jedoch nicht eine zugehdérige isotype IgG Kontrolle oder anti-
CD14, die Adhésion der Progenitorzellen an immobilisierten Thrombozyten
(P<0,05; Abbildung 4).
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Abbildung 4 - Statischer Adhasions Assay: WeiB3: CD34" Progenitorzellen adharieren an
immobilisierten Thrombozyten, jedoch nicht an Kollagen Typ | alleine. Schwarz: Diese
Adhésion kann wiederum durch Antikérper gegen JAM-A, CD11a und gegen CD18 reduziert
werden, nicht jedoch mit Antikérpern gegen CD14 oder mit einer isotypen IgG1 Kontrolle.

Um unsere Ergebnisse unter hoher Scherspannung, ahnlich denen eines
arteriellen Stroms, zu verifizieren, fihrten wir Perfusionsexperimente in einer
Flusskammer durch. Wir perfundierten CD34" Zellen U(ber adhéarenten
Thrombozyten in einer Parallelplatten-Flusskammer, bei einer
Schergeschwindigkeit von 2000 (Abbildungen 5, 6).
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o

Kollagen Thrombozyten

Abbildung 5 - Flusskammer: CD34" Zellen wurden bei hoher Schergeschwindigkeit
(2000°) (iber einen Monolayer adhérenter Thrombozyten perfundiert, um arterielle
Verhéltnisse zu simulieren.

Eine betrachtliche Anzahl der perfundierten Progenitorzellen fing schon
bald an zu rollen, der erste Schritt bei der Festadhasion, um spater dann zu
adharieren (Abbildung 6, erganzend Video 1). Eine Prainkubation der
immobilisierten Thrombozyten mit I6slichem JAM-A-Fc, jedoch nicht mit
l6slichem Control-Fc, verringerte wiederum das Rollen der CD34" Zellen unter
den gegebenen Bedingungen (Control-Fc vs. JAM-A-Fc: Mittelwert £+ SD:
137,67 £ 6,98 vs. 110,17 £ 8,72; P<0,05; n=3; Abbildung 6, erganzend Video
1).

AuBerdem konnten wir nach der Vorinkubation mit JAM-A-Fc einen
signifikanten Abfall der Adhdsion von CD34" Zellen an immobilisierten
Thrombozyten feststellen (Control-Fc vs. JAM-A-Fc: Mitelwert £ SD: 90 * 8,69
vs. 37,22 = 6,2; P<0,05; n=3; Abbildung 6, erganzend Video 1). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass JAM-A die Adhasion von CD34" Zellen an
immobilisierten Thrombozyten férdert (Abbildungen 3-6, ergdnzend Video 1).
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Abbildung 6 - Flusskammer: A) CD34" Zellen adhéarieren auch unter hoher
Scherspannung an immobilisierten Thrombozyten. Diese Adh&sion kann unter
Flussbedingungen, durch eine Vorinkubation der immobilisierten Thrombozyten mit JAM-A-
Fc, inhibiert werden. B) Reprasentative Phasenkontrastaufnahmen. — Vgl. hierzu Video 1

3.2 Humane CD34* Progenitorzellen exprimieren JAM-A

Erst kirzlich wurde beschrieben, dass JAM-A auf murinen hdmatopoetischen
Precurserzellen exprimiert wird [56]. Jedoch wurde die Expression von JAM-A
und deren funktionelle Rolle auf humanen CD34" Progenitorzellen noch nicht
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beschrieben, was uns dazu veranlasste deren mdgliche Expression auf

humanen CD34" Zellen zu untersuchen.

JAM-A Kontrolle

CD18

CD34+ Zellen

ruhende
Thrombozyten

CD62P

aktivierte
Thrombozyten

¥

\AALL Eemam Al memamman

Immunfluoreszenz >

Counts

Abbildung 7 — Durchflusszytometrie: CD34" Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache JAM-
A. Die thrombozytare Expression von JAM-A ist dabei unabhangig von deren Aktivierungs-

zustand. Als Aktivierungsmarker diente CD62P (P-Selectin).

Thrombozyten exprimieren auf ihrer Oberflache konstitutiv JAM-A wie
bereits in der Literatur beschrieben wird [53, 66-70]. Diese Expression ist
unabhangig vom Aktivierungszustand des Thrombozyten (Abbildung 7).
Durchflusszytometrische Analysen der JAM-A Expression auf CD34" Zellen
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zeigten, dass JAM-A ebenfalls in hohem MaBe auf deren Oberflache exprimiert
wird (Abbildung 7). Die Expression von JAM-A auf CD34" Zellen und
Thrombozyten wurde ebenso durch Immunoblotting durch uns verifiziert
(Abbildung 8).

JAM-A

CD34+ Zellen

Thrombozyten

Abbildung 8 — Immunoblot: CD34" Zellen sowie Thrombozyten exprimieren JAM-A wie
bereits durch die Durchflusszytometrie gezeigt werden konnte.

3.3 Die CD34* Progenitorzell Adhasion wird durch die Bindung von
JAM-A an JAM-A sowie an LFA-1 vermittelt

JAM-A Proteine interagieren sowohl homophil mit JAM-A [54] als auch
heterophil mit dem Integrin ,Lymphocyte function-associated antigen-1“ (auch
LFA-1 oder CD11a). In dieser Studie zeigen wir, dass JAM-A ebenfalls auf
humanen CD34" Progenitorzellen exprimiert wird. Da JAM-A nun sowohl
homophile als auch heterophile Bindungspartner hat, fragten wir uns ob nun die
homophile JAM-A - JAM-A Bindung oder aber die heterophile JAM-A - LFA-1
Bindung primér die CD34" Zell Adhé&sion reguliert.

Wir benutzten hierfir einen weiteren statischen Adhasions Assay und
beobachteten, dass CD34" Zellen fest an immobilisiertem JAM-A-Fc, jedoch
nicht an immobilisiertem Control-Fc adharierten (immobilisiertes Control-Fc vs.
immobilisiertes JAM-A-Fc: Mittelwert der adharenten Zellen £ SD: 100 + 50 vs.
590 * 400; P<0,05; n=3; Abbildung 9).
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Abbildung 9 - Statischer Adhasions Assay: CD34" Zellen adhéarieren fest an
immobilisiertes JAM-A-Fc, jedoch nicht an Control-Fc .

Diese Adhésion der CD34" Zellen an immobilisiertem JAM-A-Fc wurde
jedoch wesentlich durch die Zugabe von l6slichem JAM-A-Fc oder aber einem
neutralisierenden monoklonalen Antikdrper gegen JAM-A (anti-JAM-A),
reduziert (P<0,05; Abbildungen 10,11).

immobilisiertes JAM-A

Abbildung 10 — Statischer Adhédsions Assay: Schematische Darstellung der
Blockierung der Progenitorzelladhasion.
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Abbildung 11 — Statischer Adhédsions Assay: A) Sowohl I8sliches JAM-A-Fc, als auch
anti-JAM-A oder aber anti-LFA-1 verringern die Adhasion der CD34" Zellen an
immobilisiertem JAM-A, im Vergleich zu den Negativkontrollen Control-Fc und IgG1. B)
Reprasentative Phasenkontrastaufnahmen.
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In &hnlicher Weise resultierte eine Vorinkubation der CD34" Zellen mit
einem blockierenden anti-LFA-1 Antikérper in einer verringerten Adhasion
(Control-Fc vs. JAM-A-Fc: Mittelwert adharenter Zellen £ SD: 100 + 53,78 vs.
28,08 £ 10.84; P<0,05; IgG1 Kontrolle vs. anti-JAM-A vs. anti-LFA-1: 68,7 %
24,56 vs. 21,75 + 13,65 vs. 32,42 £+ 19,9; P<0,05; n=3; Abbildung 11). Dies
zeigt, dass beide, sowohl homophile (JAM-A — JAM-A) als auch heterophile
(JAM-A — Integrin) Interaktionen, die CD34" Zell Adhasion regulieren.

3.4 Die Differnezierung von CD34" Zellen zu endothelialen
Progenitorzellen wird durch JAM-A vermittelt

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits in vorangehenden Arbeiten berichtet, dass
adharente Thrombozyten die Differenzierung von CD34" Zellen zu
endothelialen Zellen bewirken [45, 47]. Um nun weiterfihrend die molekularen
Mechanismen der thrombozytenvermittelten Differenzierung von
Progenitorzellen zu untersuchen, wurden CD34" Zellen auf immobilisierten
Thrombozyten (Positivkontrolle) oder aber auf immobilisiertem Kollagen
(Negativkontrolle) bis zur Festadharenz inkubiert und anschlieBend mit
Endothelial Cell Growth Medium kultiviert. Diese Methode wurde bereits durch
unsere Arbeitsgruppe publiziert [47]. In bestimmten Versuchsreihen wurde
zusatzlich 16sliches JAM-A-Fc, 16sliches JAM-C-Fc oder aber l6sliches Control-
Fc in das Zellkultursystem gegeben. Die thrombozytenvermittelte Formation
endothelialer Kolonien aus CD34" Zellen war signifikant erniedrigt in
Anwesenheit von léslichem JAM-A-Fc (sJAM-A-Fc), jedoch nicht in der
Anwesenheit von sJAM-C-Fc oder sControl-Fc (sControl-Fc vs. sUAM-A-Fc vs.
sJAM-C-Fc: Mittelwert der Kolonien £ SD: 11 £ 1,4 vs. 3,5 £ 0,7 vs. 10,5 + 2,1;
P<0,05; n=3; Abbildung 12).

Um nun die Rolle von JAM-A bei der Differenzierung der CD34"
Progenitorzellen zu endothelialen Progenitorzellen naher zu untersuchen,
wurden weiterfiihrende Colony Forming Unit Assays durchgefihrt. Genauer
gesagt wurden nun CD34" Zellen auf immobilisietem Fibronektin
(Positivkontrolle), Control-Fc (Negativkontrolle) und immobilisiertem JAM-A-Fc
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Abbildung 12 - Colony Forming Unit Assay: A) CD34" Zellen differenzieren auf
Thrombozyten, nicht jedoch auf Kollagen, zu endothelialen Progenitorzellen und bilden
Kolonien. Diese Differenzierung kann durch lésliches JAM-A-Fc, nicht jedoch durch JAM-C-
Fc oder eine Negativkontrolle (Control-Fc) verringert werden. B) Représentative

Phasenkontrastaufnahmen.
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bzw. JAM-C-Fc kultiviert und die Bildung endothelialer Kolonien wurde wie
bereits durch unsere Arbeitsgruppe beschrieben, verfolgt und ausgezahlt [47].

Immobilisiertes JAM-A-Fc und weniger JAM-C-Fc forderten die Bildung
endothelialer Kolonien aus CD34" Zellen, verglichen mit Control-Fc
(Immobilisiertes Control-Fc vs. Immobilisiertes JAM-A-Fc vs. Immobilisiertes
JAM-C-Fc: Mittelwert endothelialer Kolonien + SD: 0,3 + 0,6 vs. 8 £+ 2vs. 2,3
0,6; P<0,05; n=3; Abbildung 13).

Interessanterweise induzierte immobilisiertes  JAM-A-Fc  die
Differenzierung der CD34" Zellen zu endothelialen Kolonien in etwa gleichem
MaBe wie immobilisiertes Fibronektin (immobilisiertes Fibronektin  vs.
immobilisiertes JAM-A-Fc: Mittelwert der Kolonien + SD: 85 +2,1vs. 8 +2; P
nicht signifikant; Abbildung 13).

Die Verifizierung der aus den CD34" Zellen entstandenen endothelialen
Progenitorzellen wurde dariiber hinaus mittels Durchflusszytometrie und der
Bestimmung spezifischer mRNA durchgefihrt.

Im Einzelnen, wurde die Oberflachenexpression von CD146, PECAM-1
(CD31), CD34 und CD45 auf CD34" Zellen, auf primaren, humanen, arteriellen
Endothelzellen und auf thrombozyten-induzierten oder aber JAM-A-induzierten,
endothelialen Kolonien gemessen wie in ,Material und Methoden* beschrieben.
Wurden CD34" Zellen kultiviert um Colony Forming Units zu bilden,
exprimierten sie nach einiger Zeit, sowohl auf JAM-A als auch auf
Thrombozyten, die gleichen Oberflachenantigene wie primére Endothelzellen
aus humanen Arterien. So zum Beispiel CD146 und CD31. Daflrr verloren sie
die fiir CD34" Zellen typischen Antigene (Abbildung 14).
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Abbildung 13 - Colony Forming Unit Assay: A) CD34" Zellen differenzieren auf
Fibronektin (Positivkonrolle) und JAM-A zu endothelialen Kolonien. Keine Differenzierung
wurde auf der Negativkontrolle (immobilisiertes Control-Fc) und nur wenig auf

immobilisiertem JAM-C-Fc festgestellt. B) Reprasentative Phasenkontrastaufnahmen.

36



CD146 CD31 CD34 CD45

CD34+Zellen

Humane
arterielle
ECs

I

»

Thrombozyten
induzierte
EPCs

<§ tn:
=3 R ]
o x - or o r x ¥ - ¥ o
O Immunfluoreszenz >

Abbildung 14 — Durchflusszytometrie: CD34" Zellen die auf Thrombozyten oder aber auf
JAM-A zu endothelialen Progenitorzellen (EPCs) differenziert sind, exprimieren CD146 und

CD31 wie primare humane arterielle Endothelzellen (haECs) und verlieren die fiir CD34"

Zellen typischen Oberflachenantigene.

Nach 5 Tagen anderte sich die Morphologie der initial runden CD34"
Zellen sowohl auf JAM-A als auch auf Thrombozyten, in adharente,
spindelférmige Zellen, die positiv fir den Von-Willebrand Faktor (VWF) waren

wie wir durch eine Immunfluoreszenzfarbung beweisen konnten (Abbildung 15).
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Von-Willebrand Faktor
CD34+ Zellen haECs

Thrombozyten induz. EPCs JAM-A induz. EPCs

Abbildung 15 — Immunfluoreszenzmikroskopie: Nachdem die CD34-positiven Zellen 5

Tage auf Thrombozyten oder JAM-A Kkultiviert wurden, &nderten sie ihre Form zu
adhérenten, spindelférmigen Zellen und wurden positiv fir den von-Willebrand Faktor (VWF)

wie primare humane arterielle Endothelzellen (haECs). Blau: Nukleusfarbung, Rot: vVWF.

Als nachstes analysierten wir, ob aus CD34" Zellen entstandene
endotheliale Progenitorzellen aktiviert werden kénnen und
aktivierungsabhangige Oberflachenantigene exprimieren wie ICAM-1 (CD54)
und CD106. Wir fanden, dass die Stimulation JAM-A-induzierter aus CD34"
Zellen stammender endothelialer Kolonien, mit TNF-a/INF-y Zytokinen, eine
vermehrte Expression von CD54 und CD106 zur Folge hatte. Diese Expression
ist &ahnlich primarer humaner arterieller Endothelzellen nach Aktivierung oder
aber thrombozyteninduzierter endothelialer Kolonien aus CD34" Zellen
(Abbildung 16).
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Abbildung 16 - Durchflusszytometrie: Die durch Thrombozyten oder aber JAM-A
induzierten, aus CD34" Zellen stammenden, endothelialen Progenitorzellen (EPCs)
verhielten sich nach Zytokin-Aktivierung wie primare humane arterielle Endothelzellen
(haECs) und exprimierten vermehrt CD54 und CD106.

PCR-Analysen zeigten fiir, aus CD34" Zellen stammenden, durch JAM-
A-induzierten, endothelialen Progenitorzellen, positive Resultate fir Endothelial
Nitric Oxide Synthase (eNOS), Endothelial Angiopoietin Receptor (Tie-2) und
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2 (VEGFR-2 oder Flk-1). Dies
entspricht den Resultaten, die wir von humanen arteriellen Endothelzellen oder
thrombozyteninduzierten Endothelkolonien erhielten (Abbildung 17).
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Abbildung 17 — PCR Analyse: JAM-A induzierte oder thrombozyteninduzierte, kultivierte
endotheliale Progenitorzellen (EPCs) sind positiv fir CD31, Tie-2, eNOS, Flk-1 und beta-

Aktin, gleich primarer humaner arterieller Endothelzellen (haECs).

3.5 JAM-A ist an dem CD34" Zell-induzierten Reendothelialisierungs-
prozess in vitro beteiligt

Endotheliale Progenitorzellen treiben die Neo- bzw. Reendothelialisierung am
verletzten endothelialen Monolayer, z.B. an einer verletzten GefaBwand, an [71-
74]. Demzufolge fragten wir uns, ob JAM-A die Reendothelialisierung eines
verletzten endothelialen Monolayers férdert. Wir fihrten hierfir einen Scratch
Assay durch, wie er bereits in der Literatur beschrieben wurde [63]. Primére

humane arterielle Endothelzellen (haECs) wurden bis zu deren Konfluenz in
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einer Well Platte kultiviert. Nach einem Kratzer (Scratch) mit einer sterilen
Pipettenspitze auf dem konfluenten Endothelrasen, wurden die dadurch
abgeldsten Zellen abgewaschen und CD34" Zellen oder aber CD34" Zellen und
Thrombozyten in das Well gegeben. Die Co-Kultur wurde fir 17 Stunden
inkubiert. CD34" Zellen forderten die Neoendothelialisierung der verletzten
Zone, verglichen mit Wells in denen CD34" Zellen fehlten
(Reendothelialisierung in Prozent der betroffenen Flache: Kontrolle (nur mit
Medium) vs. CD34" Zellen: Mittelwert + SD: 56 * 5,99% vs. 76 + 3,36%;
P<0,05; n=3; Abbildung 18). Ferner flhrte eine Addition von Thrombozyten zu
den CD34" Zellen in unserem Co-Kultur System zu einer abermals signifikant
erhdhten Reendothelialisierung, verglichen mit CD34" Zellen alleine
(Reendothelialisierung in Prozent der betroffenen Flache: CD34" Zellen vs.
CD34" Zellen und Thrombozyten: Mittelwert + SD: 76 + 3,36% vs. 88 + 9,69%;
P<0,05; n=3; Abbildung 18).

P<0,05
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Abbildung 18 — Scratch Assay: CD34" Zellen férdern den Reendothelialisierungsprozess
nach einer Verletzung eines Endothel-Monolayers, im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
Progenitorzellen, in vitro. Gibt man zusétzlich Thrombozyten in diese Co-Kultur, beschleunigt

sich der Reendothelialisierungsprozess abermals.
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Die Zugabe von léslichem JAM-A-Fc wiederum reduzierte signifikant diese
CD34" Zell-induzierte Reendothelialisierung der verletzten Zone, verglichen mit
Kontrollexperimenten mit Iéslichem Control-Fc (Control-Fc vs. JAM-A-Fc:
Mittelwert + SD: 74% £ 12,81% vs. 53% + 10,78%; P<0,05; n=3; Abbildungen
19, 20). In &hnlicher Weise war auch die Reendothelialisierung in der Co-Kultur
mit CD34" Zellen und Thrombozyten signifikant durch JAM-A-Fc erniedrigt
(Mittelwert £ SD: 91% * 4,6% vs. 65% + 6,38%; P<0,05, n=3; Abbildungen 19,
20).
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Abbildung 19 — Scratch Assay: Losliches JAM-A-Fc inhibiert die Reendothelialisierung,

sowohl in der Co-Kultur mit CD34" Zellen alleine, als auch in der der Co-Kultur mit CD34

Zellen und Thrombozyten, im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Control-Fc.
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Abbildung 20 — Scratch Assay: Reprasentative Phasenkontrastaufnahmen des Re-
endothelialisierungsprozesses nach Scratch Injury. Lésliches JAM-A-Fc inhibiert die Re-
endothelialisierung des verletzten Monolayers wie in Abbildung 19 quantitativ dargestellt.

4. Diskussion

Die  zentralen  Ergebnisse  dieser Studie sind: 1) Die
Thrombozyteninduzierte Adhasion humaner CD34"* Progenitorzellen wird durch
Interaktion mit JAM-A erméglicht, 2) JAM-A wird auf humanen CD34" Zellen
exprimiert, 3) JAM-A Interaktionen kommen sowohl mit auf Progenitorzellen
exprimiertem JAM-A als auch mit dem Beta-2-Integrin LFA-1 zustande, 4) JAM-
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A fordert die Differenzierung von CD34" Progenitorzellen zu endothelialen
Progenitorzellen, 5) JAM-A  gpielt im CD34"  Zell-induzierten
Reendothelialisierungsprozesses in vitro eine Rolle.

Die Domizilierung humaner Progenitorzellen in peripheres Gewebe ist
eine Kaskade, welche die initiale Adhasion an die GefaBwand und die
konsekutive Differenzierung in vaskulare Zellen beinhaltet [43, 75].
Thrombozyten sind die ersten zirkulierenden Blutzellen, die an einer
beschadigten GefaBwand adharieren und in der Mikrozirkulation ischamischen
Gewebes akkumulieren [76, 77], dort die Angiogenese férdern [78-80] und fur
vaskulare Regeneration durch Interaktion mit Progenitorzellen sorgen [44, 47,
48].

Unsere und andere Arbeitsgruppen konnten in den letzen Jahren zeigen,
dass Thrombozyten die Rekrutierung von Progenitorzellen und deren
anschlieBende Differenzierung in einen endothelialen Ph&notyp beeinflussen
[44-49]. Jedoch sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen bis
dato noch immer unzureichend verstanden. Junctional Adhesion Molecules
(JAMs) sind Proteine der Immunglobulin-Superfamilie, die an Zell-Zell
Kontakten von Epithel und Edothel sowie auf der Oberflache von Leukozyten,
Thrombozyten und Erythrozyten exprimiert werden [81-85]. Es gibt Anzeichen
dafirr, dass JAM Proteine fir eine Vielzahl von zelluldren Prozessen wichtig
sind, so z.B. fur den Tight Junction Aufbau, fir die Leukozyten-Transmigration,
fir die Thrombozyten-Aktivierung, fir die Angiogenese und fir die Virusbindung
[81-85]. JAMs sind wichtig fir die Kontrolle der vaskularen Permeabilitat und die
Leukozyten-Transmigration an endothelialen Oberflachen, durch homophile
(JAM - JAM) und heterophile (JAM - Beta-2-Integrin) Interaktionen [54]. Durch
ihre Exprimierung auf den Oberflachen von Endothelzellen und Thrombozyten
tragen JAMs zu adhasiven Interaktionen mit zirkulierenden Progenitorzellen bei.
Junctional Adhesion Molecule-A (JAM-A/  JAM-1/  F11R) st ein
Zelladhasionsmolekil, welches auf epithelialen und endothelialen Zellen
exprimiert wird sowie auf Blutzellen, wie z.B. Leukozyten, Thrombozyten und
Erythrozyten  [52, 86-92]. JAM-A spielt eine Rolle in der
Thrombozytenaggregation, -sekretion und -adhasion [53, 66-69, 93]. Die Rolle
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von JAM-A bei der Interaktion von Thrombozyten mit Progenitorzellen wurde
bislang jedoch noch nicht erforscht. In dieser Studie zeigen wir zum ersten Mal,
dass auf Thrombozyten exprimiertes JAM-A, die Adhasion und Differenzierung
humaner CD34" Zellen zu einem endothelialen Phénotyp férdert. Darlber
hinaus, in Einklang mit aktuellen Forschungsergebnissen einer anderen
Arbeitsgruppe und zwar dass JAM-A auf murinen hamatopoetischen
Stammzellen exprimiert wird [56], konnten wir die Expression von JAM-A auf
der Oberflache von humanen CD34" Progenitorzellen verifizieren. Um die
Ligand/ Rezeptor Interaktionen weiter aufzuklaren, die in der JAM-A
vermittelten Thrombozyteninteraktion mit Progenitorzellen involviert sind,
fihrten wir eine Reihe von Adhasions Assays durch, die zeigten, dass JAM-A
sowohl an das auf CD34" Zellen exprimierte JAM-A als auch an das Integrin
LFA-1 bindet. Des Weiteren unterstiitzt immobilisiertes JAM-A nicht nur die
Adhasion humaner CD34" Zellen, sondern férdert auch deren Differenzierung
zu endothelialen Progenitorzellen, &hnlich stark wie Fibronektin.

Das dritte Mitglied der JAM Familie, JAM-C (auch JAM-3), wurde initial
als neuer Rezeptor fir das Leukozyten Beta-2-Integrin Mac-1 (alpha(M)beta(2),
CD11b/CD18) auf Thrombozyten beschrieben [65, 94-96]. Seit dem deuten
immer mehr Ergebnisse darauf hin, dass JAM-C multiple wichtige Rollen spielt,
so z.B. bei der Aufrechterhaltung der Integritdt und Funktion myelinisierter
peripherer Nerven [97], bei der transendothelialen Migration von Monozyten
und Neutrophilen wahrend der Inflammation [96, 98], bei der vaskularen,
endothelialen Permeabilitat [99], bei der Differenzierung runder Spermatiden in
Spermatozoen [100], bei der Angiogenese und beim Tumorwachstum [101].
Weiterhin férdert die homophile JAM-C Bindung (JAM-C-JAM-C) Interaktionen
zwischen Tumor- und Endothelzellen [102]. In dieser Studie untersuchten wir
auch Effekte von thrombozytdérem JAM-C auf die Progenitorzell-Rekrutierung
und anschlieBende Differenzierung. Wir konnten jedoch keinen férdernden
Effekt von JAM-C bei der thrombozyteninduzierten Differenzierung der CD34"
Zellen zu endothelialen Progenitorzellen feststellen.

Hamatopoetische Progenitorzellen und endotheliale Progenitorzellen

werden zu ischamischen Regionen hin rekrutiert und modulieren die
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Vaskulogenese, beschleunigen die Reendothelialisierung und limitieren die
Formierung atherosklerotischer Lasionen [30, 71-73, 103-107]. Klinische
Studien zeigen einen vorteilhaften Effekt einer intrakoronaren Applikation von
Progenitorzellen auf die myokardiale Funktion bei Patienten mit ischamischer
Herzkrankheit [108-110]. Jedoch sind die potentiellen Determinanten und
Rezeptoren, die in die Reendothelialisierung und Regeneration involviert sind,
noch immer unzureichend bekannt [111-113]. In dieser Studie konnten wir
zeigen, dass |6sliches JAM-A-Fc die CD34" Zell-induzierte
Reendothelialisierung inhibiert, was darauf hinweiBt, dass JAM-A eine
entscheidende Rolle in diesem Reendothelialisierungsprozess spielt.
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass
thrombozytengebundenes JAM-A die Rekrutierung zirkulierender CD34" Zellen
in Richtung der beschadigten GefaBwand (GefaBwandlasion oder Entziindung
des Endothels) und die Differenzierung der CD34" Zellen in endotheliale
Progenitorzellen  férdert und somit die Reendothelialisierung und
GefaBregeneration  unterstitzt. JAM-A  spielt  mdoglicherweise  eine
entscheidende Rolle im peripheren Homing zirkulierender CD34"
Progenitorzellen an Stellen vaskularer Lasionen oder in der Mikrozirkulation
ischamischen Gewebes (z.B. Myokard) und somit also fur GefaB- und
Gewebereparaturmechanismen. Es werden weitere Studien nétig sein, um die
in vivo Relevanz dieser Ergebnisse zu verifizieren. Kénnen unsere in vitro
Ergebnisse in vivo bestatigt werden, erdffnet dies mdglicherweise neue
Therapieansatze flr Patienten mit Myokardinfarkt oder chronisch ischamischen

(Herz-)Erkrankungen.

5. Zusammenfassung

Hintergrund: Geweberegeneration und GeféBreparatur sowie die
Neoangiogenese, z.B. nach Myokardinfarkt, sind Kaskaden, die eine initiale
Festadhdsion zirkulierender Progenitorzellen an die GefaBwand und im
Anschluss eine Differenzierung jener Progenitorzellen zu Endothelzellen
beinhalten. Es wurde bereits in der Literatur beschrieben, dass Thrombozyten,
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die ersten Zellen an Ort und Stelle eines GefédBschadens, diese zirkulierenden
Progenitorzellen rekrutieren und dass sie auf ihrer Oberflache unter anderem
Junctional Adhesion Molecule-A (JAM-A) exprimieren. JAM-A st ein
Zelladhasionsmolekil, das bekanntermaBen am Aufbau von Tight-dunctions
beteiligt ist und auch bei Entziindungsreaktionen eine Rolle spielt. Das Ziel der
vorliegenden Studie war es, die Rolle von JAM-A in der von Thrombozyten
induzierten Adhasion und konsekutiven Differenzierung humaner CD34"
Progenitorzellen zu endothelialen Vorlauferzellen zu evaluieren.

Methoden und Ergebnisse: CD34" Zellen adharieren auf immobilisierten
Thrombozyten unter statischen- sowie unter dynamischen Bedingungen, wie wir
in statischen Adhasions Assays und in der Flusskammer zeigen konnten. Die
Rolle von JAM-A in der von Thrombozyten induzierten Adhasion wurde dabei
durch neutralisierende I6sliche Proteine (sJAM-A-Fc) und blockierende
monoklonale Antikérper (anti-JAM-A) untersucht. Vorinkubationen mit sUAM-A-
Fc oder aber anti-JAM-A resultierten dabei in einer signifikant erniedrigten
Adhéasion humaner CD34" Zellen an Thrombozyten. Humane CD34" Zellen
exprimieren weiterfihrend selbst in hohem MaBe JAM-A, wie wir durch
Durchflusszytometrie und Immunoblots beweisen konnten. Da JAM-A sowohl
homophile JAM-A — JAM-A Interaktionen, als auch heterophile Liganden
Interaktionen, z.B. mit LFA-1 (aLB2 Integrin) eingeht, untersuchten wir welche
Interaktion hierbei eine Rolle spielt. Die Adhasion von CD34" Zellen an
immobilisiertem JAM-A konnte dabei durch beides, sowohl anti-JAM-A als auch
Antikérper gegen LFA-1, inhibiert werden. Colony Forming Unit Assays zeigten,
dass Préainkubationen mit I6slichem JAM-A-Fc die durch Thrombozyten
vermittelte Differenzierung von CD34" Zellen zu endothelialen Progenitorzellen
signifikant reduziert. DarUber hinaus foérderte immobilisiertes JAM-A-Fc die
Differenzierung von hierauf applizieten CD34" Zellen zu endothelialen
Progenitorzellen, &hnlich stark wie immobilisiertes Fibronektin. Die Verifizierung
der Differenzierung zum endothelialen Phanotyp wurde dabei durch einen
Multimarkeransatz mittels Durchflusszytometrie und RT-PCR durchgeflhrt.
AuBerdem wurde eine Immunfluoreszenzfarbung fir den Von-Willebrand Faktor

durchgefihrt. In Scratch Assay Versuchen zeigten wir weiterhin, dass eine
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Blockierung von JAM-A in einer verminderten CD34" Zell-induzierten
Reendothelialisierung, nach einer Verletzung, flhrt.

Diskussion: Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression
von JAM-A auf CD34" Zellen deren Adhasion an immobilisierte Thrombozyten
und konsekutive Differenzierung zu endothelialen Progenitorzellen in vitro
vermittelt. Beides sind potentiell wichtige Schritte in der GefaBregeneration.
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7. Anhang
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