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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose — Risikofaktoren, Pathologie, Bedeutung fur die
Gesellschaft und Therapie

Atherosklerose leitet sich aus dem Griechischen ab und ist aus zwei Worten zu-
sammengesetzt: athero = Mehlbrei und skler = hart, trocken [1]. Synonym wird
Arteriosklerose und umgangssprachlich Arterienverkalkung verwendet. Da Arte-
riosklerose jedoch nur einen bestimmten Gefallabschnitt beschreibt, wird in die-

ser Arbeit der allgemeine Begriff Atherosklerose verwendet.

Im Folgenden werden die Hauptrisikofaktoren, die die Entstehung der Athero-
sklerose begunstigen, genannt. Hierzu gehoren als sogenannte Faktoren 1. Ran-
ges der Hypertonus, die Fettstoffwechselstorungen mit Low density Lipoprotein
(LDL) Erhéhung und High density Lipoprotein (HDL) Erniedrigung, Nikotinabusus
und Diabetes mellitus (DM), der sekundar Hyperlipoproteinamien begunstigt.
Weiter finden sich Risikofaktoren 2. Ranges wie Adipositas, Bewegungsmangel
und psychischer Stress [2]. Die genannten Risikofaktoren begunstigen eine Ver-
hartung, Verdickung und einen Elastizitatsverlust des Gefaldes, und es kommt
zur Abnahme des Gefaldlumens mit Minderperfusion des nachgeschalteten Ver-

sorgungsareals [3].

Wenn man die Pathohistologie der Atherosklerose betrachtet, besteht ein flie-
Render Ubergang von physiologischen zu pathologischen Prozessen wie dies
Stary et al. beschreiben [4, 5]. Sie stellen eine Klassifikation vor, die im Weiteren

in groben Ziugen erlautert wird (fur Details und Untertypen, [4, 5]).

Zunachst gehen Stary et al. davon aus, dass es eine initiale Lasion (Typ ) gibt.
Sie ist nur lichtmikroskopisch zu sehen, im Bereich der Intima lokalisiert und im-
poniert histologisch mit vereinzelten sogenannten Schaumzellen (,foam cells®).
Dies sind Makrophagen, die Lipide enthalten, und es hat sich gezeigt, dass sol-
che Lasionen in den Koronarien von Sauglingen bis 8 Monate bereits in 45 % der

Falle zu finden sind.



Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass diese Lasionen der Sauglinge im Ver-
lauf rlcklaufig waren und sie erst wahrend der Pubertat erneut auftreten [6]. Bei
genetisch nicht vorbelasteten Kindern zwischen 10-14 Jahren fanden sich erneut
bei uber 50% lipidbeladene Makrophagen [6]. Hervorgehend aus der Typ | Lasion
entsteht die Typ Il Lasion mit den ,fatty streaks”. Zusatzlich zu den jetzt flachig
auftretenden Schaumzellen finden sich ebenfalls in der Intima lokalisierte lipid-
haltige glatte Muskelzellen, sowie vermehrt T-Lymphozyten und Mastzellen. Die
Typ lll Lasion zeigt zusatzlich extrazellulares Lipid und ist als Ubergang zum
LAtherom® (Typ IV Lasion) zu sehen, weswegen sie ,Praatherom” heif3t. Das
»LAtherom* ist durch den Lipidkern, der teilweise kalzifiziert sein kann, definiert.
Weiter findet sich eine Umstrukturierung und Verdickung der Intima, sowie eine
Ansammlung von Proteoglykanen, Schaumzellen und Mastzellen. Der Ubergang
zur Typ V Lasion, das ,Fibroatherom®, ist flieRend. Diese Lasion ist gekennzeich-
net durch die fibrése Kappe mit Vermehrung von Kollagen, glatten Muskelzellen,
aber auch Plasmazellen und Makrophagen. Ein wesentlicher Unterschied zur
vorherigen Lasion ist, dass die Typ V Lasion Lumen einengend ist und daher
klinisch relevant sein kann. Von einer Typ VI Lasion spricht man, wenn es im
Bereich der fibrosen Kappe zu Fissuren, Hdmatomen oder Thrombenbildung
kommt [5, 7].

Die eben beschriebene Pathohistologie mit dem Endpunkt der Thrombenbildung
ist sehr relevant. Denn durch die Lumeneinengung kann es beispielsweise an
den Koronarien zum Bild der koronaren Herzkrankheit (KHK) kommen und bei
Festsetzen eines Thrombus im Gefal} resultiert eine Minderperfusion des nach-
geschalteten Versorgungsareals. Im Fall der Koronarien mindet dies in einen
Herzinfarkt. Aber auch Minderperfusionen des Gehirns mit der Gefahr eines
Schlaganfalls bei einem Thrombusgeschehen oder peripher arterielle Ver-

schlusskrankheiten (pAVK) sind Folge dieser Pathohistologie.
Gesamtgesellschaftlich ist Atherosklerose ein brisantes Thema.

Im Statistischen Jahrbuch 2016 des Statistischen Bundesamtes (Daten aus dem
Jahr 2014) war mit 8,4% bei den Mannern und 7,7% bei den Frauen die Durch-

blutungsstérung des Herzmuskels die haufigste Todesursache.



An dritter Stelle, mit 6,4% bei den Mannern und 4,7% bei den Frauen, folgte der
akute Herzinfarkt [8]. Die Gesundheitskosten der Europaischen Union beliefen
sich im Jahr 2009 aufgrund kardiovaskularer Erkrankungen auf 9% der gesamten
Ausgaben fur Gesundheitsaufwendungen und dies, obwohl seit den 1980er Jah-

ren die Mortalitat aufgrund koronararterieller Erkrankungen gesunken ist [9].

Die bisherige Therapie kardiovaskularer Erkrankungen besteht aus zwei Saulen.
Der konservativen Therapie, in der die Lebensstilanderung im Vordergrund steht,
und der medikamentosen Therapie der oben genannten Risikofaktoren als se-
kundar praventiv eingreifender Baustein. Im Bereich der Lebensstilanderung lie-
gen die Schwerpunkte auf Nikotinverzicht, gesunder Ernahrung und Bewegung.
Bei den Medikamenten stehen Statine zur Senkung der Lipide bei Hypercholes-
terinamie sowie die adaquate Therapie eines DM oder eines Hypertonus im Vor-
dergrund. Auch die antithrombotische Therapie, meist mit Aspirin, bei Patienten
mit DM und manifester Atherosklerose, kann eine sinnvolle Erganzung der The-
rapie sein, da hierdurch das Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse um 25% ge-
senkt werden kann [9].

1.2 Neuer Ansatz der Pravention der Atherosklerose - Biologicals

Wie in Kapitel 1.1 dargestellt, ist es aufgrund der hohen Mortalitat, aber auch der
hohen Ausgaben im Rahmen kardiovaskularer Erkrankungen wichtig, nach
neuen, effektiven und kostengunstigen Therapien zu suchen, die fruher ansetzen
als die heutigen Arzneimittel, und zwar optimalerweise bevor sich Atherosklerose

manifestiert. Das heil}t, das Ziel sollte die Primarpravention sein.

Eine Mdglichkeit kdnnte dabei in der Biopharmazie bei den Biologicals liegen.
Biologicals sind Medikamente, die seit uber 200 Jahren im Einsatz sind und hier-
fur gentechnologisch von lebenden Organismen produziert werden oder aus le-
benden Organismen bestehen. Beispiele sind Proteine (Erythropoetin, Insulin),
monoklonale Antikdrper (mAK) sowie Impfstoffe. Im Vergleich zu herkdmmlichen
Arzneimitteln, die chemisch synthetisiert werden, unterscheiden sich Biologicals
in Herstellung, molekularer Gro3e, Komplexitat, Stabilitat und Darreichungsform
[10, 11].



Ein Beispiel fur einen mAK, der bereits in der Kardiologie Anwendung findet, ist
Abciximab der GPIIb/llla Rezeptoren an der Oberflache von Thrombozyten
hemmt. Er wird jedoch tertidrpraventiv eingesetzt, und zwar bei akutem ST-seg-
ment elevation myocardial infarction (STEMI) im Rahmen einer percutaneous

coronary intervention (PCI) [12].

Besser ware es jedoch, Biologicals einzusetzen, die bei Patienten mit bekanntem
Hochrisikoprofil fur die Entstehung eines Herzinfarktes primarpraventiv eingreifen
und so die Lebensstilanderungen, die ebenfalls primarpraventiv ansetzen, unter-
stltzen. So ware es mdglich, das Risiko der Entstehung von Atherosklerose und

ihrer Folgeerkrankungen im Gesamten deutlich zu verringern.

Zum Einsatz kommen Biologicals in weiteren Feldern, unter anderem in der Der-
matologie bei Psoriasis, in der Rheumatologie bei entziindlich-rheumatischen Er-

krankungen und in der Therapie von Tumorleiden [13].

Ein Beispiel eines mAK, der am Anfang der Entstehung der Rheumatoiden Arth-
ritis (RA) eingesetzt wird, ist Infliximab. Infliximab bindet mit hoher Affinitat an
I6slichen Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa), aber auch an transmembrands
lokalisiertes TNFa und kann so zu Beginn der Erkrankung die Entziindung der
Synovia, die Resorption des Knochens und den Abbau des Knorpels reduzieren
[14].TNFa ist eine Substanz, die eine Schlisselrolle im Rahmen der Entziindung
und des Gewebeumbaus einnimmt, denn es induziert beispielsweise die Produk-

tion weiterer Zytokine oder lockt Entzindungszellen zu Gelenken [14].

1.3  Aufbau und Funktion von Antikorpern

Antikoérper (AK), die auch als |6sliche Antigenrezeptoren bezeichnet werden, sind
Stoffe der Gruppe der Immunglobuline (Ig). Sie werden im menschlichen Korper
von aktivierten B-Zellen (Plasmazellen) produziert, aber auch auf der Oberflache
reifer B-Zellen exprimiert. Sie sind Teil der erworbenen, humoralen Immunant-

wort und teilen sich in funf Klassen auf: IgM, 1gG, IgA, IgD und IgE.

Jeder AK besitzt zwei schwere und zwei leichte Ketten, sowie zwei sog. Fragment
antigen binding (Fab) Domanen und eine Fragment crystallizable (Fc) Domane.



Die Fab-Domane dient dem Binden des Antigens (AG), das zum Beispiel auf der
Oberflache von Bakterien exprimiert wird. Mit der Fc-Domane kann der AK an
spezielle Rezeptoren, die zum Beispiel auf Phagozyten exprimiert sind, binden
und der Erreger kann phagozytiert werden. Weiter wird durch Bindung des AK
das Komplementsystem der Korperzelle aktiviert und das Bakterium lysiert [15-
17]. Auch eine Neutralisierung von Toxinen ist durch Antikérperbindung maglich.
Dieses Prinzip macht man sich beispielsweise bei Verdacht auf eine Exposition
mit einem von Tollwut befallenen Tier als sog. postexpositionelle Prophylaxe zu-

sammen mit einer aktiven Schutzimpfung zu Nutze [18].

Eine weitere Gemeinsamkeit der Ig-Klassen ist, dass sie eine konstante und eine
variable Region besitzen, wobei die sog. hypervariable Region die Antigenspezi-
fitat bestimmt und die konstante die Ig-Klassenzugehorigkeit festlegt [17].

In Abbildung 1 ist die Grundstruktur eines AK des IgG Typs, wie zum Beispiel der
in den Versuchen verwendete anti-JAM-A AK, schematisch dargestellt. Man
sieht, wie der AK Uber seine Fab-Domane an das AG bindet, in diesem Fall an
das JAM-A Oberflachenprotein eines Thrombozyten, und die Bindungsstelle blo-
ckiert. Bei dem JAM-A Oberflachenprotein des Thrombozyten sind die extrazel-
lulare Polypeptidkette sowie die Ig-ahnlichen Domanen D1 und D2 dargestellt

(entnommen aus [19]).
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Abbildung 1: Darstellung der Bindung eines anti-JAM-A AK vom IgG Typ uiber das JAM-A

Oberflachenprotein eines Thrombozyten

Der hier beispielhaft dargestellte anti-JAM-A AK vom IgG Typ bindet mit seiner Fab-Doméane tber
das Oberflachenprotein JAM-A eines Thrombozyten und blockiert die Bindungsstelle. Es sind
leichte und schwere Ketten des AK dargestellt, die Uber Disulfidbriicken verbunden sind. Weiter
gibt es eine Fc- und zwei Fab-Domanen, sowie variable und konstante Anteile des AK. Das JAM-
A Oberflachenprotein des Thrombozyten (Struktur der Schleifen) ist aus einer Abbildung von
Prota et al. zur Struktur des JAM-A und der homodimeren Bindung zweier JAM-A Molekule ent-
nommen [19]. Zu erkennen sind hier die extrazelluldre Polypeptidkette sowie die Ig-dhnlichen
Doméanen D1 und D2 des JAM-A Proteins.

14 Rolle von Thrombozyten und Dendritischen Zellen in der
Atherosklerose

Thrombozyten spielen bei der Himostase eine wichtige Rolle und flihren bei Dys-
funktion zu erhdhter Blutungsneigung oder Thrombosen [20]. In den letzten Jahr-
zehnten hat sich gezeigt, dass Thrombozyten an Entziindungsprozessen wie der
RA oder dem Systemischen Lupus Erythematodes beteiligt sind [21]. Auch in der
Atherosklerose, bei der es sich um eine chronisch-entzindliche Erkrankung han-
delt [22-24], spielen sie bei der Entstehung, Aufrechterhaltung und dem Fort-

schreiten eine wesentliche Rolle [25, 26].



Eine Entzindung allgemein tritt bei Infektionen, aber auch bei mechanischem

Stress, Reperfusion oder Ischamie auf [27, 28].

Im Rahmen der Atherosklerose adharieren Thrombozyten an Endothelzellen
(EC). Dies erfolgt auf zwei Wegen:

Thrombozyten kdnnen bei einer Plaqueruptur an EC binden, da durch die Ruptur
bedingt extrazellulare Matrixproteine (EMP) wie der von Willebrand Faktor (VWF)
und Kollagen freigelegt werden [20, 29]. Die Bindung an den vWF findet Uber
Glykoprotein (GP) Ib/IX/V (von Willebrand Rezeptorkomplex) statt [20], die Bin-
dung an Kollagen tber GPVI [30, 31]. Diese Bindungen ermdglichen die Aktivie-
rung der Thrombozyten. Es kommt zur Transformationsanderung der Integrinre-
zeptoren allbB3 (Fibrinogenrezeptoren, GPIIb/llla) [32] und Kollagenrezeptoren
a2B1 [33], was die feste Bindung zwischen Thrombozyt und EC bedingt. Weiter
wird die Plattchenaggregation durch die Bindung von Fibrinogen und allbf3 er-
leichtert [32].

Auf dem zweiten Weg binden Thrombozyten an intakte, aktivierte EC [34].
Theilmeier et al. zeigten 2002, dass im Rahmen von Hypercholesterinamie en-
dothelialer vVWF exprimiert wird und damit Thrombozyten an die flr Atheroskle-
rose pradisponierten Orte gelockt werden [35]. Es kommt hier also zu einer Bin-
dung der Thrombozyten an die EC ohne vorherige Plaqueruptur. P-Selektine fih-
ren im Weiteren zur lockeren Bindung zwischen zirkulierenden Thrombozyten
und EC (,platelet rolling“) [28, 36]. Ein weiterer Unterschied zu dem vorherig be-
schriebenen Bindungsweg zwischen Thrombozyten und EC ist, dass fur den
Schritt des ,platelet rolling“ keine vorherige Thrombozytenaktivierung erforderlich
ist [29]. Diese Aktivierung der Thrombozyten erfolgt im Rahmen der Thrombozy-
tenadhasion [29]. Das P-Selektin der EC bindet Uber PSGL-1 [37] und GPIb/IX/V
[38] der Thrombozyten. Die darauffolgende feste Bindung zwischen Thrombozyt
und EC erfolgt Gber B3 Integrin und Fibrinogen [29, 39].

Im Weiteren exprimieren und sezernieren aktivierte Thrombozyten mitogene und
inflammatorische Substanzen. Bei diesen Substanzen handelt es sich um Che-

mokine, Wachstumsfaktoren, Adhasionsproteine und Zytokin-ahnliche Stoffe.



Durch sie werden Eigenschaften wie Chemotaxis und Adharenzverhalten der EC
beeinflusst, was wiederum Chemotaxis, Adharenz und Transmigration von Mo-
nozyten unterstutzt [29, 40, 41]. Monozyten sind wiederum Zellen, die ebenfalls
wesentlich an Atherosklerose beteiligt sind [23].

Beispiele Zytokin-ahnlicher Stoffe sind Interleukin-1 beta (lI-18) und Cluster of
differentiation 40L (CD 40L) [42, 43]. II-13 aktiviert weitere EC [42] und fuhrt zur
Sekretion von monocyte chemoattractant proteine-1 (MCP-1) [44], ein Protein,
das Monozyten zu Entzindungen lockt [29]. 1I-1(3 steigert ebenfalls die Expres-
sion der Adhasionsmolekile Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und
avB3 auf EC, was die Adhasion von Monozyten und Neutrophilen an EC fordert
[44]. ICAM-1 und MCP-1 wiederum aktivieren den Transkriptionsfaktor NF-kB
und dadurch werden vermehrt Chemokingene abgelesen [45, 46].

Alle beschriebenen Mechanismen fordern so Uber verschiedene Wege Inflam-
mation, eine wichtige Grundlage der Atherosklerose. Thrombozyten sind dabei
sehr wesentliche Mitspieler und stellen daher einen moglichen wichtigen Ansatz-
punkt zur Therapie der Atherosklerose dar.

Eine bisher nicht hinreichend verstandene Zellpopulation im Rahmen der Athero-
sklerose sind Dendritische Zellen (DCs). Es sind Antigenprasentierende Zellen
(APC), die sich in Lymphorganen, nicht zu Lymphorganen gehérenden Organen
sowie im Blut finden [47]. Weiter konnten sie in humanen Arterien im Bereich der
Intima nachgewiesen werden [48-50]. DCs spielen bei der angeborenen und er-
worbenen Immunitat eine wichtige Rolle [51, 52], wobei sie bei Atherosklerose
mit T-Zellen interagieren. Hierdurch I6sen DCs deren Aktivierung aus, fordern
deren Proliferation und fuhren zur Ausschuttung von TNFa und Interferon gamma
(INFy) [47, 53, 54]. TNFa wiederum, aber auch II-13, wurden im Rahmen von
Angina pectoris (AP) vermehrt durch DCs ausgeschuttet und wirken proinflamm-
atorisch [55].

Van Vre et al. [56] sowie Yilmaz et al. [57] zeigten, dass sich bei Patienten mit
koronararterieller Erkrankung im Blut geringere Konzentrationen von DC-Vorlau-

ferzellen fanden, unabhangig davon, wie viele Gefalle befallen waren.



Dafur zeigten sich vermehrt DCs in instabilen und weiter fortgeschrittenen athero-

sklerotischen Plaques [58, 59].

Es konnte durch Paulsen et al. immunhistochemisch gezeigt werden, dass Clus-
ter of differentiation 11c positive (CD11c*) DCs der Intima von Low-density-lip-
oprotein receptor deficient 7~ (LdIr ) Mausen bei bestehender Hypercholesteri-
namie nach wenigen Tagen eine Lipidakkumulation aufwiesen [60]. Da diese
DCs Schaumzellen ahneln, vermuten Paulsen und Kollegen, dass es sich um die
fruheste Form von atherosklerotischen Plaques handelt [60].

Die Rolle der DCs in der Atherosklerose wird jedoch kontrovers diskutiert. So
konnten Bauriedel et al. nachweisen, dass DCs von Ratten nach einer Verletzung
der Karotiden eine Neointima bilden [61]. B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) und Heat
Shock Protein 47 (HSP 47) wurden vermehrt exprimiert [61]. Durch Hou et al.
wiederum wurde gezeigt, dass Bcl-2 die Lebenspanne von DCs verlangert und
ihre Immunogenitat beeinflusst [62]. Gautier et al. machten sich dies zu Nutze
und konnten so zeigen, dass DCs bei der Cholesterolhomdostase wesentlich be-
teiligt sind [63]. Und zwar fuhrten DCs zu erniedrigten Cholesterolplasmawerten,

was wiederum antiatherogenetisch wirkt [63].

Um die Rolle von DCs in der Atherosklerose zu verstehen, sind also weitere Un-
tersuchungen nétig, um zu klaren, ob sie proatherogenetisch oder antiatheroge-
netisch wirken, wovon dies abhangt und ob DCs eventuell auch in unterschiedli-
chen Stadien der Erkrankung pro- bzw. antiatherogenetisch wirken kdnnen.

Dass es Interaktionen zwischen humanen Thrombozyten und DCs gibt, demons-
trierten Langer et al. bereits 2007. Sie zeigten eine Interaktion als heterophile
Zell-Zellverbindung uber das B2 Integrin MAC-1 auf DCs und JAM-C auf Throm-
bozyten [64]. In der erwahnten Versuchsreihe wurde ebenfalls eine mdgliche Bin-
dung zwischen MAC-1 und JAM-A untersucht, jedoch gab es hierfur keine aus-

sagekraftigen Daten [64].



1.5 Junctional Adhesion Molecules (JAMs)

1.5.1 Allgemeines

Murine Junctional adhesion molecules (mJAMs) wurden 1998 von Martin-Padura
et al. als transmembrandse Molekule identifiziert [65]. Zu ihnen zahlen als wich-
tigste Vertreter JAM-A (F11R), B und C, JAML und JAM4 [66].

JAMs sind zur Immunglobulin Superfamilie (IgSF) gehérende Proteine, und die
humane Junctional Adhesion Molecule (hJAM) complementary Desoxyribonu-
cleinacid (cDNA) weist eine grol3e Homologie zur murinen cDNA auf [65, 67].
Liu et al. zeigten, dass 70% der Aminosauresequenz muriner und humaner JAM-
A Proteine identisch sind [68].

JAMs werden auf endothelialen und epithelialen Zellen sowie auf Leukozyten,
Thrombozyten, Lymphozyten, Makrophagen und DCs exprimiert, wobei nicht je-
des JAM Protein auf dem jeweiligen Zelltyp exprimiert wird [65, 67, 69]. Auch im
Hinblick auf die Gewebeexpression der JAMs gibt es Unterschiede. Beispiels-
weise ist diese in der Leber und Niere sehr hoch, im Gewebe des Gehirns jedoch
niedrig [67].

Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass JAMs im Bereich von Tight
junctions (TJ) der Epithel- und Endothelzellen lokalisiert sind [68, 70].
Bei einer Reovirusinfektion sind JAMs involviert und fuhren zur Endozytose des
Virus [71]. Im Rahmen von Tumorgeschehen konnten JAMs auch eine wichtige
Rolle spielen, da sie Angiogenese fordern und diese wesentlich fur Tumorwachs-
tum ist [72]. Fir JAM-C konnten Fuse et al. [73] beispielsweise bereits zeigen,
dass eine Uberexpression von humanem JAM-C bei HT 1080 Fibrosarkom Zellen
im Vergleich zu Mausen mit Fibrosarkom Zellen, die JAM-C nicht Uberexprimie-
ren, die Lebensspanne von Mausen signifikant verringert.

Weiter gibt es Erkenntnisse, dass JAM-A eine Rolle bei Atherosklerose spielt,

wie dies in Kapitel 1.5.3 ausfluhrlich beschrieben wird.
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1.5.2 Grundstruktur

Murine und humane JAMs besitzen eine extra- und intrazellulare Komponente.
Extrazellular gibt es zwei Ig-ahnliche Domanen D1 und D2, sowie ein N-termina-
les Signalpeptid. In Abbildung 1 ist die D1 und D2 Domaéane, wie sie durch Prota
et al. beschrieben wurde, beispielhaft mit dargestellt (enthommen aus [19]). Int-
razellular findet sich ein einzelnes membranstandiges Segment, ein kurzer zyto-
plasmatischer Anhang, sowie eine C-terminale PDZ Doméane, von der angenom-
men wird, dass sie die Interaktion zwischen Proteinen wie Zonula occludens-1
(ZO-1) oder Aktin Filament 6 (AF 6), die mit TJ assoziiert sind, und JAMs erleich-
tert [19, 66, 74].

1.5.3 Verschiedene Ergebnisse zur Rolle des JAM-A bei Atherosklerose

JAM-A wurde als wichtiges Molekul der Thrombozytenadhasion an aktivierte EC
identifiziert [75, 76]. Es konnte durch Babinska et al. gezeigt werden, dass JAM-
A und dessen messenger Ribonucleic acid (mMRNA) in fortgeschrittenen athero-
sklerotischen Plaques erhoht ist [77]. Aullerdem wiesen sie nach, dass durch
Zugabe von JAM-A Inhibitoren weniger Thrombozyten an durch TNFa und INFy
aktivierte EC binden [77]. Papaspyridonos et al. [78] zeigten 2006, dass JAM-A
im Bereich instabiler atherosklerotischer Plaques hochreguliert wird und Cavuso-
glu et al. [79] zeigten, dass die JAM-A Plasmawerte signifikant mit einem erhoh-
ten Coronary Arterie Disease Score (CAD Score) assoziiert waren. Ebenso zeig-
ten sie, dass eine signifikante Korrelation zwischen den Plasmaleveln von TNFa
und JAM-A besteht [79]. Hierbei steigert TNFa die Expression von JAM-A in kul-
tivierten EC [79]. TNFa wiederum ist ein Stoff des Immunsystems, der an Ent-
zundungsprozessen wie Atherosklerose beteiligt ist [79]. TNFa und INFy fuhren
zum Beispiel dazu, dass JAM-A, das normalerweise interzellular lokalisiert ist, an
die Oberflache der entziindeten EC wandert. Ozaki et al. halten es fur moglich,
dass dies wiederum zu einem Rlckgang der transendothelialen Migration von
Leukozyten fuhrt [80]. Andererseits zeigten Ostermann et al., dass JAM-A ein
Ligand von LFA-1 ist und durch diese Bindung die Transmigration von Neutro-

philen und T-Zellen unterstitzt wird [81].
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Eine weitere Rolle spielt JAM-A bei der Anlockung von Monozyten und T-Zellen

zu atherogenen Regionen [82].

Zernecke et al. konnten 2006 nachweisen, dass Apolipoprotein E (Apo E) - ne-
gative und JAM-A Rezeptor-negative Mause bei einer arteriellen Verletzung eine
reduzierte Infiltration von Makrophagen und eine geringere Bildung neointimaler
Lasionen aufweisen [83]. Hierzu gibt es jedoch widersprichliche Daten, denn
Zhao et al. zeigten 2017, dass ein Fehlen von JAM-A auf Thrombozyten von Apo-
E-- Mausen mit Hyperlipidamie in den frihen Phasen einer vaskularen Verletzung
die neointimale Bildung beschleunigt, indem vermehrt mononukleare Zellen ein-
wandern [84]. Weiter gibt es neueste Daten, die zeigen, dass bei Fehlen von
JAM-A auf Thrombozyten ihr Grenzwert, der zur Aktivierung nétig ist, sinkt, und
es zeigten sich verstarkte Entzindungsaktivitaten [85]. Hierdurch wiederum
nimmt die Plaquebildung vor allem in den frihen Stadien der Atherosklerose zu
[85].

1.6 Expression von JAM-A und EMMPRIN auf humanen und murinen
Thrombozyten und Dendritischen Zellen

Williams et al. demonstrierten 1999 mittels Fluorescence Activated Cell Sorting
(FACS) Analyse, dass hJAM sowohl auf humanen Thrombozyten, als auch auf
CD14* Monozyten sowie auf je 50% der B- und T-Lymphozyten exprimiert wird
[67]. Da DCs aus Monozyten entstehen konnen liegt es nahe, dass auch humane
DCs (hDCs) hJAM exprimieren [86, 87]. Ogasawara et al. zeigten 2009, dass
hDCs hJAM-A exprimieren und bei Entstehung aus Monozyten dieses zusatzlich
vermehrt exprimiert wird [88]. Der Nachweis, dass murine Thrombozyten und
murine DCs (mDCs) JAM-A exprimieren, erfolgte durch Malergue et al. [69] und
Cera et al. [89].

Die Expression von EMMPRIN auf humanen Thrombozyten in vivo wurde durch
Pennings et al. 2010 gezeigt [90]. Schmid et al. zeigten, dass EMMPRIN auf hu-
manen Thrombozyten exprimiert wird und bei Aktivierung der Thrombozyten
hochreguliert wird [91].
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FUr murine Thrombozyten zeigten Seizer et al. indirekt die Expression von EMM-
PRIN. Denn durch anti-EMMPRIN AK konnte die Interaktion von murinen Throm-
bozyten mit Cyclophilin A gehemmt werden [92]. Dass EMMPRIN auch auf hDCs

lokalisiert ist, zeigten Woodhead et al. [93] sowie Leitner et al. [94].

Bisher wurde keine Expression von EMMPRIN auf mDCs veroffentlicht, jedoch
zeigt sich eine Expression von EMMPRIN auf murinen Leukozyten, die beispiels-
weise im Rahmen der Experimentellen Autoimmun Enzephalomyelitis vor Auftre-
ten der ersten Symptome hochreguliert wird [95]. Auch auf murinen Monozyten,
Neutrophilen und aktivierten CD4* T-Zellen konnte eine EMMPRIN Expression
nachgewiesen werden [96]. Da sich Leukozyten wiederum unter anderem in DCs
differenzieren konnen, und DCs auch aus Monozyten hervorgehen konnen [97],
war die Annahme wahrscheinlich, dass auch mDCs EMMPRIN exprimieren.
Dass mDCs tatsachlich EMMPRIN exprimieren, konnte in einem Teilprojekt 2 der
DFG KFO 274: ,Struktur und Funktion thrombozytar exprimierter JAMs - Charak-
terisierung neuer heterophiler Interaktionen® in der AG Langer, Kardioimmunolo-
gie, Universitat Tubingen, unter der Leitung von Prof. Dr. med. Harald Langer,

mittels FACS Analyse gezeigt werden (nicht publizierte Ergebnisse).

1.7 Homotypische und heterotypische Zell-Zellverbindung am Beispiel
von JAM-A und EMMPRIN

Homotypisch kommt wie auch heterotypisch aus dem Griechischen.
Homos bedeutet gleich, heter abweichend und typos Prdgung. Somit versteht
man unter einer homotypischen Bindung eine Verbindung zwischen zwei glei-
chen Partnern, in dieser Arbeit also zwischen zwei JAM-A Molekulen oder zwi-
schen zwei EMMPRIN Molekulen, und unter einer heterotypischen Verbindung
die Bindung zwischen zwei verschiedenen Partnern, hier also zwischen JAM-A
und EMMPRIN [98].
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Ein anderer Begriff, der in der Literatur im Zusammenhang mit der homotypi-
schen Bindung synonym verwendet wird, ist homodimer bzw. flr heterotypisch
heterodimer, wobei die Silbe -dimer ebenfalls aus dem Griechischen kommt und
Teil bedeutet. In dieser Arbeit werden fur die jeweiligen Bindungen die Begriffe

homo- und heterotypisch verwendet.

Der Nachweis, dass zwei hJAM-A Proteine homotypisch binden kénnen, wurde
durch Prota et al. 2003 demonstriert [19]. Dabei beschrieben sie, dass die Bin-
dung durch vier Salzbricken sowie zusatzliche Wasserstoffbriicken und hydro-
phobe Wechselwirkungen im Bereich der D1 Domane des N-Terminus erfolgt.
Eine schematische Darstellung dieser Bindung, wie sie Prota et al. veroéffentlicht
haben, ist in Abbildung 2 zu sehen [19].

C"

Abbildung 2: Struktur eines humanen Junctional Adhesion Molecule A Dimers

A, B) Abgebildet ist ein humanes JAM-A Dimer, wobei ein Monomer blau, das andere orange
dargestellt ist. Zu sehen ist die extrazellulare Polypeptidkette, die sich in zwei Ig-ahnliche Doma-
nen D1 und D2 faltet. Es ist jeweils der orthogonale Blickwinkel zu sehen C) Hier ist in einer
Detaildarstellung die Interaktion zweier D1 Domanen von zwei JAM-A Monomeren dargestellt
[19]
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Der Nachweis, dass die homotypische Bindung auch zwischen zwei murinen
JAM-A (mJAM-A) Molekilen moglich ist, zeigten sowohl Bazzoni et al. [99] als
auch Kostrewa et al. [70]. Prota et.al beschrieben, dass sich die murine homoty-
pische Bindung von der humanen in der Konformation unterscheidet [19].
Beispielsweise weist die Bindung zweier mJAM-A Monomere nur zwei Salzbru-
cken und weniger zusatzliche Bindungsstellen auf, und die Schnittstelle zwischen
den beiden murinen Monomeren ist kleiner als zwischen zwei hJAM-A Proteinen
[19].

Zu einer moglichen heterotypischen Bindung zwischen den Proteinen JAM-A und
EMMPRIN gibt es bisher keine Veroéffentlichung. Jedoch gibt es andere bekannte
Bindungspartner, Uber die JAMs bzw. EMMPRIN heterotyp binden kdnnen.
Martinez-Estrada et al. zeigten beispielsweise, dass JAM mit Calcium/ Calmodu-
lin-dependent Serine Protein Kinase (CASK/ LIN-2) eine heterotypische Bindung
eingeht, wobei diese Uber die jeweilige PDZ-Domane erfolgt [100]. EMMPRIN
bindet beispielsweise tiber Annexin A2 [101]. Uber weitere Schritte werden hier-
durch Tumorzellbewegungen und die Entstehung von Metastasen gefordert
[101].

1.8 Fragestellung der Arbeit

In dieser Arbeit soll anhand von statischen Adhasionsassays unter Verwendung
von murinen und humanen Thrombozyten sowie DCs untersucht werden, ob
diese beiden Zelltypen Uber eine heterotypische Bindung zwischen JAM-A und
EMMPRIN interagieren.

JAM-A und EMMPRIN sind Oberflachenproteine, die auf den jeweiligen Zellen

exprimiert werden und bei Atherosklerose eine Rolle spielen.

Atherosklerose wiederum hat gesamtgesellschaftlich eine grof3e Relevanz und

bedarf der weiteren Forschung, um neue Therapieansatze zu finden.

Ebenfalls hat sich in den letzten Jahrzehnten die wichtige Rolle der Thrombozy-
ten im Rahmen von Atherosklerose gezeigt, und auch flr DCs gibt es Hinweise,
dass diese bei dem Krankheitsbild eine wesentliche Rolle spielen und zwischen
Thrombozyten und DCs Interaktionen stattfinden.

15



Ein Nachweis der heterotypen Bindung zwischen dem Rezeptor-Liganden Paar
JAM-A - EMMPRIN ware daher ein moéglicher neuer Ansatz zur Therapie der
Atherosklerose, aber auch bei anderen kardiovaskularen Erkrankungen konnte

es ein moglicher Ansatzpunkt fur neue Therapien sein.
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2 Material und Methoden

2.1

Tabelle 1: Materialien und Geréte

Material, Gerate und Bezugsquellen

Allgemeine Materialien und Bezugsquelle
Gerite
96-Well Platte Corning Inc.

Eppendorf-Cup-Stander

Brand, Wertheim

Falconstander

Brand, Wertheim

IKAMAG RCT basic Magnetrihrer

IKA Werke, Staufen

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

Objekttrager

Brand, Wertheim

Pipette Eppendorf research

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Accu Jet Pro

Brand, Wertheim

Sterilbank HERAsafe

Hereaus, Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau

Transferpipette

Becton Dickinson, Heidelberg

Zellzahlautomat Se 9000

Sysmex, Kobe, Japan

Butterfly Multifly Set

Braun, Melsungen

Einmalspritze (20 ml)

Braun, Melsungen

Falcon - Zentrifugenréhrchen (15
ml, 50 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf Cups

Eppendorf, Hamburg

Millex-GS Filtereinheit, 0,22 um,
hydrophil

Millipore, Bedford, USA

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Costar, Bodenheim

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

B.Braun, Sterican Einmalkanile
Groflie 18

Braun, Melsungen

Sarstedt Membranadapter

Sarstedt, NUmbrecht

Pur-Zellin Zellstofftupfer

Paul Hartmann AG,
Heidenheim

Desinfektionsspray

Schiilke & Mayr, Norderstedt

Stauschlauch

Kimetec, Ditzingen

pH Meter

Hanna Instruments, Kehl a.R.

Feinwaage ED6202S

Sartorius

FACS-Ro6hrchen

BD Biosciences

Glaspasteurpipetten

Brand, Wertheim

Glaskivette 450 pl

ChronolLog, Leiden, Niederlande

Citratpuffer

Thermo Fisher, Fremont, USA

Lichtmikroskop Axiovert 200

Carl Zeiss, Jena

Zentrifuge Multifuge 1S

Heraeus, Eppendorf
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Zentrifuge (klein)

Heraeus, Eppendorf

Phosphate buffered saline (Phos-
phat-gepufferte Salzlésung, PBS)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Pufferlésungen und
Medien

Bezugsquelle

ACD Puffer (Acid-Citrate-
Dextrose)

12,5 g Natriumcitrat

6,82 g Citronensaure

10 g Glukose

Aqua dest. ad 500 ml,

mit Natriumhydroxid (NaOH) auf
pH 4,69 einstellen und steriffiltrie-
ren

Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Millipore, Bedford, USA
Merck, Darmstadt

Tyrodes Puffer (10x)

80 g Natriumchlorid (NaCl)

10,15 g Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3)

1,95 g Kaliumchlorid

Aqua dest. ad 1000 ml und steril-
filtrieren

Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, USA

Tyrodes Gebrauchslésung mit pH
74 oder 6,5 + je 0,1% Glu-
cose/BSA

20 ml Tyrodes Puffer (10x) 0,2 g
Bovines Serumalbumin Fraktion V
96% (BSA)

0,2 g Glukose

Aqua dest. ad 200 ml

mit HEPES auf pH 7,4 einstellen,
50 ml abnehmen und Rest mit HCI
auf pH 6,5 einstellen und Sterilfilt-
rieren

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

DC Medium

500 ml VLE RPMI-1640
50 ml FKS

PAA Laboratories, Pasching, Qsterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
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5ml HEPES

1,8 ul B - Mercaptoethanol

5 ml Penicillin-Streptomycin
Lésung

Sigma-Aldrich, Minchen i
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Ammoniumchlorid Puffer

155 mM NH4CL
12 mM NaHCO3
1,1 mM EDTA

Applichem GmbH, Darmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

Isolation, Kultivierung und
Ernten von DCs
(human und murin)

Bezugsquelle

Brutschrank Hera Cell 24

Hereaus, Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau

Ficoll Trennlésung

Biochrom, Berlin

Trypan Blue solution

Sigma Aldrich, Miinchen

0.4%
Zellkulturflaschen Corning Inc.
Human Il-4 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Mouse GM-CSF

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Human GM-CSF

Sargramostim Leukine®

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Filter 70um Cell Strainer

Corning Inc. New York, USA

Tlrks Lésung

Merck Millipore, Darmstadt

Isofluran CP®

Henry Schein VET GmbH, Hamburg

Tabelle 2: Verwendete Antikorper und Proteine

Verwendete Antikérper Material Bezugsquelle

Human Anti-human JAM-A R & D Systems,
Antibody Minneapolis, USA
Anti-human EMMPRIN R & D Systems,

Minneapolis, USA

Purified Human IgG R & D Systems,

Minneapolis, USA
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Anti-JAM-A, clone BV11

Rabbit Anti-Bsg Polyclonal
Antibody

Mouse IgG Antibody

Millipore, Bedford, USA

Creative BioMart,
New York, USA

R & D Systems,
Minneapolis, USA

Verwendete Proteine

Human

Material

Recombinant Human
JAM-A Fc Chimera

Recombinant Human
EMMPRIN Fc Chimera

Recombinant Human
lgG1 Fc

Recombinant Mouse
JAM-A Fc Chimera

Recombinant Mouse BSG
/ CD147 / Fc Chimera
Recombinant Mouse
IgG2A Fc

Bezugsquelle

R&D Systems,
Minneapolis, USA

R&D Systems,
Minneapolis, USA

R & D Systems,
Minneapolis, USA
R & D Systems,
Minneapolis, USA

Sino Biological Inc.,
Beijing, China

R & D Systems, Minneapo-
lis, USA

2.2 Isolation der humanen und murinen Zellen

2.2.1 Allgemeines

Bei der Isolation der Zellen wurde als Zentrifuge folgendes Modell verwendet:
Multifuge® 1S von Heraeus. Die angegeben Werte fur die Umdrehungen pro Mi-
nute (U/ Min.) bzw. revolutions per minute (rpm) beziehen sich im Folgenden im-

mer auf dieses Modell.
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2.2.2 Thrombozytenisolation aus humanem Vollblut

Fir die Isolation der Thrombozyten wurde Vollblut von jungen, gesunden Pro-
banden verwendet. Zunachst Desinfektion, Stauung und Punktion der Vena me-
diana cubiti mittels Butterfly Kanule und Entnahme von 16 Milliliter (ml) Vollblut.
Die Abnahme erfolgte dabei langsam, um eine Aktivierung der Thrombozyten zu
vermeiden. Zur Entnahme wurden 20 ml Einmalspritzen verwendet. Diese ent-
hielten als Antikoagulantium jeweils 4 ml ACD Puffer. Direkt nach der Entnahme
vorsichtiges Schwenken der Spritze, um Vollblut und ACD Puffer zur Gerinnungs-
hemmung zu vermischen. Nach der Entnahme wurden vorsichtig je 10 ml der
Mischung in ein 15 ml Falcon Uberfihrt, und es folgte die Zentrifugation bei 1000
U/ Min. bei Raumtemperatur (RT) fur 20 Min. ohne Bremse. Durch die Zentrifu-
gation setzte sich plattchenreiches Plasma (PRP) ab, das mit einer Transferpi-
pette entnommen wurde. Je max. 10 ml des PRP wurden in ein 50 ml Falcon
gegeben und jedes Falcon mit Tyrodes pH 6,5 auf 35 ml aufgefullt. Nach erneuter
Zentrifugation (2100 U/ Min., 10 Min., RT mit Bremse) wurden die Uberstande
abgenommen und das zurtckbleibende Pellet in 500 pl Tyrodes pH 6,5 resus-
pendiert. Zum Neutralisieren wurde die gleiche Menge Tyrodes pH 7,4 hinzuge-
geben und alles gemischt. Die anschlieRende Thrombozytenzahlung erfolgte am
Zellzahlautomat Se 9000® der Firma Sysmex. Hierzu wurde eine 1:10 Verdin-

nung mit Zellsuspension und Tyrodes pH 7,4 hergestellt.

2.2.3 Isolation, Kultivierung und Ernte humaner Dendritischer Zellen

Fir die Isolation der hDCs wurden Buffy Coats von gesunden Probanden ver-
wendet. Die Buffy Coats wurden Uber die Transfusionsmedizin des Universitats-
klinikums Tubingen bezogen. Alle weiter aufgefuhrten Schritte wurden unter ste-
rilen Bedingungen durchgefuhrt.

Zunachst wurde in 4 Falcons je 12 ml Ficoll mit der Dichte 1,077 pipettiert. Da-
nach wurde je ein Buffy Coat in eine Zellkulturflasche Uberflhrt und jede Zellkul-
turflasche mit PBS auf 120 ml aufgefullt und alles gemischt. Anschliel3end wur-
den je 30 ml der Mischung Uber das vorbereitete Ficoll geschichtet und fur 15

Min. bei 2000 rpm, ohne Bremse zentrifugiert.
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Nach der Zentrifugation wurde mittels einer Pasteurpipette die weile Zellschicht,
die hauptsachlich aus Lymphozyten und Monozyten besteht, entnommen und auf
4 Falcons a 50 ml verteilt. Jedes Falcon wurde mit PBS auf 50 ml aufgefullt und
fir 5 Min. bei 1500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde nach Abnehmen der Uber-
stande erneut mit PBS auf 50 ml aufgefillt, das Ganze resuspendiert und fur 5
Min. bei 1500 rpm zentrifugiert. Danach folgten zwei Thrombozytenwasch-
schritte. Hierzu wurde das Pellet in 20 ml PBS resuspendiert und bei 800 rpm flr
12 Min. zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Pellets in 40 ml DC Medium auf-
genommen und die Zellen gezahlt. Hierzu wurde eine 1:10 Verdinnung mit 10l
Tarks-Losung, 80ul DC Medium und 10ul Zellsuspension hergestellt und mittels

Neubauer-Zahlkammer gezahilt.

Zur Berechnung der absoluten Zellzahl nach dem Auszahlen galt:

Anzahl gezahlter Zellen X 10 (Verdinnungsfaktor)
X 40 (ml Medium, in dem DCs gelost sind) x 10*

Pro Zellkulturflasche wurden 1x102 Zellen in 10 ml DC Medium ausgesat und fir
2 Stunden bei 37°C im Inkubator kultiviert. Dieser Inkubationsschritt erlaubt die
Adhasion der Monozyten an der Zellkulturflasche. Die nicht adharenten Lympho-
zyten werden dann bei einem Waschschritt (3-mal PBS, 3-mal DC Medium) ent-
fernt. Nach dem Spulen wurden in jede Zellkulturflasche erneut 10 ml DC Medium
pipettiert, und es erfolgte die Zugabe der Zytokine -4 (¢ = 20 Nanogramm (ng)/
ml) und Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) (c = 100
ng/ ml). Die Zugabe der Zytokine erfolgte auch an Tag 2, 4 und 6. Wahrend der

Kultivierungszeit befanden sich die Zellkulturflaschen bei 37°C im Inkubator.

Das Ernten der Zellen erfolgte an Tag 7. Hierzu wurde mit dem in den Zellkultur-
flaschen befindlichen DC Medium zehn Mal gespult. Nach dem Spulen wurde
das DC Medium in Falcons a 50 ml pipettiert. Ein erneutes Spulen (10-mal) er-
folgte mit PBS. Das PBS wurde zu den Falcons hinzugefligt. Nach mikroskopi-
scher Kontrolle auf noch adharente Zellen erfolgte die Zentrifugation bei 1500
rpm fur 5 Min.. Das gewonnene Pellet wurde in 10 ml DC Medium gelost.
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Es folgte die Zellzahlung mit einer Verdunnung von 1:2. Hierzu wurden 10ul der
Zellsuspension, sowie 10ul Turks-Lésung gemischt und mittels Neubauer-Zahl-
kammer ausgezahlt, wobei hier ebenfalls die Formel zur Berechnung der abso-
luten Zellzahl aus Kapitel 2.2.2 zur Anwendung kam, jedoch unter Verwendung

des Verdunnungsfaktors 2.

2.2.4 Thrombozytenisolation aus murinem Vollblut

Zur Blutentnahme wurden die Mause mittels Inhalationsnarkose (Isofluran: 5,0
rel. Vol. % in der Anasthesiekammer bei einem Sauerstoff-Flow von 11/ Min.) nar-
kotisiert. Dann Punktion des retrobulbaren Venenplexus mittels einer Citrat be-
schichteten Glaskapillare. Das Vollblut wurde in 1,5 ml Reaktionsgefalle abge-
nommen, als Antikoagulantium diente Citrat im Verhaltnis 1:10. Die Blutent-
nahme erfolgte durch Sarah Gekeler, Medizinisch-Technische-Assistentin (MTA)
der AG Langer, Kardioimmunologie, Universitat Tubingen. Das Blut wurde in
FACS Rohrchen Uberfuhrt und mit Tyrodes pH 6,5 auf 2 ml aufgefullt. Es folgte
die Zentrifugation bei 120 x g fur 20 Min. ohne Bremse, anschlielend wurde das
PRP mittels Transferpipette entnommen und in neue FACS Rohrchen uberfuhrt.
Auffallen mit Tyrodes pH 6,5 auf 4 ml und erneute Zentrifugation bei 2600 x g fur
10 Min. mit Bremse. Das entstandene Pellet wurde in 250pl Tyrodes pH 6,5 re-
suspendiert und mit 250ul Tyrodes pH 7,4 neutralisiert. Es folgte die Zellzahlung
am Zellzahlautomat Se 9000® der Firma Sysmex. Hierzu wurde eine 1:10 Ver-
dinnung mit Zellsuspension und Tyrodes pH 7,4 hergestellt.

2.2.5 Isolation, Kultivierung und Ernte muriner Dendritischer Zellen

Die Entnahme der murinen Knochen erfolgte durch Sarah Gekeler, MTA AG Lan-

ger, Kardioimmunologie, Universitat Tubingen.

Nach der Entnahme der Knochen wurden diese mittels Pinzette und EtOH ge-
saubert, mit DC Medium abgewaschen und in eine Petrischale mit DC Medium
auf Eis Uberfihrt. Den Knochen wurden die Epiphysen entfernt und das Knochen-
mark wurde mittels einer Braun Sterican® 18er Einmalkanitle und DC Medium

ausgespult.
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Das gewonnene Gemisch wurde Uber einen 70um Filter in ein neues Falcon fil-
triert und anschlie3end bei 1200 rpm fir 5 Min. bei RT mit Bremse zentrifugiert.
Zum Lysieren der Erythrozyten wurde fur 5 Min. in 1 ml Ammoniumchlorid Puffer
inkubiert. Zum Neutralisieren Zugabe von 10 ml DC Medium und nochmals Zent-
rifugation bei 1200 rpm flr 5 Min.. Das Pellet wurde in 20 ml DC Medium resus-
pendiert, mit einem 70um Filter filtriert und bei 1200 rpm fir 5 Min. zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 18 ml DC Medium resuspendiert. Pro 1 ml DC Medium mit
DCs wurden 0,1yl murines GM-CSF (mGM-CSF) mit ¢ = 200 pug/ ml hinzugefugt.
Je 3 ml wurden in ein Well einer 6-Well Platte pipettiert. Ein Medienwechsel er-

folgte an Tag 2, 4 und 6 jeweils unter Zugabe von mGM-CSF.

An Tag 7 wurden die mDCs geerntet. Hierzu wurde zunachst das in den Well
befindliche DC Medium verworfen, mit frischem DC Medium mehrmals gespult
und dieses in Falcons gegeben. Anschliel3end mikroskopische Kontrolle auf noch
adharente mDCs. Ggf. wurden diese Schritte wiederholt. Zum Zahlen der mDCs
wurde eine 1:10 Verdinnung mit 10ul Trypanblau, 80yl DC Medium und 10yl
Zellsuspension hergestellt und mittels Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

Zur Berechnung der absoluten Zellzahl nach dem Auszahlen galt:

Anzahl gezahlter Zellen X 10 (Verdinnungsfaktor)

x x ml (ml Medium, in dem mDCs gelost sind) x 10*

2.3 Durchfihrung der Adhasionsassays unter statischen Bedingungen

2.3.1 Humane Dendritische Zellen oder humane beziehungsweise murine

Thrombozyten liber immobilisiertem Protein

Wells einer 96-Well Platte wurden mit je 60ul JAM-A Fc, EMMPRIN Fc, Kontroll
Fc (c = 10 pg/ml) oder BSA 4% bei 4°C Uber Nacht beschichtet. Am folgenden
Tag trockneten die Wells fur 30 Min. bei RT, anschliel3end wurde mit 50ul BSA
4% fur 30 Min. bei RT blockiert. Die Wells wurden mit PBS gewaschen.
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Wahrend der verschiedenen Wartezeiten wurden die humanen oder murinen
Thrombozyten isoliert (siehe Kapitel 2.2.2 bzw. 2.2.4) bzw. hDCs geerntet (siehe
Kapitel 2.2.3) und die notwendigen Konzentrationen hergestellt. Pro Well wurden
100ul Thrombozyten- (c = 2x107/ml) oder DC-Zellsuspension (¢ = 2x10%ml) zu-
gegeben. Nach Zugabe der humanen oder murinen Thrombozyten bzw. hDCs
auf die immobilisierten Proteine erfolgte die Inkubation fur 1 Stunde bei RT. Nach
einem Waschschritt erfolgte die Fotodokumentation der jeweiligen Triplikate mit
dem ZEISS Lichtmikroskop Axiovert 200. Es wurde bei hDCs und humanen
Thrombozyten eine10-fach VergrélRerung verwendet, bei murinen Thrombozyten

eine 20-fach Vergroflerung.

2.3.2 Antikorper oder Protein behandelte humane Dendritische Zellen tiber

immobilisierten humanen Thrombozyten

Die humanen Thrombozyten wurden auf eine Konzentration von 1 x 10 & /ml ein-
gestellt. Pro Well einer 96-Well Platte wurden 60ul Zellsuspension pipettiert und
diese wurde zur Adharenz der Zellen fur 1 Stunde bei 37°C in den Inkubator ge-
stellt. Nach einem Waschschritt erfolgte die mikroskopische Kontrolle des Zell-

Monolayers.

Wahrend der Adhasionszeit der humanen Thrombozyten wurden hDCs geerntet
(Kapitel 2.2.3), eine Konzentration der hDCs von ¢ = 2 x 10> /ml hergestellt und
diese mit den jeweiligen AK oder Proteinen (c = 10 pg/ml) fur 30 Min. inkubiert.
Die inkubierten hDCs wurden anschlieBend zur Adharenz fur 1 Stunde bei RT
auf die immobilisierten humanen Thrombozyten gegeben. Nach einem Wasch-
schritt erfolgte die Fotodokumentation der jeweiligen Triplikate am ZEISS Licht-
mikroskop Axiovert 200 mit einer 20-fach Vergrofierung.

Beispielhaft ist in Abbildung 3 die Versuchsdurchfuhrung der Adhasion von hDCs

auf immobilisierten humanen Thrombozyten dargestelit.
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1. Isolation Thrombozyten 2.1 Inkubation im Inkubator 2.2 DCs ernten 2.3 Prdinkubation mit AK oder Protein
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Abbildung 3: Darstellung der Versuchsdurchfiihrung prainkubierte humane Dendritische

Zellen liber immobilisierten humanen Thrombozyten

Zu sehen ist zunachst der Isolationsschritt der humanen Thrombozyten, auf den die Inkubation
im Inkubator folgt. Wahrend dessen Prainkubation der hDCs mit AK oder Protein. Diese werden
in einem weiteren Schritt auf die humanen Thrombozyten gegeben, alles wird inkubiert und an-
schlielend erfolgt die Fotodokumentation mit dem ZEISS Lichtmikroskop Axiovert 200 in einer

20-fach VergréRerung.

2.3.3 Antikorper prainkubierte murine Dendritische Zellen uber
immobilisiertem EMMPRIN Fc

Zunachst Zugabe von je 60ul EMMPRIN Fc pro Well einer 96-Well Platte (c = 10
pg/ml). Die Well Platte kam Uber Nacht zur Inkubation bei 4°C in den Kuhl-
schrank. Am folgenden Tag Uberstande absaugen, trocknen der Well Platte fiir
30 Min. bei RT und anschlieRende Blockierung mit BSA 4 % fir 30 Min.. Die
Uberstande erneut absaugen und mit PBS waschen. Wahrend den Wartezeiten
mDCs ernten und zahlen (Kapitel 2.2.5). Fur diese Versuchsreihe Prainkubation
der mDCs (c = 2x105/ml) mit anti-JAM-A AK, anti-EMMPRIN AK und der Kontrolle
(jeweils ¢ = 10 pug/ml). Die prainkubierten mDCs wurden auf das immobilisierte
EMMPRIN Fc pipettiert und inkubierten fur 1 Stunde bei RT.
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Danach Ubersténde absaugen, mit DC Medium waschen, jedes Well mit DC Me-
dium auf 100ul aufflllen und mit dem ZEISS Lichtmikroskop Axiovert 200 bei

einer 20-fach VergroRerung die Bilder zur Fotodokumentation erstellen.

2.4 Dokumentation der Versuche und Methodik der statistischen

Datenanalyse

Die Fotodokumentation der Versuche erfolgte mit dem ZEISS Lichtmikroskop
Axiovert 200. Die verwendete Vergrofierung der Bilder ist den Unterkapiteln von
Kapitel 2.3 gesondert zu entnehmen. Pro Well wurden sofern moglich 3 von 5
Aufnahmen ausgewertet, um einen reprasentativen Querschnitt zu gewahrleis-
ten.

Experimente mit humanen oder murinen DCs wurden manuell unter Zubhilfe-
nahme eines Auszahlrasters ausgewertet wie dies in Abbildung 4 A dargestellt

ist. Man sieht sowohl das Originalbild als auch einen vergréRerten Ausschnitt.

Bei Versuchen, in denen humane oder murine Thrombozyten auszuzahlen wa-
ren, erfolgte die Auswertung aufgrund der hohen Zellzahl pro Bild, unter vorheri-
ger Definition der bendtigten Parameter fur jedes Bild (maximale Breite, Abstand
zwischen zwei Zellen, Grenzwert), mit dem Image-based Tool for Counting Nu-
clei (ITCN) Plug-In fr Imaged der University of California, Santa Barbara [102].
Je nach Bildqualitat musste man bei diesen Einstellungen individuell Anderungen
vornehmen. Nach jeder Auszahlung durch das Programm sah man ein Bild ,Re-
sults®, in dem alle Zellen, die das Programm detektiert hatte, rot markiert waren
(siehe Abbildung 4 B), so dass die Uberpriifung auf Korrektheit gut méglich war.
Bei Bildern, in denen das Programm zum Beispiel auf Grund eines Zellhaufens
zu viele Zellen gezahlt hatte, wurden diese manuell ausgezahlt und entsprechend
von dem Ergebnis des Programms abgezogen. Ebenso wurden Zellen dazu ge-
zahlt, die das Programm nicht gezahlt hatte, und wo sich keine gute Einstellung

finden lieR, die nahezu alle Zellen erfasste.

In Abbildung 4 B sieht man beispielhaft ein Bild, das durch das Programm aus-
gezahlt wurde. Es ist sowohl das Bild in OriginalgrofRe als auch ein Bildausschnitt

dargestellt.
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Die anschlieliende Auswertung aller Versuche erfolgte mit Excel 2016, wobei mit
dem Student t-test die Versuche auf ihre Aussagekraft hin untersucht wurden.
Angegeben werden die Mittelwerte +/- Standardabweichung (SD) und p kleiner
als 0,05 wurde als signifikant angesehen. Die Grafiken und Tabellen wurden mit
Excel 2016 sowie Power Point 2016 erstellt.

o IgG Anti-JAM-A

-35%
5 91 Zellen _> 5 59 Zellen

Kontroll Fc
> 173 Zellen

Abbildung 4: Darstellung der Auswertung anhand zweier ausgewahlter Versuche

A) Prainkubierte humane Dendritische Zellen liber immobilisierten humanen Thrombozy-
ten. Dargestellt sind beispielhaft zwei Bilder in OrginalgroRe mit Gitternetz zum Auszahlen adha-
renter hDCs in. Weiter sieht man je eine Nahaufnahme dieser beiden Bilder. Das linke Bild zeigt
die Prainkubation der hDCs mit der Kontrolle IgG. Rechts dargestellt sieht man im Vergleich ein
Bild mit hDCs, die mit anti-JAM-A AK prainkubiert wurden. Es zeigt sich rein optisch die verrin-
gerte Adhasion der hDCs bei Prainkubation mit anti-JAM-A AK im Vergleich zur Kontrolle IgG.
Rechnerisch ist in den Beispielbildern eine Reduktion um 35% zu verzeichnen. Dargestellt ist
ebenfalls der Mafstab.

B) Murine Thrombozyten iiber immobilisiertem Protein/ Kontrolle. Dargestellt ist ein Origi-
nalbild sowie ein vergrdRerter Ausschnitt des Bildes. Man sieht adhdrente murine Thrombozyten
Uber dem Kontroll Fc. Im vergroRerten Ausschnitt sind die roten Punkte, die das Programm beim
Auszahlen der Thrombozyten erstellt, gut zu erkennen. Man sieht weiter die Summe der ausge-
zahlten murinen Thrombozyten und den MaRstab. Folgendes Programm wurde mit freundlicher
Genehmigung der University of California, Santa Barbara, verwendet: ImageJ Plug-In ITCN,
[102].
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3 Ergebnisse

3.1  Humane Thrombozyten binden vermehrt uber immobilisiertem
humanen JAM-A Fc

In diesem Experiment wurde den humanen Thrombozyten erlaubt, Gber den im-
mobilisierten humanen Proteinen JAM-A Fc, EMMPRIN Fc, oder dem Kontroll Fc
zu adharieren, um das Bindungsverhalten an die entsprechenden Proteine zu

untersuchen (Kapitel 2.3.1).

In Abbildung 5 sieht man, dass im Vergleich zum entsprechenden Kontroll Fc
Protein signifikant mehr humane Thrombozyten an immobilisiertem humanen
JAM-A Fc gebunden haben. Bei Zugabe von humanen Thrombozyten Uber im-
mobilisiertes humanes EMMPRIN Fc zeigte sich im Vergleich zum Kontroll Fc

Protein praktisch keine vermehrte Adhasion (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Statischer Adhdsionsassay humane Thrombozyten liber immobilisiertem hu-

manen Protein

Humane Thrombozyten adharieren im Vergleich zum Kontroll Fc Protein Uber immobilisiertes hu-
manes JAM-A Fc signifikant vermehrt. Eine vermehrte Adhdrenz der humanen Thrombozyten
Uber immobilisiertes humanes EMMPRIN Fc zeigte sich nicht. ¢ (JAM-A Fc/ EMMPRIN Fc/ Kon-
troll Fc) = 10pg/ml, n = 6, p (JAM-A Fc) < 0,0048, Mittelwert + SD, * p < 0,05

29



3.2 Murine Thrombozyten binden liber immobilisiertem murinen JAM-A
Fc und EMMPRIN Fc vermehrt

Murinen Thrombozyten wurde erlaubt, auf immobilisiertem murinen JAM-A Fc,
EMMPRIN Fc oder Kontroll Fc Protein zu adharieren (Kapitel 2.3.1).

Man sieht in Abbildung 6, dass analog zu den Experimenten mit humanen Throm-
bozyten (Kapitel 3.1) murine Thrombozyten im Vergleich zur Adhasion auf dem
Kontroll Fc Protein vermehrt Uber immobilisiertem murinen JAM-A Fc adharieren.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit humanen Thrombozyten, bei denen sich
keine vermehrte Adhasion Gber humanem immobilisierten EMMPRIN Fc zeigte
(Kapitel 3.1), binden murine Thrombozyten auch Uber immobilisiertem murinen
EMMPRIN Fc signifikant vermehrt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Statischer Adhdsionsassay murine Thrombozyten iiber immobilisiertem

murinen Protein

Murine Thrombozyten adharieren auf immobilisiertem murinen JAM-A Fc und EMMPRIN Fc im
Vergleich zum Kontroll Fc Protein (jeweils ¢ = 10 pg/ml) signifikant vermehrt. n = 8, p (JAM-A Fc)
<0,0223, p (EMMPRIN Fc) < 0,0178, Mittelwert £ SD, * p < 0,05. Vier Versuche des Experiments
wurden durch Dr. rer. nat. Marcus Olbrich, AG Langer, Kardioimmunologie Universitat Tlbingen,

durchgefiihrt und freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.
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3.3 Humane Dendritische Zellen binden vermehrt tiber immobilisiertem
humanen JAM-A Fc

Es wurde die Fahigkeit von hDCs untersucht, unter statischen Bedingungen tber
immobilisiertes humanes JAM-A Fc oder EMMPRIN Fc zu binden. Hierzu wurden

hDCs auf den immobilisierten humanen Proteinen inkubiert (Kapitel 2.3.1).

Fir hDCs auf immobilisiertem humanen JAM-A Fc zeigte sich im Vergleich zum
Kontroll Fc Protein eine signifikant vermehrte Adhasion (Abbildung 7). Auf immo-
bilisiertem humanen EMMPRIN Fc konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Statischer Adhasionsassay humane Dendritische Zellen liber immobilisier-

tem humanen Protein

Die hDCs adharieren im Vergleich zum Kontroll Fc Protein Gber immobilisiertem humanen JAM-
A Fc signifikant vermehrt. Uber immobilisiertem humanen EMMPRIN Fc I&sst sich der Effekt der
vermehrten Adharenz der hDCs nicht zeigen. ¢ (JAM-A Fc/ EMMPRIN Fc/ Kontrolle) = 10 pg/ml,
n =6, p (JAM-A Fc) < 0,0220, Mittelwert + SD, * p < 0,05

3.4 Inhibition von JAM-A der murinen Dendritischen Zellen resultiert in
verringerter Anzahl adharenter muriner Dendritischer Zellen auf

immobilisiertem murinen EMMPRIN Fc

Um zu untersuchen, wie sich eine Antikdrperblockierung der Oberflachenproteine
JAM-A und EMMPRIN der mDCs auf die Fahigkeit von mDCs an das Protein
EMMPRIN Fc zu binden, auswirkt, wurde murines EMMPRIN Fc immobilisiert

und mDCs erlaubt, darauf zu adhérieren.
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Die mDCs wurden zuvor gruppenweise mit AK gegen JAM-A, EMMPRIN, oder

mit beiden AK oder einer IgG Kontrolle behandelt.

In Abbildung 8 sieht man die verschiedenen Prainkubationen mit AK, sowie die
prozentuale Anzahl adharenter mDCs im Verhaltnis zur Kontrolle. Es zeigt sich,
dass die Prainkubation der mDCs mit murinem anti-JAM-A AK im Vergleich zum
Kontroll AK zu einer signifikant reduzierten Anzahl adharierender mDCs auf im-
mobilisiertem murinen EMMPRIN Fc fuhrt. Die Behandlung mit murinem anti-
EMMPRIN AK zeigte keinen Effekt. Bei Prainkubation mit beiden murinen AK
konnte ein leichter Rickgang in der Anzahl adharierender mDCs beobachtet wer-

den, dieser Ruckgang war jedoch nicht signifikant.

150

100 *

[$))]
o
L]

Anzahl adharenter prainkubierter
muriner DCs (% der Kontrolle)

Immobilisiertes murines EMMPRIN Fc

Abbildung 8: Statischer Adhdsionsassay von Antikorper prainkubierten murinen Dendriti-

schen Zellen liber immobilisiertem murinen EMMPRIN Fc:

In diesem Experiment wurde murines EMMPRIN Fc immobilisiert und den mit murinen AK vorbe-
handelten mDCs erlaubt darauf zu adharieren. Zur Anwendung kamen zwei verschiedene murine
AK, anti-JAM-A und anti-EMMPRIN AK.
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Bei Prainkubation mit murinem anti-JAM-A AK zeigt sich im Vergleich zum Kontroll AK eine sig-
nifikant verringerte Adhasion der mDCs mit p < 0,0000, bei Verwendung beider muriner AK zu-
sammen eine nicht signifikant verringerte Adhasion bzw. keine verringerte Adhasion bei alleiniger
Verwendung von murinem anti-EMMPRIN AK. ¢ (EMMPRIN Fc und AK) = 10ug/ml, n = 8, Mittel-
wert £ SD, *p<0,05

3.5 Humane Dendritische Zellen gehen uber ihre Oberflaichenproteine
JAM-A und EMMPRIN mit humanen Thrombozyten eine Verbindung
ein

Zur Untersuchung der Relevanz der bisherigen Ergebnisse fur die Zell-Zell Inter-

aktion wurden humane Thrombozyten zunachst immobilisiert. Anschliel3end

wurde den zuvor mit humanen AK prainkubierten hDCs (anti-JAM-A AK, anti-

EMMPRIN AK, beide AK, Kontroll AK) erlaubt, darauf zu adharieren.

Wie in

Abbildung 9 dargestellt zeigte sich im Vergleich zum Kontroll AK nur unter Ver-
wendung des humanen anti-JAM-A AK eine signifikant verringerte Anzahl adha-
renter hDCs uber den immobilisierten humanen Thrombozyten. Bei Verwen-

dung von humanem anti-EMMPRIN AK und der Kombination beider humaner

AK zeigte sich ein geringer, jedoch nicht signifikanter Effekt.
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Abbildung 9: Statischer Adhdsionsassay mit Antikorper prainkubierten humanen Dendri-

tischen Zellen liber immobilisierten humanen Thrombozyten:

Bei diesem Experiment wurde AK prainkubierten hDCs erlaubt, Gber immobilisierten humanen
Thrombozyten zu adhéarieren. Zur Anwendung kamen zwei verschiedene humane AK anti-JAM-
A und anti-EMMPRIN AK. Bei der Prainkubation mit humanem anti-JAM-A AK zeigte sich eine
signifikant verringerte Adhasion der hDCs im Vergleich zum Kontroll AK mit p < 0,0023, bei Ver-
wendung von humanem anti-EMMPRIN AK oder der Kombination beider AK zeigte sich eine nicht
signifikant verringerte Adhasion. ¢ (AK) = 10ug/ml, ¢ (Thrombozyten) = 1 x 10 8/ml, n = 8, Mittel-
wert £ SD, *p 0,05
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche Interaktion zwischen Thrombozy-
ten und DCs Uber eine heterotypische Bindung zwischen JAM-A und EMMPRIN

untersucht.

Thrombozyten und DCs spielen, wie in Kapitel 1.4 dargestellt, eine wesentliche
Rolle in der Entstehung von Atherosklerose und beide exprimieren die Oberfla-
chenproteine JAM-A und EMMPRIN (Kapitel 1.6). Eine Ausnahme stellen dabei
mDCs dar, da bei ihnen bisher in der Literatur keine Expression von EMMPRIN
auf der Oberflache beschrieben wurde. Eine Expression von EMMPRIN wurde
jedoch fur murine Leukozyten, Monozyten, Neutrophile und aktivierte CD4* T-
Zellen beschrieben [95, 96]. Da DCs sowohl aus Leukozyten als auch aus Mo-
nozyten hervorgehen kénnen [97], lag die Annahme nahe, dass auch mDCs
EMMPRIN exprimieren. Der Nachweis, dass mDCs tatsachlich EMMPRIN expri-
mieren, konnte im Rahmen des Teilprojektes 2 der DFG KFO 274: ,Struktur und
Funktion thrombozytar exprimierter JAMs - Charakterisierung neuer heterophiler
Interaktionen® in der AG Langer, Kardioimmunologie, Universitat Tubingen, unter
der Leitung von Prof. Dr. med. Harald Langer, mittels FACS Analyse erbracht
werden (nicht publizierte Ergebnisse).

Thrombozyten allgemein sind bekannt als Zellen mit verschiedenen Funktionen.
Sie regulieren zum Beispiel die Hamostase des Blutes; hierbei kann es durch
Dysfunktionen in diesem System zu Thrombosen oder Blutungen kommen [20].
Weiter wurden Thrombozyten als wesentliche Mitspieler bei entzindlichen Pro-
zessen identifiziert [21, 103]. So ist es nicht verwunderlich, dass Thrombozyten
auch an Atherosklerose beteiligt sind, da Atherosklerose als chronisch-entzind-

liche Erkrankung angesehen wird [22, 24].

Thrombozyten adharieren im Rahmen von Gefallverletzungen uber vWF und
Kollagen, aber auch uber intakte und aktivierte EC erfolgt eine Adhasion von
Thrombozyten tiber P-Selektine [20, 28, 29, 36]. Uber diese beiden Wege werden
verschiedenste Signalkaskaden in Gang gesetzt, die Entziindung und damit

Atherosklerose begunstigen und fortschreiten lassen [20, 28, 30, 31, 35, 36].
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DCs wiederum sind Zellen die den APC angehoren, und auch sie spielen bei
Atherosklerose eine Rolle. Sie kdnnen beispielsweise T-Zellen aktivieren,
dadurch initiieren sie die Aktivierungen von weiteren T-Zellen und fordern deren
Proliferation [47, 53, 54]. Es kommt daraufhin zur Ausschuttung wesentlicher Ent-
zundungsparameter wie TNFa und INFy, die bei Atherosklerose hochreguliert
sind [47, 51-54].

Unter Verwendung dieser beiden Zelltypen konnte durch statische Adhasions-
assays die Moglichkeit der heterotypischen Bindung zwischen JAM-A und EMM-
PRIN und damit eine Zell-Zell Interaktion, die eventuell Einfluss auf die Entste-

hung und die Progression der Atherosklerose hat, untersucht werden.

Durch Prota et al. wurde bereits 2003 gezeigt, dass zwei humane JAM-A Mono-
mere homotypisch binden konnen [19]. Bazzoni et al. [99] sowie Kostrewa et al.
[70] zeigten, dass auch zwei murine JAM-A Molekille homotypisch binden. Der
Nachweis einer heterotypischen Bindung zwischen JAM-A und EMMPRIN liegt
bisher nicht vor. Doch sowohl fur JAM-A, als auch fur EMMPRIN gibt es bereits
untersuchte Bindungspartner, mit denen sie eine heterotypische Bindung einge-
hen kdnnen. So bindet JAM beispielsweise Uber CASK/ LIN-2 heterotypisch [100]
und EMMPRIN dber Annexin A2 [101].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass mDCs Uber eine heterotypische
Bindung mit murinen Thrombozyten unter Beteiligung der Oberflachenproteine
JAM-A und EMMPRIN interagieren konnen. Ein erster Hinweis der heterotypi-
schen Bindung gelang durch die Prainkubation von mDCs mit murinem anti-JAM-
A AK und der anschlielenden Zugabe auf immobilisiertes murines EMMPRIN Fc.
Im Vergleich zur AK Kontrolle resultierte die Antikdrperbehandlung mit murinem
anti-JAM-A AK in einer reduzierten Anzahl adharenter mDCs, was fur eine hete-

rotypische Bindung spricht.

Aufgrund des Wissens uber die relevanten Funktionen von Thrombozyten und
DCs bei Atherosklerose und ihrer Beteiligung an der Initiierung von Atheroskle-
rose macht es Sinn, die Interaktionen dieser Zellen und ihrer Rezeptoren weiter
zu erforschen. Vor allem auch vor dem Hintergrund, dass bereits Langer et al.

2007 eine Interaktion zwischen Thrombozyten und DCs zeigen konnten [64].
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Langer und Kollegen demonstrierten, dass humane Thrombozyten und DCs eine
heterophile Zell-Zellverbindung tber das p2 Integrin MAC-1 der DCs und JAM-C
der Thrombozyten eingehen kdonnen [64]. Hierdurch kommt es zur festen Bin-
dung der DCs an Thrombozyten, die Fahigkeit der DCs Lymphozytenproliferation
zu initiieren wird verstarkt, die Thrombozyten werden im weiteren Verlauf pha-
gozytiert sowie die Apoptose der DCs eingeleitet [64]. Diese Schritte sind durch
JAM-C vermittelt, und Langer et al. sehen dies als mogliche wichtige Faktoren
beim Fortschreiten der Atherosklerose [64].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane Thrombozyten
vermehrt Uber immobilisiertem humanen JAM-A Fc adharieren. Eine vermehrte
Adhasion von humanen Thrombozyten auf immobilisiertem humanem EMMPRIN
Fc konnte nicht beobachtet werden. Fur murine Thrombozyten konnte ebenfalls
eine vermehrte Anzahl adharenter Zellen auf immobilisiertem murinen JAM-A Fc
beobachtet werden, jedoch lief3 sich auch bei Zugabe der murinen Thrombozyten
auf immobilisiertes murines EMMPRIN Fc Protein eine vermehrte Anzahl adha-

renter muriner Thrombozyten feststellen.

Aus den Ergebnissen mit humanen Thrombozyten lasst sich schlussfolgern, dass

Thrombozyten Bindungspartner fir JAM-A exprimieren.

Das Ergebnis fur murine Thrombozyten demonstriert, dass diese sowohl Bin-

dungspartner fur JAM-A als auch fur EMMPRIN exprimieren.

Magliche Bindungen, die zur vermehrten Anzahl adharenter humaner bzw. muri-
ner Thrombozyten auf immobilisiertem JAM-A Fc beitragen, sind zum einen die
homotypische Bindung zweier JAM-A Moleklle, wie sie fur hJAM-A durch Prota
und Kollegen [19] und fur mJAM-A durch Bazzoni et al.[99] und Kostrewa et al.
[70] beschrieben wurden, zum anderen ist aber auch eine heterotypische Bin-
dung zwischen JAM-A und EMMPRIN bzw. weiteren nicht bekannten Bindungs-
partnern denkbar. Weitere Schritte waren nun, die Thrombozyten mit den jewei-
ligen AK gegen JAM-A, EMMPRIN und den entsprechenden Kontrollen zu prain-
kubieren und die so behandelten Zellen anschlief3end auf immobilisiertem JAM-

A Fc adharieren zu lassen.
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Bei alleiniger Verwendung von anti-JAM-A AK ist eine verringerte Anzahl adha-
renter Thrombozyten auf immobilisiertem JAM-A Fc zu erwarten, da dadurch das
Oberflachenprotein JAM-A der Thrombozyten blockiert wird und die Bindungs-
stelle fur die homotypische Bindung mit immobilisiertem JAM-A Fc nicht mehr zur
Verfligung steht. Wenn unter alleiniger Verwendung von anti-EMMPRIN AK
ebenfalls eine verminderte Anzahl adharenter Thrombozyten auf immobilisiertem
JAM-A Fc zu sehen ist, wurde dies fur eine zusatzliche heterotypische Bindung
zwischen dem Oberflachenprotein EMMPRIN der Thrombozyten und immobili-

siertem JAM-A Fc sprechen.

Es ist jedoch zu bedenken, dass bei alleiniger Verwendung von anti-EMMPRIN
AK die Bindungsstelle der Thrombozyten fur die homotypische Bindung uber das
immobilisierte JAM-A Fc nicht blockiert wird. Das heil3t, die homotypische Bin-
dung uber zwei JAM-A Molekule kann weiter erfolgen und je nachdem wie stark
diese ist, kann hierdurch der Effekt der AK Blockade mit anti-EMMPRIN AK, und
damit die Blockade der heterotypischen Bindung, verringert bzw. komplett aufge-
hoben werden. Es ist daher notwendig, die Thrombozyten zusatzlich mit beiden
AK gleichzeitig zu behandeln. Wenn sich dann eine geringere Anzahl adhéarie-
render Thrombozyten im Vergleich zur alleinigen Verwendung des jeweiligen AK
auf immobilisiertem JAM-A Fc zeigt, deutet es darauf hin, dass sowohl eine he-

terotypische, als auch eine homotypische Bindung maglich ist.

Ein weiterer denkbarer Versuch, um eine klare Aussage zu erhalten, ware, an-
stelle der humanen bzw. murinen Thrombozyten Zellen zu verwenden, die bei-
spielsweise das Oberflachenprotein EMMPRIN artifiziell Gberexprimieren.
Diese speziellen Zellen konnten dann auf das immobilisierte JAM-A Fc Protein
gegeben werden. Bei einer moglichen heterotypischen Bindung zwischen JAM-
A und EMMPRIN ware dann Uber dem immobilisierten JAM-A Fc eine vermehrte
Adharenz zu erwarten. In einem nachsten Schritt kbnnte man die Zellen dann mit
anti-EMMPRIN AK behandeln. Wenn sich hier nach Zugabe auf das immobili-
sierte JAM-A Fc eine verringerte Anzahl adharenter Zellen zeigt, ist der Effekt
ebenfalls auf eine heterotypische Bindung zwischen JAM-A und EMMPRIN zu-

rickzufuhren.
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Ein anderer mdglicher Versuch ware, Zellen mit einem partiellen Knock-Down
des JAM-A zu verwenden, bei dem mit kleinen small interfering Ribonucleicacid
(siRNA) - Fragmenten verhindert wird, dass die mRNA des JAM-A abgelesen
werden kann. Man kann hierdurch sehen, welchen Effekt der Verlust des JAM-A
Oberflachenproteins auf die Bindung anderer Proteine, wie beispielsweise auf
die heterotypische Bindung zwischen JAM-A und EMMPRIN, hat.

Durch die hier zusatzlich vorgeschlagenen Experimente kann jedoch nicht aus-
geschlossen werden, dass es noch weitere Rezeptor-Liganden Paare gibt, die
die Interaktion zwischen Thrombozyten und den immobilisierten Proteinen JAM-
A und EMMPRIN beeinflussen.

Die vermehrte Anzahl adharierender muriner Thrombozyten auf immobilisiertem
murinem EMMPRIN Fc kann durch die homotypische Bindung zwischen dem
Oberflachenprotein EMMPRIN der murinen Thrombozyten und dem immobilisier-
ten murinen EMMPRIN Fc erklart werden. Dass eine solche homotypische Bin-
dung zwischen zwei EMMPRIN Molekulen maoglich ist, wurde bereits 2001 durch
Sun J. et al. beschrieben [104]. Zusatzlich konnte eine heterotypische Bindung
zwischen dem immobilisierten murinen EMMPRIN Fc und dem Oberflachenpro-
tein JAM-A der murinen Thrombozyten den Effekt verstarken. Aber auch hier sind

bisher nicht identifizierte Bindungspartner nicht auszuschliel3en.

Zusatzlich zu den Versuchen zur Adhasion von murinen Thrombozyten auf im-
mobilisiertem murinen EMMPRIN Fc sollten in weiteren Versuchen ebenfalls die
murinen Thrombozyten vor Zugabe auf das immobilisierte murine EMMPRIN Fc
mit den entsprechenden murinen AK gegen JAM-A und EMMPRIN prainkubiert
werden. Durch die Blockade des Oberflachenproteins EMMPRIN auf murinen
Thrombozyten mit murinem anti-EMMPRIN AK ist die homotypische Bindung
zweier EMMPRIN Molekile nicht mehr moglich und es ware eine verminderte
Anzahl adharenter muriner Thrombozyten zu erwarten. Bei Prainkubation der
murinen Thrombozyten mit murinem anti-JAM-A AK und Zugabe auf das immo-
bilisierte murine EMMPRIN Fc ware eine verringerte Anzahl adharenter muriner
Thrombozyten ein Hinweis darauf, dass EMMPRIN und JAM-A heterotypisch bin-

den konnen.
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Denn anti-JAM-A AK blockiert das Oberflachenprotein JAM-A der murinen
Thrombozyten und steht nicht mehr fir die Bindung an immobilisiertes murines
EMMPRIN Fc zur Verfugung.

Trotz allem ist es wie oben bereits beschrieben mdglich, dass die Ergebnisse
durch andere nicht blockierte Protein-Protein Interaktionen beeinflusst werden
konnen. Auch hier ist es wichtig, die murinen Thrombozyten mit beiden AK gleich-
zeitig zu prainkubieren und im Vergleich zur alleinigen Prainkubation mit dem
jeweiligen AK zu betrachten sowie die im oberen Abschnitt der Diskussion vor-

geschlagenen weiteren Versuche mit artifiziell veranderten Zellen durchzufihren.

Eine mogliche Ursache flr die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen murinen
und humanen Thrombozyten konnte sein, dass murine Thrombozyten sich von
humanen Thrombozyten in ihrem Oberflachenrezeptorexpressionsmuster unter-
scheiden. Es kdnnte dazu fihren, dass unterschiedliche Interaktionen der Ober-
flachenrezeptoren der jeweiligen Zellen entstehen, die das Ergebnis begriinden
[29].

Ein Beispiel fur einen solchen Rezeptor, bei dem sich die murine von der huma-
nen Spezies bezuglich der Expression unterscheidet, ist der Toll-like-Rezeptor
(TLR), der unter anderem an der angeborenen Immunantwort beteiligt ist und
beispielsweise auf Leukozyten und DCs exprimiert wird [105]. Ein Beispiel ist der
TLR-3. Heinz und Kollegen zeigten bei Untersuchungen mit verschiedenen mo-
nonuklearen Zellen mittels Real-time Polymerase Chain Reaction (PCR), dass
bei der humanen Spezies die vorherrschende Expression des TLR-3 bei den un-
reifen myeloiden DCs zu finden ist, bei der murinen Spezies jedoch bei den Mak-

rophagen [106].

Fir die Versuche zur Zell-Zell Interkation konnte eine reduzierte Anzahl adharie-
render hDCs durch die Prainkubation mit AK gezeigt werden, wobei diese nur bei
alleiniger Verwendung von humanem anti-JAM-A AK signifikant war. Anhand die-
ses Versuchs konnte demonstriert werden, dass zwischen humanen Thrombozy-
ten und DCs allgemein eine Bindung stattfindet, wobei diese u.a. durch die Ober-
flachenproteine JAM-A und EMMPRIN der hDCs vermittelt wird.
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Der Bindungspartner der humanen Thrombozyten, Uber die die Oberflachenpro-
teine JAM-A und EMMPRIN der hDCs ohne Verwendung der AK binden wirden,
geht aus dem Experiment nicht hervor. Bei diesem Versuch ware es hilfreich, die
n-Zahl weiter zu erhdhen, um die Ergebnisse fur die Gruppen mit anti-EMMPRIN

AK Behandlung und Behandlung mit beiden AK zu verifizieren.

Far die Adhasionsversuche mit hDCs Uber immobilisierten humanen Proteinen
zeigte sich auf der Beschichtung mit humanem JAM-A Fc eine vermehrte Anzahl
adharenter hDCs im Vergleich zur Kontrolle. Daraus ist der Schluss zu ziehen,
dass hDCs Bindungspartner fur JAM-A exprimieren. Die vermehrte Anzahl adha-
renter hDCs zeigte sich nicht auf immobilisiertem humanen EMMPRIN Fc. Erkla-
ren lasst sich die vermehrte Anzahl adharenter hDCs auf immobilisiertem huma-
nen JAM-A Fc durch die bereits beschriebene homotypische Bindung zweier
JAM-A Molekile durch Prota et al. [19]. Trotz allem kann der Effekt zusatzlich
durch eine heterotypische Bindung zwischen dem immobilisierten humanen
JAM-A Fc und einem nicht bekannten Bindungspartner verstarkt werden.
Da sich bei hDCs uber immobilisiertem humanen EMMPRIN Fc keine vermehrte
Anzahl adharierender hDCs zeigte, spricht dies auf den ersten Blick gegen eine
heterotypische Bindung zwischen dem Oberflachenprotein JAM-A der hDCs und
dem immobilisierten humanen EMMPRIN Fc. Damit wirde die heterotypische
Bindung auch bei hDCs uber immobilisiertem humanen JAM-A Fc nicht zur ver-
mehrten Anzahl adharenter hDCs beitragen konnen.

Unabhangig von den Ergebnissen ist eine heterotypische Bindung zwischen
JAM-A und EMMPRIN dennoch erklarbar. Es kann sein, dass an der heterotypi-
schen Bindung nicht nur die Proteine JAM-A und EMMPRIN beteiligt sind, son-
dern zusatzlich ein drittes nicht bekanntes Protein, das fur die Bindung von EMM-
PRIN an JAM-A in einer ganz bestimmten Nahe zu EMMPRIN lokalisiert sein
muss und die Bindung stabilisiert. Bei dem Versuch hDCs Uber immobilisiertem
humanen EMMPRIN Fc ware durch die ausschlieRliche Beschichtung mit huma-
nem EMMPRIN Fc dieses Zusammenspiel der Proteine nicht gegeben und eine

heterotypische Bindung somit nicht moglich.
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In einem letzten Versuch wurden mit murinen anti-EMMPRIN AK und/ oder anti-
JAM-A AK prainkubierte mDCs auf immobilisiertes murines EMMPRIN Fc gege-
ben. Hier zeigt sich, dass es bei Prainkubation der mDCs mit murinem anti-JAM-
A AK im Vergleich zum Kontroll AK zu einer signifikant reduzierten Anzahl adha-
rierender mDCs auf immobilisiertem murinem EMMPRIN Fc kommt. Bei Prainku-
bation mit murinem anti-EMMPRIN AK zeigte sich kein Effekt. Bei Prainkubation
mit beiden AK konnte ein leichter Rickgang in der Anzahl adharierender mDCs
beobachtet werden, dieser Rickgang war jedoch nicht signifikant. In diesem Ver-
such konnte die heterotypische Bindung zwischen dem Oberflachenprotein JAM-
A der mDCs und dem immobilisierten murinen EMMPRIN Fc demonstriert wer-

den. Welche weiteren Bindungspartner eine Rolle spielen bleibt offen.

Far die weitere Forschung an der heterotypischen Bindung zwischen JAM-A und
EMMPRIN gibt es sicher noch viel zu tun und viel wurde bereits im Rahmen des
Projektes der AG Langer, Kardioimmunologie, Universitat Tabingen, unter der
Leitung von Prof. Dr. med. Harald Langer, durchgeflhrt. Beispielsweise konnte
wie bereits erwahnt die Expression des Oberflachenproteins EMMPRIN auf
mDCs mittels Durchflusszytometrie gezeigt werden (nicht publizierte Ergebnisse)

und auch in vivo Versuche sind bereits durchgefihrt worden.

Eine interessante Frage flr die hier dargestellten Ergebnisse ist, ob sich bei Ver-
wendung von unreifen versus reifen DCs Unterschiede in den Ergebnissen zei-

gen wurden.

Bei den hier durchgefuhrten statischen Adhasionsassays wurde die Differenzie-
rung der DCs aus Monozyten unter Verwendung von GM-CSF und II-4 induziert.
Bei aus Monozyten hervorgegangenen DCs handelt es sich um unreife DCs. Fur
eine Reifung ware es notwendig die DCs zusatzlich mit Lipopolysaccharid (LPS)
oder TNFa zu behandeln [107]. Reife DCs kénnen dann Uber den Oberflachen-
marker CD83 detektiert werden [107].

Langer und Kollegen haben bei ihren Versuchen zu der moglichen heterotypen
Bindung zwischen MAC-1 der DCs und JAM-C der Thrombozyten sowohl unreife

als auch reife DCs verwendet [64].
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Es zeigte sich hier, dass die Effekte bei Verwendung der reifen DCs starker aus-
gepragt waren, als bei Verwendung von unreifen DCs [64], weswegen es sinnvoll
ware, die hier beschriebenen Versuche mit reifen DCs durchzufihren und so

eventuell aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen.

Auch im Hinblick auf die Oberflachenmarkerexpression unterscheiden sich un-
reife von reifen DCs, was zu verschiedenen Interaktionen zwischen Zellen fihren
kann. Es ist auch denkbar, dass hierdurch Rezeptorbindungen, wie die hier un-
tersuchte heterotypische Bindung zwischen JAM-A und EMMPRIN, beeinflusst
werden, was dann die Ergebnisse positiv oder negativ beeinflussen wirde. Un-
reife DCs exprimieren beispielsweise hohe Level an CD86, jedoch nicht CD80
[108]. Weiter findet sich bei unreifen DCs CD1 und CDA40, nicht jedoch CD14
[109]. Reife DCs dagegen exprimieren zusatzlich zum CD86 auch CD80 [108]
und CD83 [107].

Eine weitere Uberlegung ist, ob DCs, die aus anderen Vorlauferzellen als Mo-
nozyten entstehen, ebenfalls andere Ergebnisse hervorbringen wirden. Es ware
zum Beispiel moglich, in weiteren Versuchen DCs zu verwenden, die aus Langer-
hans‘ Zellen entstehen, wobei Langerhans’ Zellen eine unreife Form der DCs
darstellen und in der Haut lokalisiert sind [109]. Auch aus CD34"- Vorlauferzellen
des Knochenmarks kénnen DCs durch die Behandlung mit GM-CSF und TNFa
generiert werden [110]. Interessant ist dabei, dass CD34*- Vorlauferzellen, die
bereits JAM-A exprimieren, daruber die Adhasion auf immobilisierten Throm-

bozyten oder auf entziindetem Endothel regulieren kdnnen [111].

Analog ware es sinnvoll, Versuche mit aktivierten Thrombozyten durchzufihren.
Denn Schmidt et al. haben in ihrem Paper: ,Extracellular Matrix Metallopro-
teinase Inducer (CD147) Is a Novel Receptor on Platelets, Activates Platelets,
and Augments Nuclear Factor kK B-Dependent Inflammation in Monocytes” ge-
zeigt, dass durch eine Aktivierung der Thrombozyten mit ADP, Thrombin oder
Kollagen das in den a-Granula lokalisierte EMMPRIN in die Plasmamembran
wandert [91].
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Man konnte also bei weiterfihrenden Versuchen sowohl ruhende als auch akti-
vierte Thrombozyten des gleichen Donors verwenden und wirde so sehen, ob
durch diese vermehrte Expression des EMMPRINSs bei aktivierten Thrombozyten

die Ergebnisse variieren.

Das Ziel fur weitere Versuche sollte zum einen sein, einen Vergleich zwischen
ruhenden und aktivierten Zellen zu erhalten, zum anderen kénnte man im glei-
chen Zug eine hohere n-Zahl anstreben und durch diese Erhohung mogliche
Schwankungen bei der Durchfihrung der Experimente und auch zwischen den
einzelnen Zellspendern ausgleichen. So wirde man ein noch verlasslicheres

Endergebnis erzielen.

In einem letzten Abschnitt dieses Kapitels mochte ich einen Ausblick in die Zu-
kunft der Therapie von Atherosklerose geben oder viel mehr die Vision dessen,
dass Atherosklerose nicht tertiar oder sekundar, sondern primar behandelt wer-
den konnte. Dieses Ziel ware realisierbar, wenn man Rezeptoren finden wirde,
die eine Hauptrolle am Anfang der Entstehung der Atherosklerose spielen und
zusatzlich auf Zellen lokalisiert sind, die ebenfalls am Anfang der Entstehung der

Erkrankung stehen.

Ein moglicher solcher Rezeptor ware JAM-A, der wie in Kapitel 1.5.3 beschrie-
ben, eine wesentliche Rolle bei der Thrombozytenadhasion an aktivierte EC
spielt und damit am Beginn der Atherosklerose steht [75, 76]. Weiter wurde be-
schrieben, wie JAM-A Monozyten und T-Zellen zu atherogenen Regionen lockt.
Dies sind Zellen, die wesentlich an Atherosklerose beteiligt sind [23, 54]. JAM-A
scheint flr einen primaren Therapieansatz gut geeignet zu sein, sofern sich seine
wesentliche Rolle an Atherosklerose in der weiteren Forschung bestatigt. Es
ware dann das Ziel, gegen dieses Oberflachenprotein einen spezifischen mAK,
der am Menschen angewendet werden darf und daflr eine entsprechende Zu-
lassung erhalt, zu produzieren. Durch die spezifische Blockade der Bindungs-
stelle mit dem mAK konnten die verschiedenen Schritte, die am Anfang der Ent-

stehung der Atherosklerose stehen, nicht mehr initiiert werden.
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Die oben beschriebenen Zellen wirden nicht angelockt werden, Entziindung
wulrde nicht geférdert werden und Atherosklerose kénnte nicht entstehen oder

zumindest wlrde der Prozess der Entstehung verlangsamt werden.

FiUr eine solche neue und sehr spezifische Therapie ware es notig, neue und
klare Kriterien zu erstellen, wie beispielsweise, bei welcher Patientengruppe ein
solches Medikament primar angewendet werden darf und auch kann. Eventuell
findet sich in der Zukunft ein Marker im Blut, der anzeigt, wie hoch das Lebens-
zeitrisiko zur Entstehung einer Atherosklerose ist, und dieser Marker konnte eine

Entscheidungshilfe zur Therapiefrage darstellen.

Die hier dargestellte Vision einer neuen Therapie ist sicher eine sehr vereinfachte
Sicht, denn es wird nicht nur ein spezifischer mAK ausreichen, um die Entstehung
der Atherosklerose zu unterbinden. Denn wie in dieser Arbeit deutlich wurde, sind
es sehr viele und komplex ineinander verwobene Schritte, die zur Atherosklerose
fUhren und sie fortschreiten lassen. Weiter muss man bei neuen Therapien stets
auch das Nebenwirkungsprofil betrachten sowie jeden Patienten mit seinem in-
dividuellen Risikoprofil.

Vor Anwendung eines mAK gegen JAM-A beim Menschen mussten daher zu-
nachst in vivo Experimente an einem dem Menschen nahestehenden Tiermodell
durchgefiihrt werden, die die protektive Wirkung und seine Uberlegenheit gegen-
uber anderen Therapien zeigen, aber die auch deutlich machen, mit welchem
Nebenwirkungsprofil bei einer solchen Blockade zu rechnen ist. Eventuell konn-
ten durch dieses Wissen Wege gefunden werden, spezifische Nebenwirkungen
zu unterbinden, in dem man den mAK zum Beispiel an spezifischen Stellen mo-
difiziert.

Eine mogliche denkbare Nebenwirkung eines mAK gegen JAM-A ware, dass es
zu einem unkontrollierten Durchtritt von Substanzen und Flissigkeiten zwischen
Zellen kommt, was weitreichende Folgen hatte. Dieser Durchtritt ist mdglich, da
JAM-A auch bei TJ eine Rolle spielt [68, 70]. TJ wiederum sind wesentlich an
Zell-Zell Kontakten beteiligt und steuern die epitheliale Barriere [68].
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Wenn nun ein mAK gegen JAM-A verabreicht wird, bindet dieser auch an das
JAM-A der TJ und diese schlielen nicht mehr korrekt, was den unkontrollierten

Durchtritt von Substanzen und Flussigkeiten ermdglichen wirde.

Trotz allem ist es meiner Ansicht nach ein moglicher Anfang in die richtige Rich-
tung einer neuen Therapie, an dem weiter geforscht werden sollte. Auch wenn
es zunachst vielleicht nur die Entstehung der Atherosklerose herauszdgert, ware
dies ein grol3er Gewinn fur jeden einzelnen, der an Atherosklerose und den Fol-
geerkrankungen leidet.

Zum Abschluss dieser Arbeit noch ein Beispiel, dass die Vision einer solchen
neuen Therapie mit einem spezifischen mAK nicht unrealistisch ist. Das folgende
Beispiel wird in einem Bericht vom August 2017 aus dem Deutschen Arzteblatt
mit dem Titel: ,Antientzindlicher Antikorper verlangsamt ,inflammatorische®
Atherosklerose nach Herzinfarkt, vorgestellt [112]. Hier werden die Ergebnisse
einer Studie in groben Zigen dargelegt. Bei dieser Studie fand der spezifische
humane mAK Canakinumab, der seit acht Jahren im Rahmen von autoinflamm-
atorischen Erkrankungen gegeben wird, seinen Einsatz [113]. Der mAK wurde
Patienten nach stattgehabtem Herzinfarkt, bestehender schwerer Atherosklerose
und erhdhten C-reaktiven Protein (CRP) Werten verabreicht [113]. Das heilt der

mAK wurde hier im Rahmen einer Tertiarpravention eingesetzt.

Canakinumab bindet und neutralisiert II-13, eine Substanz, die zur Zytokinfamilie
gehort und wesentlich an Entzindungen beteiligt ist [112-114]. Wie in Kapitel 1.4
beschrieben, ist 1I-13 ein wichtiger Mitspieler bei Atherosklerose, denn er setzt
bei dieser Erkrankung viele Schritte in Gang, die zur Entstehung nétig sind, wie
beispielsweise das Anlocken von Monozyten durch Sekretion von MCP-1 [29,
44], aber durch II-113 werden auch weitere EC aktiviert [42].

Durch Gabe dieses spezifischen mAK zeigte sich bei den Patienten ein dosisab-
hangiger Ruckgang des hochsensitiven CRP, und Uber den Beobachtungszeit-
raum von 3,7 Jahren traten im Vergleich zur Placebogruppe weniger kardiovas-
kulare Ereignisse wie Herzinfarkt oder Schlaganfall auf [112, 113].
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Nachteilig war, dass es im Beobachtungszeitraum zu einer erhdéhten Zahl todli-
cher Infektionen und Sepsis-Erkrankungen kam, weswegen die Gesamtmortalitat
der mit Canakinumab therapierten Patienten nicht gesenkt werden konnte [112,
113]. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu der Beobachtung von 2010 aus
dem Paper ,Canakinumab“ von Dhimolea E. [114]. Er beschreibt hier, dass Cana-
kinumab bei den bis dato eingesetzten Erkrankungen wie Familiares kalteindu-
ziertes autoinflammatorisches Syndrom und Muckle-Wells Syndrom von den
meisten Patienten gut vertragen wird [114].

Canakinumab und die eben beschriebene Studie ist zusammenfassend zum ei-
nen ein Beispiel, dass spezifische mAK neue und interessante Therapieoptionen
fur Atherosklerose bieten kdnnen, zum anderen zeigt dieses Beispiel aber auch,
dass neue Therapien immer kritisch betrachtet werden mussen und vor Anwen-
dung am Menschen die moglichen Folgen und Interaktionen durch das Medika-
ment betrachtet und die Nutzen-Risiko-Konstellation genau abgewogen werden

mussen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche Interaktion zwischen Thrombozy-
ten und DCs Uber eine heterotypische Bindung zwischen JAM-A und EMMPRIN

untersucht.

Thrombozyten und DCs sind vielfach in der Literatur als Zellen beschrieben wor-
den, die wesentlich an Atherosklerose, einer chronisch-entzindlichen Erkran-
kung [22-24], beteiligt sind. Beide Zelltypen spielen bereits am Anfang der Ent-
stehung von Atherosklerose eine Rolle [25, 26, 47, 53, 54].

Da es wichtig ist, eine Erkrankung wie Atherosklerose und ihre Folgeerkrankun-
gen primar zu behandeln, macht es Sinn fur neue Therapieansatze zum einen
Zellen, zum anderen aber auch Rezeptoren zu finden, die am Anfang der Erkran-

kung stehen.

Ein solcher Rezeptor, der bereits am Anfang der Erkrankung eine Rolle spielt, ist
JAM-A, denn er ist beispielsweise an der Thrombozytenadhasion an aktivierte
EC beteiligt [20, 30, 31, 34]. Aus der Literatur ist weiter bekannt, dass sowohl
JAM-A, als auch EMMPRIN als Oberflachenproteine auf den hier verwendeten
Zellen vorkommen [69, 88-94].

Die homodimere Bindung wurde fur humanes JAM-A bereits durch Prota et al.
[19] und fUr murines JAM-A durch Bazzoni et al. [99] sowie Kostrewa et al. [70]
beschrieben. Eine mogliche heterodimere Bindung zwischen JAM-A und EMM-
PRIN wurde bisher nicht beschrieben, ebenso wenig die Expression von EMM-
PRIN auf mDCs. Diese Expression des Oberflachenproteins EMMPRIN auf
mDCs konnte jedoch im Rahmen des Teilprojektes 2 der DFG KFO 274: ,Struktur
und Funktion thrombozytar exprimierter JAMs - Charakterisierung neuer hetero-
philer Interaktionen“ in der AG Langer, Kardioimmunologie, Universitat Tubingen,
unter der Leitung von Prof. Dr. med. Harald Langer mittels durchflusszytometri-
scher Analyse gezeigt werden und ist Grundlage der hier beschriebenen Experi-

mente, jedoch noch nicht veroffentlicht.
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Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit im Hinblick auf Zell-Protein Interakti-

onen folgendes gezeigt werden:

1) Humane und murine Thrombozyten sowie humane Dendritische Zellen
binden auf immobilisiertem JAM-A Fc vermehrt und murine Thrombozyten
ebenfalls auf immobilisiertem EMMPRIN Fc

2) Die Inhibition des Oberflachenproteins JAM-A auf murinen Dendritischen
Zellen resultiert in einer verringerten Anzahl adharenter muriner Dendriti-

scher Zellen auf immobilisiertem murinen EMMPRIN Fc
In Hinblick auf Zell-Zell Interaktion wurde folgendes gezeigt:

1) Humane Dendritische Zellen gehen Uber ihre Oberflachenproteine JAM-
A und EMMPRIN mit humanen Thrombozyten eine Verbindung ein. Der
Bindungspartner der humanen Thrombozyten, Uber den dies erfolgt, ist

nicht bekannt.

Zur Beantwortung der Ausgangsfragestellung dieser Arbeit, ob eine Bindung zwi-
schen Thrombozyten und Dendritischen Zellen Uber eine heterotypische Bindung
unter Beteiligung der Oberflachenproteine JAM-A und EMMPRIN mdglich ist,
kann man sagen, dass es hierzu in dieser Arbeit erste positive Hinweise gibt.
Im statischen Adhasionsassay mit anti-JAM-A oder anti-EMMPRIN AK prainku-
bierten mDCs Uber immobilisiertem murinen EMMPRIN Fc wurde dies gezeigt.
Es ergab sich hier bei Verwendung des anti-JAM-A AK eine verringerte Anzahl
adharenter mDCs auf immobilisiertem EMMPRIN Fc. Da es jedoch nur in einem
der Experimente gezeigt werden konnte, nur fir murine Zellen und auch nur in
einem statischen Experiment, mussen weitere Versuche folgen, um diese Aus-
sage zu bestatigen, die heterotypische Bindung ebenfalls fur humane Zellen
nachzuweisen und dies auch in in vivo Versuchen darzustellen. Auch Uber die
Starke der heterotypischen Bindung, die tatsachliche Relevanz im Rahmen von
Atherosklerose und weiterer Einflussfaktoren auf die heterotypische Bindung

kann anhand dieser Grundlagenversuche keine Aussage getroffen werden.

Es ist daher sicher noch viel zu erforschen, bevor man dartber nachdenken kann,

wie man daraus eine neue Therapie der Atherosklerose ableiten kann.

49



Trotz allem stellen die Ergebnisse dieser Arbeit einen viel versprechenden ersten
Schritt zum besseren Verstandnis grundlegender Prozesse in der Inflammation,
mit Potential fur neue Therapien in der Atherosklerose, dar, und die Ergebnisse
mussen weiter untersucht und verfolgt werden.
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6 Abkurzungsverzeichnis

Tabelle 3: Abkiirzungen

%

°C

ACD

ADP

AF 6

AK

anti-JAM-A AK

anti-EMMPRIN AK

AP
APC
Apo-E
Bcl-2
BSA

bzw.
o}
CASK/ LIN-1

CD40L
CD147

cDNA

CRP

DC

DCs

DM

EC

EMP
EMMPRIN

FACS
Fc

FCS
F11R
GM-CSF

Prozent

Grad Celsius

Acid-Citrate-Dextrose
Adenosindiphosphat

Aktin Filament 6

Antikorper

Monoklonaler Antikdrper gegen Junc-
tional adhesion molecule-A
Monoklonaler Antikorper gegen Ex-
tracellular matrix metalloproteinase
inducer

Angina Pectoris
Antigenprasentierende Zelle
Apolipoprotein E

B-cell lymphoma 2

Bovines Serum Albumin Fraktion V
96%

beziehungsweise

Konzentration

Calcium/ Calmodulin-dependent Se-
rine Protein Kinase

Cluster of differentiation 40L

Cluster of differentiation 147,
EMMPRIN

complementary Desoxyribonucleina-
cid

C-reaktives Protein

Dendritische Zelle

Dendritische Zellen

Diabetes mellitus

Endothelzelle

Extrazellulares Matrixprotein
Extracellular matrix metalloproteinase
inducer, Cluster of differentiation 147,
CD147, Basigin

Fluorescence Activated Cell Sorting
Fragment crystallisable

Fetales Kalberserum

F11 Rezeptor, JAM-A

Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor
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GP
GPIb/IXIV
h

HDL
HEPES

hJAM-A

HSP47
IgA
ICAM-1
IgD

IgE
IgG
1-18
IgM
IgSF
INFy
ITCN

JAM-A
JAM-C
KHK

L

LDL
Ldlr -/-

LPS

M

mAK
Mac-1
mDCs
MCP-1
mg

MHC I
Min.
mJAM-A

ml

mM
mRNA
MTA

ng

Glykoprotein

von Willebrand Faktor Komplex
Stunde

High density Lipoprotein
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

humanes Junctional adhesion mole-
cule-A

Heat-shock-protein 47
Immunglobulin A

Intercellular adhesion molecule-1
Immunglobulin D

Immunglobulin E

Immunglobulin G

Interleukin- 1 beta

Immunglobulin M

Immunglobulin Superfamilie
Interferon gamma

Image-based Tool for Counting
Nuclei

Junctional Adhesion Molecule-A
Junctional Adhesion Molecule-C
Koronare Herzkrankheit

Liter

Low Density Lipoprotein
Low-density lipoprotein receptor — de-
ficient

Lipopolysaccharid

Mol

Monoklonaler Antikorper
alpha(M)beta(2), CD11b

murine Dendritische Zellen
monocyte chemoattractant proteine-1
Milligramm

Major Histocompatibility Complex Il
Minute

murines Junctional adhesion mole-
cule-A

Milliliter

Millimol

messenger Ribonucleic acid
Medizinisch-Technische-Assistentin
Fallzahl

Nanogramm
Irrtumswahrscheinlichkeit
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PAVK

PBS

PCI

pH

PRP

RA

rpm

RT

SD

siRNA
sJAM-A-Fc

STEMI

Tight Junction
TNF a

U/ Min.

vVWF

Z0-1

u.a.

Mg

Ml

Mm

UM

peripher arterielle Verschlusskrank-
heit

Phosphat gepufferte Salzlésung
percutaneous coronary intervention
pondus Hydrogenii
Plattchenreiches Plasma
Rheumatoide Arthritis

Revolutions per minute
Raumtemperatur
Standardabweichung

Small interfering Ribonuceic acid
soluble Junctional adhesion mole-
cule-A fragment crystallisable
ST-segment elevation myocardial in-
farction

TJ

Tumor Nekrose Faktor alpha
Umdrehungen pro Minute

von Willebrand Faktor

Zonula occludens-1

unter anderem

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol
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