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1. EINLEITUNG 
1.1 Myokardinfarkt 
Der Myokardinfarkt basiert auf einem akuten thrombotischen Verschluss eines 

Koronargefäßes und zählt zu einer der häufigsten Todesursachen in 

Industrieländern. Das Statistische Bundesamt (Destatis) gab bekannt  

(Pressemitteilung Nr. 022 vom 19.01.2017), dass im Jahr 2015, ähnlich wie in 

den Vorjahren, Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die häufigste 

Todesursache mit 39% aller Sterbefälle in Deutschland darstellten. Allein im 

Jahr 2015 verstarben in Deutschland 50.948 Menschen an einem Herzinfarkt.  

Laut dem Deutschen Herzbericht von 2015 beträgt die Inzidenz des 

Myokardinfarkts in Deutschland 250-300/100.000 Einwohner pro Jahr. Ähnliche 

Inzidenzen wurden in den Niederlanden, Nordamerika, Österreich, und Polen 

beobachtet. Trotz dieser Ähnlichkeit zeigen die Gesamtdaten der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO World Health Organisation) große 

geographische Unterschiede in der Inzidenz.  

Zu den kardiovasulären Risikofaktoren gehören insbesondere: Nikotinabusus, 

arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie, Adipositas, Diabetes mellitus Typ 

2, metabolisches Syndrom, familiäre Belastung, verminderte Stresstoleranz, 

geringe körperliche Aktivität und Alter (1). Das Risiko einen Myokardinfarkt zu 

erleiden steigt bei Männern ab dem 40.  Lebensjahr und bei Frauen ab dem 50. 

Lebensjahr signifikant an. Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko eines 

Myokardinfarktes an und erreicht seinen Höhepunkt in der Altersgruppe der 65- 

bis 74-Jährigen (2). Sowohl bei Männern als auch bei Frauen werden 

Herzinfarkte durch die Blockierung eines oder mehrerer Koronargefäße 

ausgelöst, die physiologischerweise das Myokard mit Sauerstoff und 

Nährstoffen versorgen (3). Die Ruptur von atherosklerotischen Plaques oder die 

Erosion des Epithels auf dessen Oberfläche mit daraus folgender Verlegung 

einer Koronararterie durch einen Thrombus ist in der Regel bei Männern die 

Ursache eines Myokardinfarkts. Bei Frauen überwiegt als häufigste Ursache der 

Koronarspasmus (4). 



 

 2 

2	

1.1.1 Pathophysiologie der Atherosklerose 
Die Pathophysiologie des akuten Myokardinfarktes basiert im Wesentlichen auf 

der Entstehung und dem Remodeling atherosklerotischer Plaques. Der Begriff 

der Atherosklerose entstammt der griechischen Sprache (athära=Grütze, 

skleros=hart) und wurde 1904 von Marchand (Leipzig) eingeführt. Bei der 

Atherosklerose handelt es sich laut Definition der Weltgesundheitsorganisation 

um eine variable Kombination von morphologischen Intimaveränderungen der 

Arterien, die aus einer herdförmigen Anhäufung von Lipiden, komplexen 

Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen sowie Bindegewebe und 

Kalkablagerungen besteht und mit Mediaveränderungen verbunden sein kann.  

Im 19. Jahrhundert wurden die Inkrustationshypothese von Rokitansky und die 

Lipidhypothese von Virchow zur Erklärung der Pathogenese der Atherosklerose 

favorisiert (5). Diese zwei Hypothesen fasste dann Ross in der sogenannten 

"Response-to-injury"-Theorie zusammen. Bei dieser Theorie initiiert eine 

Verletzung der inneren Arterienwandschicht das atherosklerotische Geschehen 

gefolgt von einer starken entzündlichen Antwort. Trotz zahlreicher Studien gibt 

es allerdings bis heute keine einheitliche pathogenetische Kaskade für die 

Pathogenese der Atherosklerose. 

Die Atherosklerose ist ein mehrstufiger, chronisch-inflammatorischer Prozess. 

Anfangs kommt es zur Formation früher Läsionen und im späteren Verlauf zu 

komplexen Läsionen, die durch ihre Größenzunahme das Gefäßvolumen 

zunehmend einengen und zu einer Minderperfusion des nachfolgenden 

Gewebes führen.  

Das Initialstadium (Abb.1A) der Atherombildung bei Dyslipidämie besteht aus 

einer erhöhten endothelialen Transzytose von Plasmalipoproteinen (Lp) und 

ihrer Ablagerung im Subendothel sowie aus einem Wechsel der Zellen zu 

einem sekretorischen Phänotyp, der für die Entwicklung einer hyperplastischen 

Basallamina verantwortlich ist. Innerhalb des Subendothels interagieren 

Lipoproteine mit der extrazellulären Matrix und durch Oxidation und Glykierung 

dieser, findet eine Modifikation zu hoch atherogenen, oxidierten Lipoproteinen 

(mLp) statt. Insbesondere Low Density Lipoprotein (LDL) diffundiert passiv 

durch die tight junctions der Endothelzellen und wird in der Tunica intima durch 
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reaktive Sauerstoffspezies (ROS; reactive oxygen species) zu oxidativ 

modifiziertem LDL (oxLDL) umgewandelt (1).  

Sowohl luminal durch die Veränderung der Plasma-Homöostase als auch 

abluminal durch die Ablagerung der modifizierten Lipoproteine, initiieren die 

Endothelzellen einen entzündlichen Prozess, der durch die Expression neuer 

oder vermehrter Zelladhäsionsmoleküle, Zytokine und Chemokine als Hinweis 

der endothelialen Dysfunktion (Abb.1B) manifestiert wird.  

Sowohl ROS als auch oxLDL bewirken eine Aktivierung von NFκB (nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), infolgedessen die 

endotheliale mRNA-Expression verschiedener atherogener Moleküle induziert 

wird (Abb.1C) (6). Dazu zählen die Adhäsionsmoleküle ICAM-1 (CD54; 

intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (CD106; vascular cellular adhesion 

molecule-1) und E-Selektin, die verantwortlich für die Rekrutierung der 

zirkulierenden Leukozyten im Subendothel sind, sowie das Chemokin MCP-1 

(monocyte chemoattractant protein-1), das die Chemotaxis von Monozyten 

beeinflusst (7).  

Monozyten und T-Zellen haften an aktivierten/dysfunktionellen Endothelzellen 

und unterliegen einer gerichteten Diapedese in die Intima (8). Die adhärenten 

Thrombozyten unterstützen die Leukozytenmigration. Neben der vermehrten 

Adhäsion und Migration von Leukozyten führt oxLDL zu einer gesteigerten 

Bildung von M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), der die 

Proliferation der Monozyten zu Makrophagen steuert (1). Die Makrophagen 

exprimieren Scavengerrezeptoren, von denen der Scavenger Rezeptor A und 

CD36 (ein Scavenger Rezeptor der Klasse B) die wichtigsten Rezeptoren für 

die Aufnahme von modifizierten Lipoproteinen und die anschließende Bildung 

von Schaumzellen darstellen (8). Durch Ansammlung und Apoptose der 

Schaumzellen entsteht ein nekrotisches, lipidreiches Zentrum in der 

Gefäßwand. Die Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine und ROS, 

durch die entstandenen Schaumzellen, erhält die Entzündungsreaktion aufrecht 

(9). 
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Abbildung 1 Die Stadien der Entwicklung atherosklerotischer Läsionen. 
(A) Stadium I. Endothelzellaktivierung/-modulation. (B) Stadium II. Endotheliale 

Dysfunktion. (C) Stadium III. Rekrutierung von Immunzellen und Beginn einer 

starken entzündlichen Reaktion. (D) Stadium IV. Plaquebildung durch die 

glatten Muskelzellen. (E) Stadium V. Bildung einer verkalkten fibrösen 

Lipidplaque durch residenten und Immunzellen sowie sezernierenden Faktoren. 

(F) Stadium VI. Die instabile fibröse Lipidplaque: Ruptur und Thrombose. 

Adaptiert von Manduteanu I et al. Journal of Cellular and Molecular Medicine. 

2012 (10). 
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Lymphozyten entwickeln sich zu aktivierten proinflammatorischen (Th1; T-

Helferzelle Typ 1) und antiinflammatorischen (Th2; T-Helferzelle Typ 2 und 

TREG; regulatorische T-Zellen) Zellen, die ebenfalls Zytokine und Chemokine 

sezernieren. Die direkte oder indirekte Wechselwirkung zwischen residenten 

und migrierten Zellen innerhalb der Intima bestimmt die weitere 

Läsionsprogression. Die aktivierten dendritischen Zellen tragen zur T-Zell-

Rekrutierung und -Aktivierung innerhalb der Plaque bei (9).  

Bei der Plaquebildung (Abb.1D) stimulieren proinflammatorische Zytokine und 

Wachstumsfaktoren die Migration glatter Muskelzellen (SMC; smooth muscle 

cells) von der Tunica media in die Tunica intima. Die Proliferation der Intima-

residenten SMC und der SMC, die von der Media zu der Intima wandern, führt 

zur Bildung einer faserigen Kappe. Zur weiteren Stabilisierung einer Plaque 

bilden die glatten Muskelzellen Kollagen (1, 9). Glatte Muskelzellen, 

Schaumzellen, von apoptotischen Zellen abgeleitete Lipide und 

Kalzifizierungszentren bilden einen fettreichen nekrotischen Kern (Abb.1E).  

Bei der Plaquebildung unterscheidet man zwischen instabilen und stabilen 

Plaques (11). Durch fortschreitende Inflammation und Dyslipidämie vergrößert 

sich der lipidreiche Kern. Proinflammatorische Zytokine wie TNF-α 

(Tumornekrosefaktor-α) , IL-1β (Interleukin-1β) und IFN-γ (Interferon-gamma) 

hemmen die Kollagensynthese der SMC, während spezielle Matrix-

Metalloproteinasen (MMPs), die von Makrophagen, Endothelzellen und SMC 

produziert werden, die extrazelluläre Matrix abbauen. Daraus entstehen 

instabile Plaques, die einen großen Lipidkern mit dünner fibröser Kappe 

aufweisen (Abb.1F) und somit eine erhöhte Entzündungsaktivität und ein hohes 

Rupturrisiko zeigen. Im Gegensatz dazu besitzen die stabilen Plaques mit ihrem 

kleinen Lipidkern und der dicken fibrösen Kappe ein geringeres Risiko einer 

Plaqueruptur. Die Anfälligkeit für eine Plaqueruptur nimmt bei 

hämodynamischem Stress weiter zu und kann im Verlauf in einem Plaqueabriss 

enden (1, 9). Diesem folgt der direkte Kontakt zwischen Gewebsfaktoren, 

zirkulierenden Thrombozyten und Blutkoagulationskomponenten mit 

anschließender Thrombusbildung, die zu einer partiellen oder kompletten 

Unterbrechung des Blutflusses führt (10, 11). Die dadurch bedingte myokardiale 

Ischämie kann klinisch als „akutes Koronarsyndrom“ (ACS; acute coronary 
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syndrom) manifestiert werden. Nach den Leitlinien der Deutschen Gesselschaft 

für Kardiologie (www.dkg.org) werden unter dem Begriff ACS die 

lebensbedrohlichen Phasen der koronaren Herzerkrankung zusammengefasst. 

Neben dem plötzlichen Herztod sind hierunter die instabile Angina, der Nicht-

ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) und der ST-Hebungsinfarkt (STEMI) zu verstehen 

(12). In der Praxis sind die Übergänge der klinischen Symptomatik dieser 

Formen fließend.  

1.1.2 Therapie des Myokardinfarktes 
Die notfallmäßige Behandlung des akuten Myokardinfarktes basiert auf einer 

raschen Wiederherstellung der Myokardperfusion und einer Minimierung der 

Infarktausdehnung. Für die schnellstmögliche Wiederherstellung der 

Myokardperfusion sind gerinnungs- und thrombozytenaggregationshemmende 

Medikamente (Heparin, Aspirin, Clopidogrel) (13) essenziell. Zu der 

Akuttherapie gehören ebenfalls eine symptomorientierte Behandlung mit 

Sauerstoffgabe, eine ausreichende Analgosedierung z.B mit Morphin und 

Benzodiazepinen sowie eine Senkung der Vorlast mit Nitraten und 

Betablockern, soweit keine Kontraindikationen vorhanden sind. Nach Abschluss 

der Akutmaßnahmen ist die schnellstmögliche Durchführung einer 

Koronarangiographie anzustreben, um befundabhängige weitere Maßnahmen, 

wie eine Ballon- oder Stentimplantation, einzuleiten (14). Bei schweren 

klinischen Fällen von Atherosklerose, bei denen mittelgroße bis große Gefäße 

betroffen sind, kommen auch chirurgische Interventionen in Frage, um weitere 

Risiken eines ischämischen Gewebeschadens zu verringern (15). 

Ziel der Folgetherapie ist das Fortschreiten der Herzinsuffizienz zu verhindern 

und damit die kardiale Morbidität und Mortalität zu senken. Aus diesem Grund 

stellt die Eindämmung des Remodeling Effektes nach stattgehabten 

Myokardinfarkt eines der wichtigsten Therapieziele dar (16). Für eine 

verbesserte Langzeitprognose ist die Optimierung des kardiovaskulären 

Risikoprofils (Lebensstiländerung, Gewichtsreduktion, Nikotinkarenz, 

körperliche Aktivität, Stressreduktion) des Patienten von großer Bedeutung. 

Pharmakologische Maßnahmen wie die Betablockertherapie zur Senkung des 

myokardialen Sauerstoffbedarfs und zum Schutz vor ventrikulären Arrhythmien, 

die Gabe von ACE-Hemmern und Spironolacton (14, 17) sowie die Gabe von 
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Statinen zur Cholesterinsenkung (18), begünstigen den weiteren Verlauf von 

Infarktpatienten. 

Ziel aller Therapieansätze ist eine aus einem Myokardinfarkt resultierende 

Einschränkung der Pumpfunktion zu minimieren. Allerdings ist die 

medikamentöse Therapie eher palliativ, da die Wiederherstellung 

physiologischer und funktionsfähiger Kardiomyozyten mit folgender 

Angiogenese hierunter nicht möglich ist (19). Im Endstadium einer schweren 

chronischen Herzinsuffizienz besteht als kurativer Therapieansatz die 

Möglichkeit einer Herztransplantation. Aufgrund der begrenzten Anzahl der 

Organe bleibt diese aber nur für wenige Patienten eine Option (20). Angesichts 

dieser Therapieeinschränkungen werden neue alternative Therapien erforscht, 

beispielsweise Gen-, Protein- und Stammzelltherapien (21). 

1.1.3 Stammzellen 
1.1.3.1 Stammzellpopulationen 
Stammzellen sind definiert als Zellen, die sich erneuern können und 

Tochterzellen bilden, die zudem die Fähigkeit der Differenzierung in 

verschiedene Zelltypen besitzen (Abb.2) (22). Abhängig von der 

Stammzellklasse besitzen sie das Potential sämtliche Körperzellen oder 

lediglich bestimmte Zelltypen hervorzubringen (Abb.2). Man unterscheidet je 

nach Herkunft zwischen embryonalen, fetalen und adulten Stammzellen 

(Abb.2). Embryonale Stammzellen (aus dem Embryo) besitzen das Potential 

sich in Zellen jedes Keimblattes (Endoderm, Ektoderm, Mesoderm) und in 

Keimbahnzellen auszudifferenzieren (Abb.2). Sie können sich somit in nahezu 

jeden Zelltyp des menschlichen Körpers differenzieren und werden daher als 

pluripotent bezeichnet (Abb.2) (23). Embryonale Stammzellen können durch 

drei verschiedene Methoden isoliert werden: 1) aus überzähligen Embryonen 2) 

aus abgetriebenen Föten sowie 3) durch das sogenannte therapeutische 

Klonen (Zellkerntransfer). Nach neueren Erkenntnissen lassen sie sich 

außerdem aus bereits ausdifferenzierten Zellen gewinnen, wenn diese mit 

bestimmten Methoden "umprogrammiert" werden.  

Während embryonale Stammzellen eindeutig die Fähigkeit besitzen sich in eine 

Vielzahl von Zelltypen zu differenzieren und dadurch zum Entstehen von 
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Gewebe und Organen beitragen, sind die meisten adulten Stammzellen 

spezifisch auf einen bestimmten Gewebetyp festgelegt und haben dadurch ein 

reduziertes Entwicklungspotential (Abb.2). Diese Einschränkung nennt man 

„Multipotenz“ (24, 25). Pluripotente adulte Stammzellen sind selten und meist in 

einer geringen Zahl vorhanden, jedoch konnten sie in Nabelschnurblut und 

anderen Geweben nachgewiesen werden  (26, 27). Adulte Stammzellen sind im 

Gegensatz zu embryonalen Stammzellen schwer aufzufinden, zu isolieren und 

in Kultur zu halten. Des Weiteren besitzen Stammzellen eine beschränkte 

Vermehrfähigkeit und sind somit nur begrenzt lebensfähig. Allerdings ist die 

Gewinnung und Verwendung von adulten Stammzellen ethisch weniger 

bedenklich. Der unbestreitbare Vorteil, den adulte Stammzellen bieten ist, dass 

sie sich aus autologen und somit immunkompatiblen Zelltransplantaten 

herstellen lassen. 

 

Abbildung 2 Herkunft und Entwicklungsmöglichkeiten von Stammzellen 
für medizinische Anwendungen. Adaptiert von S. Dimmeler, Vortrag für die 

Gesellschaft Deutscher Chemiker  
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Adulte Stammzellen lassen sich in mindestens 3 verschiedene Gruppen 

unterteilen: Knochenmarkstammzellen, zirkulierende Stamm- oder 

Progenitorzellen, die alle zumindest teilweise dem Knochenmark entstammen 

und gewebsresidente Stammzellen (Abb.3). Die Knochenmarkstammzellen sind 

am besten charakterisiert und wurden bis jetzt in der Mehrheit der bisherigen 

klinischen Studien verwendet. Knochenmark enthält ein komplexes Sortiment 

von Progenitorzellen, einschließlich hämatopoetischen Stammzellen (HSC), 

Side-Population-Zellen (SP-Zellen Rhodamin ausschleusende Zellen), (28) 

mesenchymale Stammzellen (MSCs) oder Stromazellen (29) und multipotenten 

adulten Progenitorzellen (MAPCs), eine Untergruppe von MSCs (Abb.3) (26). In 

mehreren Studien wurde die Verwendung dieser verschiedenen Knochenmark-

Stammzellen in ischämischem Gewebe untersucht und es scheint, dass diese 

Zellen einen Schutz vor ischämischen Gewebsschäden bieten. 

 

Abbildung 3 Differenzierung multipotenter Stammzellen. 
 

Eine weitere Population von Porgenitorzellen von denen ebenfalls gezeigt 

wurde, dass sie therapeutisches Potential aufweisen, ist der Pool von 

Progenitorzellen die im Blut zirkulieren. Progenitorzellen wurden auf der Suche 

nach proangiogenen Zellen für die therapeutische Vaskulogenese entdeckt. 

Asahara und Isner isolierten die sogenannten "endothelialen Progenitorzellen“. 

Ihre Funktion ist definiert durch die Bildung neuer Blutgefäße, insbesondere bei 
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der Verbesserung der Neovaskularisation nach Ischämie (30, 31). In der 

Annahme, dass diese Zellen erwachsene Hämangioblasten repräsentieren 

können, wurden sie durch die Expression von mindestens zwei 

hämatopoetischen Stammzellmarkern (CD133+ oder CD34+) und dem 

Endothelmarker VEGF-R2 (vascular endothelial growth factor receptor 2; auch 

bekannt als KDR;  kinase insert domain receptor oder flk-1; fetal liver kinase 1) 

charakterisiert. 

1.1.3.2  Was ist das CD34-Antigen? 
Das CD34-Antigen ist Mitglied einer Familie von Single-Pass-

Transmembranproteinen, es hat ein Molekulargewicht von 116 kD und wird in 

primitiven hämatopoetischen Stammzellen, Kapillarendothelien und 

embryonalen Fibroblasten gebildet. Die Expression von CD34 ist mit 

zunehmender Reifung rückläufig. Akute myeloische, akute lymphoblastische 

sowie undifferenzierte Leukämien können eine CD34-Expression aufweisen. 

Unter den Weichgewebstumoren zeigen insbesondere Gefäßtumoren eine 

CD34-Positivität. CD34 ist ebenfalls ein Marker für die Darstellung von 

Kapillarendothelien zum Beweis einer Lymph- oder Hämangiosis carcinomatosa 

(32-35). Obwohl das CD34-Antigen seit Ende der 1980er untersucht wird (36, 

37), wurden seine genauen Funktionen bisher nicht ausreichend identifiziert. 

Das CD34-Protein spielt vermutlich eine Rolle bei verschiedenen Prozessen, 

wie z.B: 

• Identifikation der hämatopoietischen Stammzellen 

• Förderung der Proliferation von hämatopoetischen Vorläuferzellen (38) 

• Förderung der Lymphozyten-Adhäsion an das vaskuläre Endothel über 

die Bindung an L-Selektin (39)  

• Verbesserung der Zelladhäsion (40-42) 

• Verhinderung der Aktivierung von Integrinen und der Integrin vermittelten 

Adhäsion von hämatopoetischen Stammzellen (43) 

• Beteiligung in der Hämatopoese (nach Engraftment mit Knochenmark 

von CD34-null-Mäusen wurden kleine hämatopoetische Defekte 

beobachtet) (38) 

• Beteiligung an der Wanderung von hämatopoetischen Zellen (44, 45) 
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1.1.3.3 CD34+ Zellen und Myokardinfarkt 
Die CD34+ Knochenmarkzellen repräsentieren eine gut charakterisierte 

Population von Stammzellen, die traditionell klinisch verwendet wurden, um das 

hämatopoetische System nach Strahlung oder Chemotherapie zu regenerieren 

(46-48). Es wurde vor kurzem gezeigt, dass CD34+ Zellen die therapeutische 

Angiogenese in verschiedenen Tiermodellen von myokardialer, peripherer und 

zerebraler Ischämie induzieren. Dabei spielen sowohl die direkte Inkorporation 

der Zellen in das expandierende Gefäßsystem als auch die parakrine Sekretion 

von angiogenen Wachstumsfaktoren, die die Entwicklung von Mikrogefäßen 

unterstützt, eine wesentliche Rolle. Allerdings bleibt der genaue Mechanismus 

durch den CD34+ Zellen die therapeutische Angiogenese fördern, nicht 

vollständig verstanden. 

Neben natürlich vorkommenden Ereignissen und pharmakologischer Induktion 

führen bestimmte pathophysiologische ischämische Bedingungen zu einer 

akuten Mobilisierung von CD34+ Zellen aus dem Knochenmark. Sowohl eine 

myokardiale Ischämie (49, 50) als auch eine periphere Ischämie (51) 

stimulieren endogen die CD34+ Zellmobilisierung. Nach ihrer Mobilisierung 

erreichen die CD34+ Zellen die ischämischen Zonen. Die Anzahl der 

zirkulierenden CD34+ Zellen scheint als ein Indikator für das kardiovaskuläre 

Outcome in vielen klinischen Situationen zu dienen: die Anzahl der 

zirkulierenden CD34+ Zellen ist in der Regel umgekehrt proportional zu der 

Schwere der Erkankung und zum Alter des Patienten  (52-54). Hohes Alter und 

chronische kardiovaskuläre Erkrankungen verringern sowohl die Funktionalität 

als auch die Gesamtanzahl von CD34+ Zellen (55). Diese letzte Feststellung 

lässt vermuten, dass es eine natürliche zeitabhängige Abnahme des 

angiogenetischen Potentials der CD34+ Progenitorzellen gibt.  

Viele Umweltfaktoren scheinen ebenfalls die Dichte von zirkulierenden CD34+ 

Zellen in menschlichen Patienten zu beeinflussen. Gesundheitsrisikofaktoren 

wie Nikotin- und Alkoholabusus weisen einen negativen Effekt auf die Anzahl 

der CD34+ Zellen auf  (56, 57). CD34+/KDR+ Zellen sind bei Patienten mit 

Hypercholesterinämie (58) und chronischen kardiovaskulären Erkrankungen 

(59) reduziert. Chatzichristos et al. zeigte zum ersten Mal, dass Patienten mit 

gemischter Dyslipidämie eine geringere Anzahl von CD34+ und CD34+/KDR+ 
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Progenitorzellen im peripheren Blut sowie eine geringere Fähigkeit zur Bildung 

von Kolonie-bildenden-Endothelzellen im Vergleich zu Kontrollproben 

aufweisen. Rosuvastatin allein oder in Kombination mit Omega-3-Fettsäuren 

reduzierte den LDL-Cholesterol- und Triglyzerid-Spiegel und beeinflusste positiv 

die Anzahl der CD34+ und CD34+/KDR+ Progenitorzellen im peripheren Blut 

sowie ihre Fähigkeit zur Bildung von Endothelzellen (60). Zudem führen 

körperliche Bewegung und die Verbesserung des kardiovaskulären Risikoprofils 

in der Regel zu einer Erhöhung des CD34+ Zell-Spiegels (61, 62). 

Der Glaube, dass die CD34+ Zellen in der Behandlung von ischämischen 

Erkrankungen nützlich sein könnten, besteht vor allem aus der Tatsache, dass 

das CD34-Antigen sowohl auf endothelialen Progenitorzellen als auch auf 

ausdifferenzierten Endothelzellen exprimiert wird (63-66). Es wurde gezeigt, 

dass ein kleiner Anteil von zirkulierenden CD34+ Zellen den KDR-Rezeptor 

(CD34+/KDR+) exprimiert, der sich auch auf der Oberfläche der Endothelzellen 

befindet (67). KDR ist ein Typ III Tyrosinkinase Rezeptor, der auch als VEGFR-

2 bekannt ist. CD34+/KDR+ Vorläuferzellen haben ein starkes Interesse als 

mögliche diagnostische und prognostische Biomarker und als neue 

therapeutische Option für chronisch kardiovaskuläre Erkrankungen erzeugt (58, 

68). Die Annahme, dass CD34+ Zellen schließlich eine endotheliale Rolle 

übernehmen und somit die therapeutische Angiogenese initiieren können, bildet 

die Grundlage dieses neuen Ansatzes zur Bekämpfung kardiovaskulärer 

Erkrankungen. 

Es wird zudem vermutet, dass bestimmte aus Knochenmark stammende 

Stammzellen die Fähigkeit besitzen sich terminal in Kardiomyozyten zu 

differenzieren und somit das Myokard nach einem Myokardinfarkt-  oder 

Herzinsuffizienz- bedingtem Zelltod regenerieren zu können (Abb.4) (69). 

Aktuelle Erkenntnisse deuten darauf hin, dass CD34+ Zellen: 1. sich in 

Kardiomyozyten transdifferenzieren (70-73), 2. mit bereits existenten 

Kardiomyozyten fusionieren (74, 75) und 3. sich in verschiedene endotheliale 

Zelllinien differenzieren (51, 76, 77). 
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Abbildung 4 Stammzelltherapie nach Myokardinfarkt. Zahlreiche 

experimentelle Studien untersuchen das Potenzial verschiedener 

Stammzelltypen über verschiedene Applikationswege zur Neovaskularisation 

und zu kardialer Reparatur oder Regeneration (78, 79).  Adaptiert von Tongers 

J et al. Eur Heart J. 2011 (79). 

 

1.2 Die Rolle der Thrombozyten im akuten Myokardinfarkt 
1.2.1 Thrombozyten und atherosklerotische Plaques 
Thrombozyten spielen eine bedeutende Rolle im Prozess der Atherosklerose 

und Atherothrombose. Thrombozyten regulieren die proinflammatorische IL-1β-

Produktion und können für eine lange Zeit innerhalb der atherosklerotischen 

Plaques aktiviert bleiben (80). Eine erhöhte Thrombozytenaktivierung im 

Rahmen einer koronaren Herzerkrankung (81) sowie der Nachweis von PF4 

(platelet factor 4), anderen platelet-derived Chemokinen und 

Wachstumsfaktoren in menschlichen arteriosklerotischen Plaques (82, 83), 

zeigen nachweislich einige Verbindungen zwischen Thrombozyten und 

Atherosklerose.  
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Thrombozyten beeinflussen die Pathophysiologie der Atherosklerose sowohl in 

den frühen Stadien z.B. im Rahmen der endothelialen Dysfunktion (84, 85) als 

auch in den späteren Stadien bis zur Plaqueruptur (86) durch 

Chemokinfreisetzung (87-89), thrombozytäres oxLDL (90), Freisetzung von 

Mikropartikeln (91) und inflammatorischen Mediatoren (92) sowie direkte Zell-

Zell-Interaktionen (93, 94). Eine der wichtigsten Funktionen der Thrombozyten 

in der Atherosklerose ist die Rekrutierung von Leukozyten durch direkte 

Rezeptor-Ligand-Interaktionen oder durch freigesetzte Faktoren wie Chemokine 

(94, 95).  

Thrombozyten sind von großer Relevanz bei der Initiierung der Atherosklerose. 

Während Ihrer Aktivierung in der Mikroumgebung der atherosklerotischen 

Plaques oder sogar in sehr frühen Stadien der Atherogenese in Bereichen mit 

hoher Scherspannung exprimieren Thrombozyten einen höheren Spiegel von 

proinflammatorischen Adhäsionsrezeptoren (ICAM-1, GPIbα; Glykoprotein Ibα, 

αIIbβ3; Glykoprotein αIIbβ3). Die TLR (Toll-like receptors)-vermittelte 

Signalisierung kann über die Bindung von Lipopolysacchariden (LPS), die 

Leukozyten-Wechselwirkung oder die Bindung von Karboxyalkylpyrrolen 

(CAPs) als Einleitung der Atherosklerose mitwirken (96).  

Auch das Komplementsystem trägt zur Atherogenese bei. Die 

Komplementaktivierung ist wichtig für inflammatorische Zustände, die mit einer 

vaskulären Verletzung einhergehen (97, 98). Interessanterweise exprimieren 

Thrombozyten eine Anzahl von Komplementrezeptoren, die für die 

Thrombozytenfunktion und deren Interaktion mit der lokalen Mikroumgebung 

relevant sind (99). Mehrere Komplementkomponenten sind an der 

Plättchenoberfläche gebunden (100, 101). Neuere Untersuchungen zeigten, 

dass die Expression von Komplementanaphylatoxinrezeptoren auf 

Thrombozyten eine starke und positive Korrelation mit 

Thrombozytenaktivierungsmarkern wie P-Selektin bei Patienten mit 

Atherosklerose aufweist (102). 

Thrombozyten steuern das Fortschreiten der Atherosklerose durch 

Chemokinablagerung und Leukozytenrekrutierung (103). Einige erhaltene 

nukleäre Funktionen der Thrombozyten, wie die Fähigkeit mRNA zu 
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translatieren und zu modifizieren, fördern die Entzündung und die endotheliale 

Polarisation. Die Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und 

antigenpräsentierenden dendritischen Zellen tragen, durch das Einbinden von 

Adhäsionsrezeptoren und löslichen Mediatoren, ebenfalls zur 

Atheroprogression bei. 

Desweiteren wirken Thrombozyten bei der Plaqueruptur auf unterschiedliche 

Art und Weise und sind dafür bekannt die Angiogenese zu modulieren, welches 

einen entscheidenden Faktor für die Plaque-Stabilität darstellt. Außerdem 

fördern Thrombozyten die Rekrutierung der glatten Muskelzellen (SMC) über 

den CXCR4-SDF-1α-Signalweg. SMCs sind verantwortlich für die Erstellung der 

extrazellulären Matrix, die die fibröse Kappe der Plaques stabilisiert. Die 

Thrombusbildung in Bereichen der rupturierten Faserkappe wird nach 

Exposition mit Komponenten der extrazellulären Matrix durch Plättchen initiiert 

(104, 105). 

1.2.2 Plättchenadhäsion, -sekretion und Thrombusentstehung 
Nach atherosklerotischer Plaqueruptur und Freilegung der subendothelialen 

Matrix fangen Thrombozyten an im Bereich der verletzten Gefäßwand zu 

adhärieren und aggregieren (106, 107).  Auf diese Weise initiieren 

Thrombozyten den akuten mechanischen Gefäßverschluss und leiten die 

klinische Manifestation der Atherosklerose ein. Thrombozyten exprimieren 

dabei eine Vielzahl membranständiger Adhäsionsmoleküle, die prinzipiell eine 

Adhäsion, trotz der in der arteriellen Strombahn vorherrschenden hohen 

Scherraten, ermöglichen (108). 

Der erste Kontakt zwischen Thrombozyt und Gefäßwand, das sogennate 

„Tethering“, wird insbesondere durch die hoch-affine Interaktion zwischen 

subendothelialem von-Willebrand-Faktor“ (vWF) und thrombozytärem GPIb-V-

IX Komplex initiiert (Abb.5) (109, 110). Der thrombozytäre Kollagenrezeptor 

GPVI spielt dabei ebenfalls eine Rolle (111). Dieser erste Kontakt führt zu einer 

Aktivierung der thrombozytären Integrine aIIbβ3 (Fibrinogenrezeptor) und a2β1 

(Kollagenrezeptor) (Abb.5). Die Interaktion von aIIbβ3 und a2β1 mit 

extrazellulären Proteinen ermöglicht dann eine feste Adhäsion der 

Thrombozyten (Abb.5) (112, 113). 
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Abbildung 5 Adhäsion von Thrombozyten an die verletzte Gefäßwand.  
Adaptiert von Nieswandt B et al. Blood. 2003 (114) 

 

Die feste Integrin-vermittelte Thrombozytendhäsion hat als Folge eine weitere 

Aktivierung und Formänderung der Thrombozyten. Die Blutplättchen bilden 

Pseudopodien und verschließen damit effektiv die Gefäßläsion. Die fest 

adhärenten und aktivierten Thrombozyten bilden Thromboxan und setzen ADP 

(Adenosindiphosphat) frei, das die Aktivierungs- und Aggregationsprozesse 

weiter verstärkt (Abb.5) (115).  Die zirkulierenden Thrombozyten bilden mit den 

adhärenten Thrombozyten Mikroaggregate. Diese Interaktion erfolgt über „lose“ 

Fibrinogenbrücken zwischen den GP-IIb-IIIa-Rezeptoren (116). Auf die primäre 

reversible Aggregation folgt innerhalb von Sekunden bis Minuten später eine 

irreversible Sekundäraggregation. Ferner katalysiert die Formation von 

Mikropartikeln im Bereich der Thrombozytenagreggate die Entstehung von 

Thrombin und damit von Fibrin, das den wachsenden Thrombus stabilisiert. 
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1.3 Thrombozyten und Wundheilung 
Die Hauptaufgabe des Hämostasesystems mit seinen Gerinnungsfaktoren und 

Thrombozyten ist, eine gelungene Wundheilung zu ermöglichen. Thrombozyten 

tragen durch die Förderung der Thrombinbildung und die Sekretion einer 

Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen, die direkt die 

Reparaturmechanismen beeinflussen, zur Wundheilung bei (117). Thrombin 

wirkt, neben seiner prokoagulatorischen Aktiviät bei der Transformation von 

Fibrinogen in Fibrin, als chemischer Lockstoff (Chemoattraktans) für 

Makrophagen, Stromazellen und Endothelzellen (118-120). Außerdem besitzt 

Thrombin in seiner Eigenschaft als Wachstumsfaktor eine mitogene Wirkung 

und unterstützt die Angiogenese (121). 

Ein wichtiger Mediator bei der Wundheilung und beim Remodeling ist der 

platelet-derived SDF-1α (stromal cell-derived factor 1a), der CD34+ 

Progenitorzellen aus dem Knochenmark mobilisiert, zum Ort der Verletzung 

rekrutiert und deren Differenzierung in endotheliale Vorläuferzellen vermittelt 

(122-124). Die Hemmung der Bindung von SDF-1α an seinen Rezeptor CXCR4 

führte in experimentellen Modellen, durch die Beeinträchtigung der 

Zellmigration und gleichzeitig durch eine prolongierte Entzündungsreaktion, zu 

einer verzögerten Wundheilung (125). Die thrombozyten-vermittelte 

Differenzierung von CD34+ Vorläuferzellen in reife Schaumzellen ist auch bei 

der atherosklerotischen Plaquebildung von besonderer Bedeutung (126).  

SDF-1α ist ein potenter proangiogener Mediator, der die Proliferation und 

Differenzierung von Endothelzellen sowie die Angiogenese in vitro und in vivo 

fördert (127-129). Andere pro- und antiangiogene Faktoren, wie VEGF 

(vascular endothelial growth factor) und Endostatin, werden auch aus 

Blutplättchen freigesetzt und besitzen eine entscheidende Rolle bei der 

Revaskularisierung des beschädigten Gewebes (130). 

Zusätzlich zu den angiogenen Faktoren, speichern und sezernieren 

Thrombozyten antiapoptotische Moleküle sowie eine Reihe von TNF-α-

verwandten Apoptoseregulatoren, wie CD95, Apo2 Ligand und Apo3 Ligand, 

die Entzündungsreaktionen und Apoptose in anderen zirkulierenden Zellen 

induzieren können (131). Das Gleichgewicht zwischen proapoptotischen und 
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antiapoptotischen Molekülen, innerhalb dessen das Überleben oder das 

Beseitigen der Zellen aus der Wundstelle gefördert wird, ist für die Regulierung 

der Heilung von entscheidender Bedeutung.  

1.4 Thrombozyten und Gefäßintegrität  
Die letzten Schritte der hämostatischen Reaktion auf äußere Verletzungen oder 

Ruptur von atherosklerotischen Plaques im arteriellen Kreislauf sind mit der 

Wiederherstellung der Integrität der Gefäßwand verbunden. Dieser Prozess 

beinhaltet die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen (SMCs), 

Fibroblasten und Endothelzellen. Thrombozyten besitzen eine enorme 

Bedeutung bei der Regulierung dieser Prozesse. 

Der „Platelet derived growth factor“ (PDGF) nimmt, sowohl im arteriellen als 

auch im venösen Kreislauf bei der Regulierung der SMC-Proliferation und der 

Migration eine besonders wichtige Rolle ein (132). Eine Neointimahyperplasie 

und eine Restenose, die oft nach einer Ballonangioplastie auftreten, werden wie 

bereits vor 25 Jahren gezeigt von PDGF vermittelt (133). Trotz der 

vielversprechenden Tiermodelle erwies sich allerdings die PDGF Hemmung 

beim Menschen noch nicht als wirksam (134). 

Die Thrombozyten überwachen die Gefäßintegrität nicht nur während 

physiologischer Heilungsprozesse, sondern auch unter pathologischen 

Bedingungen, wie zum Beispiel Tumorangiogenese (135) und Entzündungen 

(136). Thrombozyten regulieren die Angiogenese und halten die endotheliale 

Barrierefunktion in entzündeten- und Tumorgefäßen aufrecht. 

1.5 Thrombozyten und bioaktive Mediatoren 
Thrombozyten weisen keine eigene DNA (deoxyribonucleic acid) auf, sondern 

erben von ihrer Mutterzelle, dem Megakaryozyt, genetische Informationen in 

Form von RNA (ribonucleic acid). Die Blutplättchen besitzen mehrere 

einzigartige extranukleäre Mechanismen zur Translation von mRNA 

(messenger RNA) für die Bildung von Proteinen, wie zum Beispiel Interleukin β 

und Gewebefaktor, die die Hämostase mit Entzündungsprozessen verknüpfen 

(137). Thrombozyten dienen nicht nur als Speicher für bioaktive Moleküle, 

sondern auch für Lipid-abgeleitete Mediatoren wie Thromboxan A2 und sie 

beteiligen sich somit am transzellulären Stoffwechsel, der zur Produktion von 
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proinflammatorischen als auch antiinflammatorischen Molekülen beiträgt. 

Thrombozyten setzen zahlreiche bioaktive Mediatormoleküle frei, die die Zellen 

des angeborenen Immunsystems modulieren, Endothelzellen aktivieren und 

systemische Immunantworten beeinflussen können.  

1.6 Entzündung nach Myokardinfarkt 
Bei einem Myokardinfarkt sterben Herzmuskelzellen ab. Nach einem 

Herzinfarkt muss der Körper abgestorbenes Herzmuskelgewebe durch eine 

stabile Narbe ersetzen. Daraufhin wandern Zellen des Immunsystems in das 

geschädigte Gewebe ein und lösen eine Entzündungsreaktion aus, in deren 

Verlauf Immunzellen das abgestorbene Gewebe abbauen. Dabei spielen die 

Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten mit dem 

inflammatorischen Endothel eine entscheidende Rolle. 

1.6.1 Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten 
Leukozyten können auf adhärenten Thrombozyten rollen, fest adhärieren und 

transmigirieren (138, 139). Das Rollen und die Adhäsion von Leukozyten auf 

Thrombozyten werden durch adhäsive Rezeptoren, Zellgeometrie und 

Scherkräfte, die innerhalb des fließenden Bluts erzeugt werden, reguliert (140). 

Die Selektin Familie der adhäsiven Rezeptoren vermittelt die Anfangsphase des 

Zellrollens (141). P-Selektin spielt eine wesentliche Rolle bei den 

Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen (Abb.6). Der am besten 

charakterisierte Leukozyt-Ligand für P-Selektin ist der P-selektin glycoprotein 

Ligand (PSGL-1), der mit allen Selektin-Subtypen unter inflammatorischen 

Bedingungen interagieren kann (142). Die Ligation des P-Selektins mit dem 

PSGL-1 verbindet nicht nur die Leukozyten mit den aktivierten Thrombozyten 

sondern liefert auch Signale, die die Integrin-Aktivierung, Genexpressionswege 

und andere funktionelle Antworten von Leukozyten triggern (143). Die 

zytoplasmatische Domäne von PSGL-1 ist einerseits unnötig für das Rollen der 

Leukozyten, andererseits aber essenziell für die Aktivierung des leukozytären 

β2 Integrins (144). 
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Abbildung 6 Adhäsive Interaktionen zwischen Thrombozyten und 
Leukozyten. Thrombozyten (rot), Leukozyten (blau), Endothelzelln (grün).  

Adaptiert von Lam FW et al. Comprehensive Physiology. 2015 (145).   
 

Immobilisierte und freigesetzte Chemokine sind auch für die feste Adhäsion und 

den Arrest von Leukozyten erforderlich. In rekonstituierten Systemen lösen 

immobilisierte Chemokine, vor allem aufgrund der Aktivierung von G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), den Leukozyten-Arrest innerhalb von einer 

Sekunde aus (146, 147). Unter den von Thrombozyten freigesetzten 

Chemokinen, die die Leukozytenfunktion und die Thrombozyten-Leukozyten-

Wechselwirkungen beeinflussen, nehmen PF4/CXCL4, RANTES (durch 

Aktivierung reguliert, von normalen T-Zellen exprimiert und sezerniert; CCL5) 

und das wachstumsbedingte Onkogen-a eine prominente Rolle ein (88, 148). 

Wenn Leukozyten von aktiviertem PSGL-1 und von GPCRs gleichzeitig Signale 

empfangen, wird die Expression von Transkriptionsfaktoren, Cytokinen und 

Chemokinen erhöht (149-152). Die Leukozytenaktivierung erhöht die Festigkeit 

der Integrin-Bindungen. Dies führt zu einer festen Adhäsion, vermittelt durch die 

aMb2-Integrin (MAC-1) Bindung an GPIb und/oder anderen Liganden sowie 

Fibrinogen gebunden an aIIbb3 Integrin auf der Plättchenoberfläche (137). Die 
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Signalisierung durch die Src-Familie-Kinasen (SFKs) ist erforderlich um die b2-

Integrin-Aktivierung zu erhalten. Ein wichtiger downstream-Mediator der SFK- 

abhängigen Signalisierung kann Pyk2 sein, der bei der Adhäsion von 

Leukozyten an Blutplättchen phosphoryliert wird und erforderlich ist, um die 

Thrombozyten-Neutrophilen-Adhäsion in murinen und humanen Zellen zu 

erhalten (153). Leukozyten, die den Übergang von Rollen zu fester Haftung 

unterziehen, werden durch Clustering von L-Selektin und PSGL-1 polarisiert. 

Dies fördert eine weitere Rekrutierung von Leukozyten durch Leukozyten-

Leukozyten-Wechselwirkungen (154, 155). 

Die Bindung von aktivierten Thrombozyten an Leukozyten erhöht ihre Adhäsion 

an das Endothel und fördert die Transmigration. Dies ist ein wichtiger 

Mechanismus, wobei die Akkumulation von Neutrophilen und Monozyten in 

entzündeten oder verletzten Gefäßen und Geweben erleichtert wird (156). Laut 

neuer Studienergebnisse verbessern Thrombozyten in vitro die Adhäsion von 

CD14highCD16+ Monozyten an Endothelzellen (157), erleichtern die 

Transmigration von humanen und murinen Neutrophilen über einem IL-1β-

aktivierten Endothelmonolayer (145) und verstärken selektiv die Rekrutierung 

von Monozyten an das Endothel in verschiedenen Mensch- und Tiermodellen 

mit vaskulärer Inflammation (158). 

Die Thrombozyten-Leukozyten-Wechselwirkungen tragen zur pathologischen 

vaskulären Inflammation und Thrombose, in einer Vielzahl von experimentellen 

und klinischen Syndromen, bei. Aktivierte Thrombozyten binden auch an 

zirkulierende Leukozyten und bilden mehrzellige heterotypische Aggregate 

(156, 159). In jedem dieser Wechselwirkungen stellt sich weiterhin die Bindung 

von P-Selektin auf der Plasmamembran der aktivierten Thrombozyten an den 

leukozytären PSGL-1 als dominantes molekulares Ereignis dar.  

Thrombozyten-Monozyten Aggregate und Thrombozyten-Neutrophilen-

Aggregate kommen im Blut von Menschen im Rahmen zahlreicher 

inflammatorischer Erkrankungen vor. Diese Aggregate könnten auch als Träger 

für den lokalen und systemischen Transport der Gerinnungsfaktoren dienen 

(160, 161). Beobachtungen am Menschen- und Mausmodellen zeigen, dass 

Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregate zu einer erhöhten pulmonalen 
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vaskulären Permeabilität und einem chronischen Entzündungszustand bei 

Patienten mit Sichelzellanämie führen (162). Die Thrombozyten-Monozyten 

Aggregate sind, zum Teil wegen der differenziellen Regulation von PSGL-1, 

stabiler als die Thrombozyten-Neutrophilen-Komplexe (163, 164). Somit könnte 

sich die Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten als eine der 

empfindlichsten und dauerhaftesten Marker der in vivo 

Thrombozytenaktivierung unter experimentellen und klinischen Bedigungen 

darstellen (86). 

Die Interaktionen zwischen aktivierten Thrombozyten mit Lymphozyten, 

dendritischen Zellen und Makrophagen beeinflussen die adaptive 

Immunantwort und nehmen eine essenzielle Rolle bei vielen chronischen 

Entzündungs- und Immunprozessen ein (Abb.7) (165). Durch die Entdeckung, 

dass Thrombozyten CD40L exprimieren und sezernieren, gewannen die 

Blutplättchen weitere Anerkennung als Effektorzellen des adaptiven 

Immunsystems. CD40L ist ein Signalmolekül von zentraler immunologischer 

Bedeutung. Als Zelloberflächenrezeptor aus der Familie der 

Tumornekrosefaktoren wird CD40L konstitutiv von antigenpräsentierenden 

Zellen wie Monozyten/Makrophagen, aber auch von Nicht-Immunzellen wie 

Endothelzellen exprimiert. CD40L besitzt eine besondere Bedeutung bei dem T-

Zell-abhängigen Isotypenswitch, bei der Produktion von Antikörper-

Unterklassen von B-Zellen und bei der dendritischen Zellaktivierung. Außerdem 

verstärken die Aktivitäten von Thrombozyten, wie die Synthese von IL-1β, 

ferner die Hypothese, dass Blutplättchen adaptive Immunwege initiieren, 

verstärken oder ändern könnten (166-168). 

Diese Ergebnisse liefern Hinweise, dass die Wechselwirkungen von aktivierten 

Thrombozyten mit Leukozyten, neben ihren physiologischen inflammatorischen 

Konsequenzen, auch Ereignisse wie mikrovaskuläre Okklusion, Thrombose und 

Entzündungsausbreitung beeinflussen könnten (169, 170). 
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Abbildung 7 Interaktionen zwischen Thrombozyten und Immunzellen. 
Ausgewählte Beispiele für pro-inflammatorische Wirkungen von Thrombozyten, 

die zu funktionellen Konsequenzen auf Leukozyten führen. Thrombozyten 

interagieren mit Leukozyten sowohl durch Adhäsionsmechanismen als auch 

durch Freisetzung von Zytokinen/Chemokinen. Dies führt zu einer Leukozyten-

Aktivierung und einer verstärkten Leukozyten-Endothel-Adhäsion. Durch diese 

Mechanismen nehmen Thrombozyten an mehreren normalen und 

pathologischen Immunfunktionen teil, einschließlich mikrobieller Tötung, 

Leukozytenhoming, Wundheilung, allergischer Entzündung und Atherosklerose. 

Adaptiert von Lam FW et al. Comprehensive Physiology. 2015 (145). 

 

1.6.2 Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen 
Analog zu den Wechselwirkungen zwischen Leukozyten und Thrombozyten 

können Leukozyten auch mit den Endothelzellen interagieren (138, 139). Die 

Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen wird über verschiedene 

Zelladhäsionsmoleküle, die zu den Selektinen, den Integrinen und der 

Immunglobulin Superfamilie gehören, reguliert (Abb.8) (171). Obwohl sich 

einige der Rezeptor-Liganden-Paare und Signalmoleküle, die die 

Wechselwirkungen zwischen Leukozyten und Endothelzellen vermitteln, von 
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denjenigen, die an den Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen (139) beteiligt 

sind, unterscheiden, sind viele der grundsätzlichen Aspekte ähnlich.  

Die Leukozyten müssen aus dem zirkulierenden Blut in das Gewebe gelangen, 

um ihre Funktion am Entzündungsort zu erfüllen. Dies geschieht in einem 

mehrstufigen Prozess, der sogenannten Leukodiapedese (von altgriechisch διά 

dia „durch“, „hindurch“, „zwischen“, „auseinander“ und altgriechisch πηδᾶν 

pedan „springen“, „hüpfen“), bei dem die Leukozyten mit dem Endothel in den 

postkapillären Venolen interagieren.  

 

Abbildung 8 Leukozyten-Endothel Kontakt durch Interaktionen von JAMs 
mit Integrinen.  Adaptiert von Weber C et al. Nature Reviews Immunology 

2007 (172). 

 

Initial kommt es zu einem reversiblen Anhaften (tethering) von Leukozyten an 

der Gefäßwand. Die Leukozyten bilden mit dem Gefäßendothel der 

postkapillären Venolen temporäre Kontakte aus, sodass sie wiederholt an 

Endothelzellen binden und sich wieder ablösen. Dies führt zu einem 

intravaskulären Rollen (rolling). Die Schritte der reversiblen Anhaftung und des 

Rollens werden von Selektinen, ihren glykosylierten Liganden und niederaffinen 
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Integrinen vermittelt (173, 174). Folglich kommt es zu einer Verlangsamung der 

Rollbewegung der Leukozyten. Für das Leukozytenrollen sind vorwiegend 

Interaktionen zwischen PSGL-1 und P-Selektin (175), sowie das β2-Integrin 

LFA-1 (αLβ2, CD11a/CD18; leukocyte function associated antigen-1) oder das 

β1-Integrin VLA-4 (α4β1, CD49d/CD29; very late antigen-4) verantwortlich (176, 

177). Die durch Selektine vermittelte Interaktion von Leukozyten und Endothel 

zeigt eine geringe Bindungsstärke und ist reversibel. Für eine stabile Adhäsion 

ist die Aktivierung der Leukozyten durch Chemokine essenziell.  Durch die 

Bindung von Chemokine an den spezifischen Rezeptoren, die auf den 

Leukozyten lokalisiert sind, kommt es zu einer Aktivierung von Integrinen (171). 

Die stabile Adhäsion von Leukozyten und Endothelzellen wird hauptsächlich 

durch Wechselwirkungen zwischen leukozytären Integrinen und endothelialen 

Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie wie ICAM-1 (CD54; intercellular 

adhesion molecule-1), VCAM-1 (CD106; vascular cellular adhesion molecule-

1), PECAM-1 (CD31 platelet endothelial cell adhesion molecule-1) und JAMs 

(junctional adhesion molecules) vermittelt. Anschließend erfolgt die 

Transmigration der Leukozyten über den trans- oder parazellulären Weg durch 

die Gefäßwand in extravaskuläres Gewebe. Die Diapedese setzt eine regulierte 

Öffnung und Wiedervershluß der Endothelzellverbindungen voraus. Dabei spielt 

das Adhäsionsmolekül VE-Cadherin (vascular endothelial-cadherin), welches 

Endothelzellen homophil miteinander verbindet und damit die 

Endothelzellkontakte  stabil hält, die Hauptrolle. Diese Funktion wird zusätzlich 

von der Phosphatase VE-PTP, die ausschließlich auf der Oberfläche der 

Endothelzellen zu finden ist, unterstützt. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die 

Anheftung von Leukozyten an das Endothel eine Dissoziation der VE-PTP von 

VE-Cadherin bewirkt, die die Öffnung der Endothelzellkontakten ermöglicht 

(178). Nach dem Überwinden der Endothelbarriere müssen die Leukozyten die 

darunterliegende Basalmembran, die aus extrazellulären Matrixproteinen wie 

Kollagen IV besteht durchqueren, um in den Entzündungsherd einzudringen 

(179). Die Leukozyten wandern dann ins Interstitium aus und werden 

chemotaktisch zu den Orten der Infektion oder Verletzung geleitet 

(Chemorheotaxis), um dort als Effektorzellen zu fungieren (180, 181). Diese 

Vorgänge werden von Integrinen und Mitgliedern der Immunglobulin-

Superfamilie kontrolliert (182). 
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1.7 Selektine 
Selektine haben eine gemeinsame Domänenstruktur. Sie besteht aus einer am 

N-Terminus kalziumabhängigen Lektindomäne vom C-Typ (CTLD; c-type lectin-

like domain), gefolgt von einer EGF- Domäne, 2-9 Wiederholungssequenzen, 

so genannte „short consensus repeats“ (SCR), einer Transmembrandomäne 

und einer kurzen zytoplasmatischen Domäne (183). Die Selektine binden an 

eine einfache Zuckerdeterminante (sialyl Lewis x, sLex genannt). Patienten mit 

einem Defekt in ihrem Glucosestoffwechsel, die keine sLex-Determinanten auf 

ihren Zellen exprimieren können, leiden an sogenannten rekurrenten 

bakteriellen Infektionen, sind geistig retardiert und kleinwüchsig (184, 185). Die 

Familie der Selektinrezeptoren besteht aus drei Mitgliedern: Nämlich P-, E- und 

L-Selektin (186). Diese drei Formen von Typ I-Transmembranglykoproteinen 

sind auf unterschiedlichen Zellen exprimiert. 

L-Selektin (auch als Mel-14, CD62L oder LAM-1 bezeichnet) wird konstitutiv 

auf den Mikrovilli aller zirkulierenden Leukozyten, bis auf Gedächtniszellen, 

exprimiert und verschwindet nach der Aktivierung schnell wieder von ihrer 

Oberfläche (173).  

E-Selektin (auch als CD62E oder ELAM-1 bezeichnet) wird auf aktivierten 

vaskulären Endothelzellen exprimiert (187). Die Expression von E-Selektin wird 

durch Aktivierung von Endothelzellen mit Zytokinen, insbesondere durch IL-1β, 

TNF-α oder Lipopolysacchariden (LPS) induziert. E-Selektin wird de novo 

synthetisiert und erreicht deswegen seine maximale Konzentration erst nach 

zwei bis 4 Stunden. Nach 24 Stunden fällt die Konzentration auf ihren 

Ausgangszustand zurück. 

P-Selektin (auch als PADGEM; platelet activation-dependent granule to 

external membrane protein, CD62P oder GMP-140; granule membrane protein 

140 bezeichnet) ist auf Thrombozyten und aktivierten Endothelzellen exprimiert 

(188). P-Selektin liegt gespeichert in einer funktionsfähigen Form in den Weibel-

Palade-Körpern der Endothelzellen und α-Granula der Thrombozyten vor. Als 

Antwort auf Mediatoren entzündlicher Reaktionen wie Thrombin, Histamin, 

Leukotrien LTB4 oder Komplementfaktor C5a, werden sie rasch zur 

Zelloberfläche transportiert, wo sie an neutrophile Granulozyten und Monozyten 

binden. Ebenfalls konnte eine Induktion der mRNA für P-Selektine gezeigt 

werden. Zellaktivierung mit Zytokinen oder Lipopolysacchariden (LPS) 
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induzieren die Neusynthese von P-Selektin (189). P-Selektin erreicht innerhalb 

von 5-10 Minuten nach Stimulation seine maximale Konzentration und sinkt 

innerhalb der nächsten 30-60 Minuten wieder stark ab. Das Protein wird dabei 

durch Endozytose internalisiert (190). 
Zu allen Selektinen sind spezialisierte Liganden bekannt. P-selektin 

glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), der von Leukozyten exprimiert wird, ist der 

Hauptvertreter der Liganden die an Selektinen andocken (151). Die Bindung 

von P-Selektin an PSGL-1 vermittelt eine Reihe von Zell-Zell-Interaktionen 

(Abb. 9). 

 
Abbildung 9 Zell-Zell-Interaktionen vermittelt durch P-Selektin und PSGL-
1. Die Bindung von P-Selektin an PSGL-1 vermittelt: 1. das Rollen von 

Leukozyten auf entzündeten Endothelzellen (A) oder adhärenten aktivierten 

Thrombozyten (B), 2. die Adhäsion von Thrombozyten an myeloische 

Leukozyten, welches zur Bildung von gemischten Zellaggregaten führt (C) und 

3. die Adhäsion von einigen Tumorzellen an Thrombozyten und Endothelzellen 

(D). Adaptiert von Zimmerman GA et al. Proceedings of the National Academy 

of Sciences of the United States of America. 2001 (191). 
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1.8 Chemokine 
Der Name Chemokin ist aus den Begriffen „chemotaktisch“ und „Cytokin“ 

abgeleitet. Chemokine sind 8-12kDa lange Zytokine, bestehend aus 75-125 

Aminosäuren. Als Signalproteine vermitteln sie in Geweben die Chemotaxis und 

die transendotheliale Migration der Leukozyten (Haptotaxis). Darüber hinaus 

besitzen Chemokine eine Schlüsselfunktion in dem Bereich der 

immunologischen Abwehr (192) und in einer Vielzahl von anderen 

pathologischen und physiologischen Prozessen wie z.B Hämatopoese, 

Embryogenese, Angiogenese und Tumormetastasierung (193, 194). Es lassen 

sich homöostatische (konstitutive) und inflammatorische (induzierbare) 

Chemokine unterscheiden. Die meisten Chemokine sind inflammatorische 

Zytokine. Dies bedeutet, dass ihre Produktion zum Beispiel durch Verletzung, 

Infektion oder Entzündung nach Stimulation mit LPS, TNF-α oder IL-1 ausgelöst 

wird. Chemokine wirken über Rezeptoren auf ihren Zielzellen (195). Die 

meisten Chemokine binden an mehreren Rezeptortypen, genauso wie die 

meisten Rezeptoren durch verschiedene Chemokine angesprochen werden 

können (Pleiotropie). Leukozyten tragen verschiedene Chemokinrezeptoren auf 

ihrer Oberfläche und binden in der Regel mehr als ein Chemokin gleichzeitig 

(196, 197).  

Die Chemokinrezeptoren werden, durch die an ihnen bindenden Liganden, in C-

, CC-, CXC- und CX3C- Chemokinrezeptoren eingeteilt. Mehrere Studien 

konnten die Hochregulation und die vermehrte Zirkulation von Chemokinen der 

CXC- und CC-Familie im Rahmen einer myokardialen Ischämie nachweisen 

(198). Chemokine fördern das Remodeling des Myokards (199) und sind bei der 

Aktivierung des Rekrutierungsvorgangs von Progenitor-/Stammzellen 

entscheidend (200).  
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1.8.1 CXCL12/CXCR4 Achse 
CXCR4 wurde, aufgrund seiner Beteiligung an der Chemotaxis von Leukozyten 

in spezifischen Entzündungszuständen, intensiv bei verschiedenen 

Autoimmunerkrankungen, einschließlich rheumatoider Arthritis, systemischem 

Lupus erythematodes und autoimmunen Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems wie z.B Multiple Sklerose, untersucht (201, 202). Der 

Chemokinrezeptor CXCR4 und sein Ligand CXCL12, auch als stromal cell-

derived factor 1 (SDF-1) bekannt, spielen eine entscheidende Rolle beim 

Homing von Stamm- und Vorläuferzellen im Knochenmark und steuern ihre 

Mobilisierung in das periphere Blut und Gewebe unter homöostatischen 

Bedingungen sowie nach Gewebeverletzung oder Stress. Die Hochregulation 

von SDF-1 unter hypoxischen Bedingungen, mit der anschließenden 

Mobilisierung von CXCR4-positiven Stamm- und Vorläuferzellen (203), 

inspirierte die Forscher die Rolle und den therapeutischen Wert der 

Vorläuferzellen und der CXCL12/CXCR4-Achse in verschiedenen Modellen von 

ischämischen Verletzungen, einschließlich Herz, Niere, Lunge und Gehirn, zu 

untersuchen. Zusätzlich wurde die CXCL12/CXCR4-vermittelte Mobilisierung 

von Vorläuferzellen in Gefäßverletzungs-induzierten-Restenose Modellen, wie 

z.B nach Organtransplantation, Ballondilatation oder Stent-Implantation, 

untersucht (204). 

  



 

 30 

30	

1.8.1.1 Die CXCL12/CXCR4-Achse vermittelt Homing von Progenitorzellen 
Im Blut von gesunden Erwachsenen Menschen zirkuliert unter normalen 

Bedingungen nur eine geringe Anzahl von hämatopoetischen Stamm- und 

Vorläuferzellen (HCPCS). Die überwiegende Zahl befindet sich in einer 

Ruhenische im Knochenmark. Verschiedene endogene und exogene 

Substanzen können eine verstärkte Mobilisierung aus dem Knochenmark 

bewirken und dadurch die Anzahl der zirkulierenden HCPCS steigern (205). Zu 

den endogenen Stimuli gehören Zytokine, der bei Entzündungen sezernierte G-

CSF (granulocyte colony-stimukating factor) (206, 207) oder GM-CSF 

(granulocyte.macrophage colony-stimukating factor) (51), das vom 

ischämischen Gewebe freigesetzte SDF-1 (208, 209), Wachstumsfaktoren, z.B. 

VEGF (210) und Angiopoietin (211) sowie Hormone, wie Erythropoetin (212) 

und Östrogene (213). Beispiele für exogene Stimuli sind hauptsächlich 

Medikamente, wie Cholesterinsenker (214) oder auch Sport (61). 

Die CXCL12/CXCR4-Achse spielt eine entscheidende Rolle beim Homing und 

der Retention der HCPCS in den Stammzellnischen des Knochenmarks (215). 

Das durch sinusoidale Endothelzellen des Knochenmarks sezernierte CXCL12 

triggert die Rekrutierung der zirkulierenden CXCR4+ HSPCs durch CXCR4-

vermittelte Integrin-Aktivierung (216). Anschließend, nach vaskulärer 

Extravasation, finden HSPCs spezielle Knochenmarknischen, die optimale 

Bedingungen für ihr Überleben, ihre Selbsterneuerung, ihre Differenzierung und 

ihre Funktion besitzen (217). Eine hohe Expression von CXCL12 aus 

Knochenmarkstromazellen wirkt als wichtiger Haftungsmechanismus der 

CXCR4+ HSPCs im Knochenmark. 

1.8.1.2 Die CXCL12/CXCR4-Achse vermittelt Stress-induzierte 
Mobilisierung von Progenitorzellen 
Unter Stressbedingungen oder bei Verletzungen verlassen HSPCs ihre Nischen 

und werden zunehmend in die Peripherie mobilisiert (215). Die 

CXCL12/CXCR4-Achse spielt eine Schlüsselrolle bei der HSPC Mobilisierung. 

Beispielsweise reduziert G-CSF, ein häufig in der Klinik verwendetes Zytokin 

zur Stammzellmobilisation, die CXCL12 Expression aus Knochenmark-

Osteoblasten. Dies erfolgt durch Depletion der endostalen Makrophagen, die 

die osteoblastische Funktion unterstützen (218).  
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Weiterhin ist G-CSF mit der proteolytischen Inaktivierung von CXCR4 auf 

HCPCS im Knochenmark assoziiert (219). Dies erfolgt trotz der verstärkten 

Oberflächenexpression von CXCR4 auf Knochenmarkszellen während einer G-

CSF-Behandlung (220). Zusätzlich setzt eine G-CSF-induzierte Mobilisierung 

von HSPCs die Aktivität der Protease Dipeptidylpeptidase-4 (DPP4, auch als 

CD26 bekannt) voraus, die CXCL12 durch Proteolyse inaktiviert (221, 222). 

Eine ähnliche Rolle bei der CXCL12 Destabilisierung während HSPC 

Mobilisierung spielen die Matrix-Metallopeptidase 9 (MMP9) sowie die 

neutrophile Elastase und Cathepsin G. Obwohl diese Proteasen während der 

Behandlung mit G-CSF im Knochenmark hochreguliert werden (223), konnte 

eine kombinierte Hemmung einer breiten Palette von Metalloproteinasen und 

Neutrophilen Serinproteasen- einschließlich MMP9, neutrophiler Elastase und 

Cathepsin G, die G-CSF-induzierte Mobilisierung von HSPCs nicht signifikant 

beiinflussen (224). 

1.9 Integrine und Immunglobuline 
Integrine sind Adhäsionsmoleküle, die auf Leukozyten und vielen anderen 

Zellarten exprimiert werden. Sie vermitteln Zell-Matrix- und Zell-Zell-

Interaktionen und gewährleisten somit die Adhäsion, sowohl zwischen 

unterschiedlichen (heterotype Adhäsion) als auch zwischen gleichen Zelltypen 

(homotype Adhäsion). Integrine bestehen aus α-(CD11)- und β-(CD18)-

Untereinheiten, die nicht-kovalent miteinander verbundenen sind. Nach 

Stimulation wechseln Integrine rapide von niederaffinen zu hochaffinen 

Integrinen, mit anschließender Ligandenbindung und Zellaktivierung (225). 

Integrine fördern die Adhäsion von Zellen an Matrixproteine, wie Fibronektin, 

Laminin, Tenascin sowie Vitronektin, an zelluläre Zielrezeptoren und an viele 

andere Substrate (226). 

Integrine sind von großer Bedeutung in mehreren Prozessen, zum Beispiel: 

Embryogenese, Angiogenese, Aggregation von Thrombozyten, neoplastische 

Transformation und Metastasenbildung. Auch bei Infektionen, indem sie als 

Andockstellen für Invasine fungieren und damit das Eindringen der Erreger in 

die Zelle ermöglichen, spielen Integrine eine wichtige Rolle. Zusätzlich spielt die 

Interaktionen zwischen Integrinen und Zellashäsionsmoleküle der 

Immunglobulin-(Ig)-Superfamilie einer Entzündung eine große Rolle. 
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Für die Adhäsion sind vorallem folgende Integrine und Liganden von großer 

Bedeutung (171):  

LFA-1 (αLβ2, CD11a/CD18); leukocyte function associated antigen-1) ist auf 

allen Leukozyten konstitutiv exprimiert und vermittelt die Leukozytenadhäsion 

am Endothel durch die Bindung an seinem Liganden ICAM-1, -2, -3  (227-229). 

MAC-1 (αMβ2, CD11b/CD18; macrophage antigen-1) ist auf neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten exprimiert und fördert die Leukozytenadhäsion 

am Endothel durch ICAM-1und iC3b  (230, 231).  

ICAM-1 (CD54, intercellular adhesion molecule-1) ist ein Adhäsionsrezeptor der 

Ig-Superfamilie, der konstitutiv auf Endothelzellen vorkommt und nach 

Aktivierung der Zelle mit IL-1 oder TNF-α verstärkt exprimiert wird (232). 

VLA-4 (α4β1; CD49d; very late antigen-4) ist auf Lymphozyten, Monozyten und 

eosinophilen Granulozyten exprimiert. Der Name „very late antigen“ zeigt: VLA-

4 wird in der späten Phase der T-Zell Aktivierung synthetisiert (233). Durch 

Bindung an VCAM-1 nimmt es eine wichtige Rolle bei der Adhäsion von 

Leukozyten am Endothel ein (234). 

VCAM-1 (CD106; vascular cell adhesion molecule-1) ist ein Adhäsionsrezeptor 

der Ig-Superfamilie und unterstüzt die Adhäsion von Leukozyten am Endothel 

durch seine Interaktion mit VLA-4 (234).  
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1.10 JAM-Familie 
1.10.1 Nomenklatur, Struktur und biochemische Eigenschaften 
Die junktionalen Adhäsionsmoleküle (Junctional Adhesion Molecules=JAMs) 

sind Glykoproteine, die zur Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) gehören (235). 

JAMs sind transmembrane Glykoproteine vom Typ I und bestehen aus zwei 

extrazellulären Immunglobulin-ähnlichen Domänen (V-C2 Typ Ig-Domäne), 

einem Transmembransegment und einem zytoplasmatischen Teil von variabler 

Länge mit einem PDZ-Domäne-Bindungsmotiv (Phe-Leu-Val). Eine kurze 

Linker-Sequenz Val-Leu-Val verbindet die zwei Immunglobulindomänen, 

sodass eine gebogene Konformation entsteht (Abb. 12). Das 

Dimerisierungsmotiv [Arg- (Val/Leu/Ile) -Glu] in der distalen Membrandomäne 

ist essenziell für die Homodimerbildung. 

Die Geschichte der PDZ-Domänen begann in 1991. Seitdem wurden mehrere 

Proteine die PDZ-Domänen besitzen identifiziert, wie z.B das synaptische 

Protein PSD95 (post synaptic density 95), auch als SAP90 (synapse associated 

protein 90) bekannt, das Tight junction Protein-1, auch ZO1 (Zonula occludens-

1) gennant, das SJ (Septate junction)-Dlg (Discs large) Protein aus der 

Drosophila melanogaster das AF6 (Afadin-6), das PARD3 (partioning defective 

3) sowie die CASK (Calcium-Calmodulin-abhängige Serinproteinkinase). 

 

Abbildung 10 Chemische Struktur der Junktional-Adhäsionsmoleküle. 
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Die JAM-Familie besteht aus drei klassischen Mitgliedern: JAM-A (236, 237), 

JAM-B (238, 239) und JAM-C (240, 241) und außerdem aus einer Untergruppe 

von nicht mit den klassischen JAMs verwandten Proteinen: JAM4 (242), das 

JAM-like (JAM-L) Protein (243), der Coxsackie und Adenovirus-Rezeptor (CAR) 

(244), das CAR-ähnliche Membranprotein (CLMP) (245) und das Endothelzell-

selektive Adhäsionsmolekül (ESAM) (246). Die 3 klassischen JAMs sind 

bezüglich der Aminosäresequenz zu 32-38% identisch (241) und haben eine 

kurze intrazelluläre Domäne von variabler Länge (40-50 Residuen), die ein 

Klasse-II-PDZ-Bindungsmotiv am C-Terminus enthält (247).  Die nicht 

klassischen JAMs besitzen stattdessen einen langen Zytoplasmaschwanz (98-

120 Residuen), der, ausgenommen des JAM-L und CLMP, mit einem Klasse-I-

PDZ-Bindemotiv endet (245, 247).  

Klasse I- und II- PDZ-Bindungsmotive zeigen eine Wechselwirkung mit diversen 

Gerüstproteinen, die mit dem Aktinzytoskelett und mehreren Signalwegen 

verbunden sind. Aufgrunddessen können JAMs mit unterschiedlichsten 

zytoplasmatischen Proteinen, mit diversen Funktionen, interagieren.  
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1.10.2 Gewebeverteilung und Zellexpression 
Wie in Tabelle 1 zusammengefasst, zeigen JAMs eine breite Gewebeverteilung 

und Zellexpression (adaptiert von Arcangeli ML et  al. Arch Immunol Ther Exp 

2013) (248). 

Tabelle 1: JAMs: Gewebeverteilung und Zellexpression.  

Molekül Gewebeexpression Zellexpression 

JAM-A Blut, Knochenmark, 

Gehirn, Herz, Darm, Niere, 

Leber, Lunge, 

Bauchspeicheldrüse, Haut, 

Milz, Hoden 

Endothel, Epithel, Monozyten, 

Neutrophilen, Lymphozyten, 

dendritische Zellen, HSC, 

Thrombozyten, Makrophagen, 

Spermatozoen / Sertoli-Zellen 

JAM-B Herz, Niere, Lymphknoten, 

Darm, Hoden 

HEV, lymphatische Zellen, Sertoli 

Zellen, HSC, NSC, ESC 

JAM-C Gehirn, Knochenmark, 

Herz, Lunge, Leber, Niere, 

Milz, Hoden, Nerven 

Monozyten, Lymphozyten, 

dendritische Zellen, NK-Zellen, 

Thrombozyten, HEV, HSC, 

lymphatische Zellen, Schwann Zellen, 

Spermatide, Fibroblasten 

JAM4 Blut, Knochenmark, Darm, 

Niere, Leber, Testis 

Epithelzellen, HSC, Spermatogonien 

JAM-L Blut, Haut Monozyten, Neutrophilen, 

Lymphozyten, intraepitheliale 

Lymphozyten 

CAR Gehirn, Niere, Leber, 

Lunge, Darm, Haut, Hoden 

Endothelzellen, Epithelzellen, 

lymphatische Zellen, Spermatozoen 

CLMP Fettgewebe, Gehirn, Herz, 

Darm, Niere, Lunge, 

Hoden 

Epithelzellen 

ESAM Knochenmark, Herz, 

Lunge, Leber, 

Lymphknoten 

Thrombozyten, HEV, HSC, 

lymphatische Zellen 
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1.10.3 Die JAMs Interaktionen  
JAMs interagieren miteinander und sind an unterschiedlichen zellulären 

Wechselwirkungen beteiligt (Tabelle 2). Wenn zwei gleichartige Moleküle 

aneinander binden, wird von homophiler Interaktion gesprochen. Bei einer 

heterophilen Interaktion interagieren dagegen zwei unterschiedliche Moleküle 

miteinander. Eine Wechselwirkung von Molekülen, die sich auf einer 

gegenüberliegenden Zellmembran befinden, wird als trans-Interaktion 

bezeichnet. Bei einer cis-Interaktion interagieren die Proteine in der gleichen 

Membran. Sowohl trans-als auch cis interaktionen können homophil oder 

heterophil sein. 

Alle JAM-Mitglieder sind potentiell fähig homophile cis- und trans- Interaktionen 

zu bilden. Heterophile cis -und trans-interaktionen können allerdings nur 

zwischen spezifischen Mitgliedern der JAM-Familie untereinander oder mit 

Integrin-Partnern vorkommen. JAM-A geht sowohl homophile (JAM-A–JAM-A) 

als auch heterophile Liganden Interaktionen ein, z.B. mit LFA-1 (αLβ2, 

CD11a/CD18) oder mit dem Integrin avβ3 (249). In tight junctions interagiert 

JAM-A vor allem homophil mit JAM-A [253]. Diese homophile Interaktion wird 

vermutlich während der Leukozytentransmigration durch eine heterophile 

Liganden-Interaktion abgelöst. 

  



 37 

 
Tabelle 2: JAMs-Liganden Interaktionen und ihre Funktionen. 

Molekül Liganden Funktion 

JAM-A JAM-A (250) 

LFA-1 (251) 

avβ3  (249) 

Leukozytentransmigration (252, 253)  

Aufrechterhaltung der Tight Junctions 

(254) 

Epitheliale Polarität (255) 

Migration der DCs in die Lymphknoten 

(256) 

JAM-B JAM-C (240) 

a4β1 (257) 

Leukozytentransmigration (258) 

Regulation der Homöostase der HSCs 

(259, 260) 

JAM-C JAM-B, -C (240) 

αMβ2 (261), aXβ2 (262) 

 aVβ3 (263), CAR (264) 

Leukozytentransmigration (265), 

Zellpolarität (266) 

Blut-Hirn-Schranke Stabilität (267) 

Zelladhäsion und Polarität (268) 

JAM4 Unbekannt Unbekannt (269) 

JAM-L CAR (270), a4β1 (271) Leukozytenmigration (272, 273) 

CAR JAM-C (264) 

JAML (270) 

Eintritt von Coxsackie- und Adenovirus 

(274, 275) 

Leukozytenmigration (270, 276) 

ESAM ESAM Leukozytentransmigration (277-279) 
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1.10.4 Junctional Adhesion Molecule C 
1.10.4.1 Gewebeverteilung und Zellexpressionsmuster von JAM-C 
JAM-C ist reichlich auf Endothelzellen von bestimmten Gefäßen, wie 

hochendothelialen Venolen und Lymphgefäßen, vorhanden (239). JAM-C ist auf 

humanen Zellen, wie Thrombozyten, Monozyten, natürlichen Killerzellen, 

dendritischen Zellen, B-Zellen und Untergruppen von T-Zellen, exprimiert (262, 

265, 280). Allerdings konnte JAM-C nicht auf Mausleukozyten detektiert werden 

(265, 281). 

Bei Endothel- und Epithelzellen sind JAMs an interzellulären Kontakten 

beteiligt: Insbesondere an dem Aufbau und der Aufrechterhaltung von 

„junctions“, an dem „signalling“ zu Zytoskelett-assoziierten Proteinen und an der 

Rekrutierung von Zellpolaritäts-Proteinen, über ihr PDZ-Domänen- 

Bindungsmotiv, zu den „junctions“. Obwohl JAM-C an Desmosomen von 

Epithelzellen detektiert wurde (282), deutet die Assoziation von JAM-C mit ZO1 

oder PARD3 (par-3 family cell polarity regulator 3) darauf hin, dass JAM-C eine 

Schlüsselfunktion an tight junctions von Endothelzellen besitzt (241). Eine 

Mutation des Serinrestes an Position 281 des JAM-C Zytoplasmaschwanzes 

führte zu einem Verlust der JAM-C–Position an tight junctions und zu einem 

Verlust der Zellpolarität, während die Integrin-vermittelte Zellmigration stimuliert 

wurde (268). 

1.10.4.2 JAM-C Expression auf Leukozyten: Eine „Junktions-Affäre“? 
Die funktionelle Bedeutung der JAM-C-Expression auf humanen Leukozyten ist 

divers. Eine Hypothese ist, dass die JAM-C-Expression auf humanen 

Lymphozyten-Populationen die Transmigration und das konstitutive 

„Lymphozyten-Trafficking“ in das Gefäßsystem und die Lymphgefäße 

ermöglicht. Dies beruht auf Beobachtungen, dass eine Blockade der JAM-C-

Funktion, unter Verwendung von löslichem JAM-C, die reverse- und wiederholte 

Transmigration auf kultiviertem Endothelium erhöht (283). Die Expression von 

JAM-C auf bestimmten T- und B-Zellen ermöglicht einer Einzelzelle, durch 

Ersetzen der JAM-B/-C Interaktionen mit JAM-C/-C-Interaktionen, die 

endothelialen Junctions zu öffnen und bidirektional mehrere endotheliale 

Barrieren zu durchwandern. Vermehrte JAM-C/-C Interaktionen an den 
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Endothel-Junctions führen zu einer erhöhten Permeabilität der endothelialen 

Monoschicht.   

1.10.4.3 Die Rolle von JAM-C bei der transendothelialen Migration 
JAM-C ist an Leukozytenadhäsion, Rolling und transendothelialer Migration 

beteiligt (265, 284). In den meisten Studien wurde die Rolle von JAM-C bei der 

Leukozytentransmigration, durch Verwendung von löslichen rekombinanten 

Proteinen und anti-JAM-C blockierenden Antikörper, untersucht. Viele 

Forschungsgruppen beschäftigten sich mit der Rolle von JAM-C bei der 

Regulierung der Leukozytenmigration in verschiedenen Krankheitskontexten.  

Bei rheumathoiden Arthritispatienten und Tiermodellen wurde eine JAM-C 

Überexpression auf Endothelzellen beobachtet, die für die Leukozytenadhäsion 

und Retention innerhalb des entzündeten Synoviums sehr von Bedeutung war 

(285). In einem Diabetes-Typ-I-Modell (RIP-LCMV; rat insulin promoter- 

lymphocytic choriomeningitis) vermittelte JAM-C die Rekrutierung von 

pathogenen T-Lymphozyten in Langerhans'schen Inseln (286). Die 

Transgenenmäuse, die ein Protein des lymphozytären Choriomeningitis-Virus 

(LCMV) in β-Zellen exprimieren, bekommen nach einer LCMV-Virus-Infektion 

einen Diabetes. Die Autoren haben herausgefunden, dass bei dieser Infektion 

JAM-C-Protein in der Nähe der Inselzellen hochreguliert wurde. Hingegen 

konnte eine JAM-C-Blockade, mit einem neutralisierenden anti-JAM-C-

Antikörper, das Auftreten von Typ-1-Diabetes verringern. 

In einem Ischämie- und Reperfusionsmodell zeigte sich die Leukozyten-

Adhäsion und Transmigration bei JAM-C-defizienten Mäusen unterdrückt und 

bei JAM-C überexprimierenden Mäusen erhöht (287). Zusätzlich wurde eine 

verringerte Lymphozytentransmigration in humanen Endothelzellen aus der 

Umbilicalvene (HUVECs) beobachtet, die mit einem anti-JAM-C blockierenden 

Antikörper oder mit einem rekombinanten löslichen JAM-C-Protein vorbehandelt 

wurden. Wenn hingegen HUVECs JAM-C überexprimierten, zeigte sich eine 

gesteigerte Lymphozyten Transmigration (265). In ähnlicher Weise führte die in 

vitro Behandlung von humanen Epithelzellen mit anti-JAM-C-Antikörper zu einer 

verringerten neutrophilen transepithelialen Migration (282, 288, 289). 
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Im Gegensatz zu den Schlussfolgerungen der statischen 

Transmigrationsassays zeigten die unter Strömung durchgeführte Experimente, 

dass JAM-C in vitro, wenn überhaupt, eine minimale Rolle in der neutrophilen 

oder monozytären transendothelialen Migration (TEM) spielt (290). Allerdings 

inhibierte die pharmakologische Blockade von JAM-C die Rekrutierung von 

Leukozyten in verschiedenen inflammatorischen Mausmodellen und erhöhte die 

Häufigkeit der reversen transmigrierten Monozyten (283, 291, 292). Dies hat 

Woodfin et al. veranlasst die Funktion von JAM-C bei der neutrophilen 

Transmigration in vivo, unter Verwendung von Einzelstrahl-Laser, konfokaler 

Mikroskopie und dreidimensionale Bildgebung in Echtzeit, zu revidieren (293).  

In dieser Studie zeigten die Autoren, dass in vivo drei unterschiedliche Arten 

der neutrophilen parazellulären TEM vorhanden sind und zwar eine normale 

TEM in eine luminale-abluminale Richtung, eine verzögerte multidirektionale 

TEM und eine reverse TEM, in denen Leukozyten durch endotheliale Junctions 

in eine abluminale-luminale Richtung wandern. Diese drei Modi der TEM 

koexistieren und ihre Relevanz zu der gesamten neutrophilen Rekrutierung ist 

vom Entzündungsreiz abhängig. Die verzögerte TEM und die reverse TEM 

zeigen allerdings eine gewisse Prädominanz bei einer Ischämie-

Reperfusionsverletzung. Der Anteil der Neutrophilen, die sich einer verzögerten 

und reversen- TEM unterziehen, korreliert mit dem Verschwinden von JAM-C 

von interendothelialen Kontakten und ist in Mäsuen erhöht, bei denen die JAM-

C-Expression auf interendothelialen Kontakten unterbrochen ist. Dies deutet 

darauf hin, dass JAM-C eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Polarität der 

luminal-abluminalen Leukozyten-TEM spielt. 

1.10.4.4 Die Rolle von JAM-C bei den Interaktionen von Thrombozyten mit 
Leukozyten und Endothelzellen 
JAM-C ist auf der Oberfläche von Thrombozyten exprimiert. Thrombozytäres 

JAM-C interagiert mit dem leukozytären MAC-1 (und dem Integrin αXβ2) und 

fördert damit die Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen. Zusammen mit dem 

Glykoprotein Ibα dient JAM-C als ein sehr wichtiger heterotypischer Ligand für 

MAC-1, der für die Thrombozyten-Leukozyten-Adhäsion verantwortlich ist. Die 

Adhäsion kann durch lösliches JAM-C oder einen spezifischen Antikörper 

gegen JAM-C inhibiert werden [269]. MAC-1 ist der Hauptrezeptor, der die 
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Anhaftung von Leukozyten an adhärente Thrombozyten vermittelt. JAM-C 

scheint somit eine größere Relevanz bei der direkten adhäsiven Interaktion mit 

Leukozyten, als bei der Regulation der Immunfunktionen von Thrombozyten, zu 

besitzen (294). 

1.10.4.5 Die Rolle von JAM-C bei der Inflammation und der vaskulären 
Pathogenese 

Die Rolle von JAMs bei der Inflammation und der vaskulären Pathogenese, wie 

zum Beispiel die Neointimahyperplasie, wurde in verschiedenen in vivo 

Modellen untersucht (Tabelle 3). JAM-A und JAM-C wurden in einem 

Mausmodell einer akuten Thioglykolat-induzierten Peritonitis untersucht, wobei 

sowohl die JAM-A Defizienz, als auch die JAM-C-spezifische Antikörper 

Blockierung die inflammatorische Leukozytenrekrutierung reduzierte (254, 289). 

In einem weiteren „endotoxin-induzierten akuten Lungenentzündungs“ Modell 

konnte gezeigt werden, dass eine JAM-C Überexpression unter der Kontrolle 

eines endothelzellspezifischen Promoters zu einer gesteigerten alveolären und 

perivaskulären Rekrutierung von Monozyten und Granulozyten führte (281). 

Dieser Anstieg wurde durch einen JAM-C spezifischen Antikörper blockiert und 

für die Interleukin-1β-induzierte Neutrophilenadhäsion und -transmigration in 

Venolen des M. cremaster beobachtet.  
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Tabelle 3:  JAMs in verschiedenen Modellen von Inflammation, Ischämie-
Reperfusion und vaskulärer Pathogenese. 

Gewebe Modell Effekte 

Peritoneum Peritonitis Antikörper oder lösliches JAM-C 

reduzierten die Neutrophilen 

Extravasation 

Lunge Pulmonale 

Inflammation 

Leukozyten Rekrutierung wurde durch 

Antikörper vermindert und durch 

Überexpression von JAM-C in 

Enthothelzellen gesteigert 

Blutgefäße Angiogenese und 

Tumorwachstum 

Antikörper verringerten die 

Angiogenese und das Tumorwachstum 

Blutgefäße 

und Haut 

Hypoxie-induzierte 

retinale 

Angiogenese und 

Permeabilität 

Lösliches JAM-C verminderte die 

Angiogenese und die Permeabilität 

Adaptiert von Weber C et al. Nat Rev Immunol. 2007 (172) 
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1.10.4.6 Die Rolle von JAM-C bei Atherogenese  
JAMs steuern die Atherogenese nicht nur durch die Rekrutierung von 

mononukleären Zellen, sondern auch, aufgrund ihrer Expression auf 

Thrombozyten, durch andere zusätzlichen Mechanismen. Thrombozytäres 

JAM-C fördert, durch seine Bindung am Integrin MAC-1, die Atherothrombose, 

indem es Interaktionen zwischen Leukozyten und Thrombozyten vermittelt 

(262). 

Bei Apolipoprotein E (APOE)–defizienten Mäuse, die eine fettreiche Diät 

erhielten, konnte, durch oxidierte Lipoproteine (aber nicht Zytokine) und unter 

hyperlipidämischen Bedigungen, eine vermehrte JAM-C Expression sowohl in 

Proteinebene, als auch in Transkriptebene beobachtet werden (295). Neben der 

erhöhten JAM-C Expression, wurde, entfernt von den endothelialen Zell 

junctions in Richtung apikal, eine inflammatorische Repositionierung 

beobachtet. Diese hat die JAM-C Verfügbarkeit für seine leukozytären 

Counterrezeptoren gesteigert. Dieses Phänomen wurde ebenfalls bei einem 

Ischämie- und Reperfusionsmodell gezeigt (287). 

Die Evidenz für die Rolle von JAM-C bei der Atherosklerose wurde gesteigert 

als Shagdarsuren et al. zeigte, dass die Blockierung von JAM-C eine 

Neointimahyperplasie nach Carotidenverletzung vermindert (296). Die Daten 

von Langer et al. deuteten ebenfalls in diese Richtung. In dieser Studie führte 

eine MAC-1/JAM-C vermittelte Interaktion zwischen Thrombozyten und 

dendritischen Zellen zur Aktivierung der dentritischen Zellen, Rekrutierung im 

verletzen Gefäß und Thrombozytenphagozytose (297). Sircar et al. konnte in 

vitro allerdings weder eine erhöhte JAM-C Expression noch eine JAM-C 

vermittelte Adhäsion und Transmigration von Neutrophilen nach einem 

inflammatorischen Stimulus bestätigen. Nur bei Blockade von PECAM-1, ICAM-

1 und CD99, neben der JAM-C Blockade, wurde die Neutrophilenmigration 

beeinflusst (290). 
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1.10.4.7 Die Rolle von JAM-C bei der Regulierung der CXCR4/CXCL12 
Achse in Entzündung und Hämatopoese 
Neutrophile Granulozyten zirkulieren im Blut und wandern im Falle einer 

Entzündung zum Ort des Geschehens, also verlassen die Blutbahn in Richtung 

des entzündeten Gewebes. Neutrophile Granulozyten werden durch einen 

weitgehend unverstandenen homöostatischen Feedback-Mechanismus 

reguliert. Diese Regulation richtet sich nach dem Bedarf in der Peripherie. Es 

wird sozusagen nur die Anzahl an Neutrophilen produziert bzw. freigesetzt, die 

wirklich benötigt wird (298). Imhof et al entdeckte, dass JAM-C-defiziente 

Mäuse, aufgrund einer homöostatischen Dysregulation der neutrophilen 

Granulozyten und ihrer CXCR4-Expression, ein schlechtes Überleben zeigten. 

Da JAM-C auf Mausgranulozyten nicht exprimiert wird, wird vermutet, dass 

JAM-C die CXCR4-Expression in einer parakrinen Weise, durch die 

Regulierung der CXCL12 Produktion in Stromazellen der peripheren Gewebe, 

kontrollieren kann (299).  Frontara et al zeigte, dass eine Inhibierung der JAM-C 

Expression in Stromazellen von Lymphknoten zu einer vermehrten Sekretion 

von CXCL12 führt (300). 

In einer anderen Studie wurde bei JAM-C-defizienten Mäusen eine vermehrte 

Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen (HSC) in myeloiden 

Progenitorzellen beobachtet (301). Da dieser Differenzierungsprozess durch 

Zytokine und Wachstumsfaktoren kontrolliert ist, wird vermutet, dass JAM-C, 

welches auf der Oberfläche von HSCs exprimiert ist, das Gleichgewicht 

zwischen ihrer Selbsterneuerung und Differenzierung beeinflusst. 

Dies ist in Übereinstimmung mit der Entdeckung, dass JAM-B, welches ein 

Counter-Rezeptor von JAM-C ist, auf Knochenmarkendothelzellen, auf einem 

Teil von mesenchymalen Stammzellen (MSC) mit dem Phänotyp CD45- CD31- 

Sca-1+ Integrin av
+ und auf einem Teil von fibroblasten-ähnlichen Stromazellen 

mit dem Phänotyp CD45- CD31- Sca-1- Integrin av
+, exprimiert wird. Diese 

Stromazellen sind die Quelle von CXCL12, dass eine wesentliche Rolle bei der 

Homoöstase und der Retention von HSCs innerhalb der 

Knochenmarkmikroumgebung besitzt (302, 303).  Dies wird zusätzlich durch die 

Tatsache bestätigt, dass die Hemmung der CXCR4/CXCL12 Achse die 

Mobilisierung der hämatopoietischen Stammzellen induziert (127).  
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2. ZIELSETZUNG 
Nach einem ischämischen Ereignis oder einer vaskulären Läsion ist die 

schnelle Geweberegeneration entscheidend, um dauerhafte Schäden zu 

vermeiden. Im peripheren Blut zirkulieren hämatopoetische Progenitorzellen, 

die, durch ihre Ansiedlung in verletzten Gefäßabschnitten und Geweben, 

Vaskulogenese, Angiogenese und Neovaskularisation induzieren und 

anschließend unterstützen (304, 305). Die genauen Prozesse, wie 

Progenitorzellen sich an Orten der akuten und chronischen Gefäß- und 

Gewebeschädigung ansiedeln, sind bisher nur teilweise bekannt (304, 306). Die 

Ansiedlung von Progenitorzellen im Gewebe erfolgt in zahlreichen Schritten zu 

denen Chemotaxis und Adhäsion der Zellen am Endothel oder aber an der 

subendothelialen Matrix gehören. Anschließend erfolgt das Durchwandern der  

Basalmembran und die Invasion in das Zielgewebe (307).  

JAM-C ist ein Zelladhäsionsmolekül, welches auf einer Vielzahl von Zellen 

exprimiert ist. JAM-C hat eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von 

Leukozyten an die Gefäßwand, der Gefäßpermeabilität und der vaskulären 

Inflammation (262, 283, 308). JAM-C ist auf der Oberfläche von Thrombozyten 

konstitutiv exprimiert (283, 297). JAM-C ist auf der Mehrheit menschlicher 

Thrombozyten, jedoch nicht auf murinen Thrombozyten exprimiert (297). Die 

Expression von JAM-C auf Thrombozyten vermittelt ihre Interaktion sowohl mit 

Leukozyten (283) als auch mit dendritischen Zellen (309) und moduliert 

außerdem deren Funktion.  Thrombozytäres JAM-C ist ein Counterrezeptor für 

das β2-Integrin MAC-1 (283), das auf der Oberfläche von humanen CD34+ 

Zellen exprimiert wird (310). Allerdings wurde bisher noch nicht beschrieben, ob 

eine potentielle Rolle der JAM-C/MAC-1-Achse bei der Interaktion von 

Thrombozyten mit Progenitorzellen existiert. 

Das Ziel der vorliegenden Studie war: 1. Die Untersuchung der Rolle von JAM-

C bei der Adhäsion von humanen CD34+ Zellen über immobilisierten 

Thrombozyten unter statischen und dynamischen Bedigungen, 2. die 

Untersuchung der Rolle von JAM-C in vitro bei der Differenzierung von CD34+ 

Zellen in späte auswachsende proangiogenetische Zellen oder 

Makrophagen/Schaumzellen sowie 3. die Evaluation der JAM-C Expression auf 

der Oberfläche von Thrombozyten bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit. 
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3. MATERIAL UND METHODIK 

3.1 Patienten  
Für diese Sudie wurden insgesamt 73 Patienten ausgewählt, die eine 

symptomatische Herzerkankung aufwiesen. Unter den Probanden wurde, wie 

zuvor beschrieben, bei 41 Patienten eine stabile Angina Pectoris (SAP) und bei 

32 Patienten ein akutes Koronarsyndrom (ACS) (311) diagnostiziert. Die Klinik 

der stabilen Angina pectoris ist nach den Leitlinien der Deutschen Gesselschaft 

für Kardiologie durch anfallsartigen thorakalen, meist retrosternalen Schmerz, 

Enge oder Druckgefühl charakterisiert. Die pectanginösen Beschwerden treten 

anfallsartig auf, sind von gleicher Intensität und dauern in der Regel wenige 

Minuten. Diese Episoden können üblicherweise durch körperliche Belastung, 

Emotionen oder andere Belastungen getriggert werden und bessern sich durch 

Ruhe oder Nitroglyzeringabe. 

Die Studiengruppe hat sich einer perkutanen Koronarangiographie (PCI) 

unterzogen, die je nach Krankheitsbild und -verlauf notfallmäßig oder elektiv 

innerhalb von 6 Stunden nach Einlieferung in die Notaufnahme des 

Universitätsklinikums Tübingen erfolgte. Die Rekrutierung der Patienten erfolgte 

wie zuvor beschrieben (311). Ein Alter unter 18 Jahre sowie eine Ablehnung der 

Teilnahme an der Studie galten als Auschlusskriterien. Die Blutproben des 

Patienten wurden gesammelt und innerhalb der ersten Stunde nach Kapitel 3.2 

und 3.3 bearbeitet und ausgewertet. Patientenbezogene Daten wie aktuelle 

Medikation, Vorerkrankungen und kardiovaskuläre Risikofaktoren wurden 

ebenfalls gesammelt und analysiert. Eine tabellarische Aufstellung der 

Patientencharakteristika befindet sich in der Tabelle 6. Alle verwendeten 

Versuchsmaterialien und Geräte werden inklusive ihrer Produktbezeichnung 

und inklusive Hersteller in der Tabelle 5 zusammengefasst.  Unsere Studie 

wurde von der Ethikkommission der Universität Tübingen überprüft und 

genehmigt. Eine schriftliche Einverständniserklärung von allen 

Studienteilnehmern liegt vor.   
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3.2 Blutentnahme  
Arterielles Blut, aus der Femoralarterie, wurde zu Beginn des koronaren 

Eingriffs und nach Verabreichung von 2500I.E. unfraktioniertem Heparin 

abgenommen. Das arterielle Blut wurde in 5ml CPDA-S-Monovetten inkubiert 

und mittels Durchflusszytometrie nach Standardmethoden analysiert (109, 124, 

312-315).  

3.3 Durchflusszytometrie 
3.3.1 Theoretische Grundlange 
Die Durchflusszytometrie wurde 1968 von Wolfgang et al. [Patent DE1815352: 

Flow through chamber for photometers to measure and count particles in a 

dispersion medium; angemeldet am 18. Dezember 1968, Erfinder: Wolfgang 

Dittrich, Wolfgang Göhde]  an der Universität Münster patentiert und von 

Herzenberg et al. (316) in die Routine eingeführt und weiterentwickelt. „Die 

Durchflusszytometrie (FACS=Fluorescence Activated Cell Sorting) erlaubt das 

Zählen und die Analyse verschiedener physikalischen und molekularen 

Eigenschaften von Partikeln in einem Flüssigkeitsstrom“ (316). In der Regel 

handelt es sich bei diesen Partikeln um Zellen. Diese werden als Einzelzellen in 

einer Suspension, hydrodynamisch fokusiert, angelehnt an das Bernoulli 

Gesetz und zur Analyse wie Perlen an einer Perlenkette entlang eines 

gebündelten Laserstrahl vorbei gelenkt  (Abb.11) (317). 

Daraus entsteht einerseits Streulicht und andererseits Fluoreszenzlicht, wenn 

die Zelle mit einem entsprechenden Fluorochrom (Fluoreszenzfarbstoff) 

markiert ist. Das emittierte Fluoreszenzlicht verhält sich proportional zur Menge 

der gebundenen Fluorochrommoleküle je Zelle (Abb.12). 
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Abbildung 11 Aufbau eines Durchflusszytometers. Das Flüssigkeitssystem 

ist für den Transport und die hydrodynamische Fokussierung der Zellen in der 

Messzelle verantwortlich.  In der Messzelle trifft der Laserstrahl immer genau 

auf eine einzelne Zelle. Daraus ergibt sich Streu-/Fluoreszenzlicht, welches 

über das optische System mittels verschiedener Spiegel und Filter in einzelne 

Wellenlängenpakete unterteilt und zu den verschiedenen Detektoren geleitet 

wird. Dort erfolgt eine Umwandlung des Lichtes in elektronische Signale, die 

durch einen Computer ausgewertet werden. Adaptiert von 

http://flow.csc.mrc.ac.uk. 
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Abbildung 12 Die emittierte Photonenkonzentration ist proportional zur 
Zahl an gebundenen Antikörpern pro Zelle. Adaptiert von 

www.bdbiosciences.com. 

 

Jedes Durchflusszytometer verfügt über zwei Streulichtdetektoren („Scatter“). 

Der Forward Scatter (FSC) liegt in derselben Ebene wie der Laserstrahl, 

detektiert dort die Beugung des Lichts an der Zelloberfläche und erfasst 

dadurch annäherungsweise die Größe der Zellen. Der Side Scatter (SSC) 

detektiert das durch Beugung an Membranen und Vesikeln im Zellinneren 

entstandene Streulicht, das im 90° Winkel von der Zelle abstrahlt. Er kann somit 

Auskunft über die Granularität der Zellen geben. Die Zellen werden nach ihrem 

Vorwärtsstreulicht und nach ihrem Seitwärtsstreulicht in einem Diagramm, dem 

sogenannten Dot-Plot, dargestellt. 

In dieser Arbeit wurde das Vollblut der Patienten untersucht und es konnten 

folgende Zellpopulationen unterschieden werden: Monozyten, Granulozyten, 

Lymphozyten und „Zellschrott“ (Abb. 13).  
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Abbildung 13 Streulicht 2D-Dot-Plot. Morphologische Charakterisierung des 

Vollblutes anhand des Streulichts. Jeder Punkt entspricht einer gemessenen 

Zelle bzw. einem gemessenen Ereignis. 

 

Neben einer morphologischen Charakterisierung durch die Auswertung des 

Streulichts kann ein modernes Durchflusszytometer Fluoreszenzlicht messen 

und somit die Untersuchung einer Vielzahl von Zelleigenschaften ermöglichen 

(318). Hierzu dienen die Fluoreszenzdetektoren. Analog zum FSC und SSC 

absorbieren die Fluoreszenzdetektoren Lichtenergie in einem für sie definierten 

Wellenlängenbereich (Absorptionsspektrum) und emittieren dann Licht in einem 

energieärmeren und längerwelligen Bereich (Emissionsspektrum). Eine 

gleichzeitige durchflusszytometrische Messung mit verschiedenen 

Fluoreszenzfarbstoffen, eine sogenannte Mehrfarbenfluoreszenzanalyse, ist 

heutzutage möglich und unerlässlich bei der Darstellung von Subpopulationen 

sowie bei der Untersuchung der Zelldifferenzierung, der Zellproliferation und der 

Proteinexpression. Die Tabele 4 zeigt beispielhaft eine Auswahl der (Haupt-) 

Fluoreszenzfarbstoffe.  
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Tabelle 4: Die (Haupt-) Fluoreszenzfarbstoffe in der Durchflusszytometrie. 

Fluorochrom Abkürzung Absorptions- 

max. [nm] 

Emmissions- 

max. [nm] 

APC-Cy7 PharRed 743 767 

Fluoreszeinisothiozyanat FITC 459 519 

PE-Cy5 CyChrome, 

Red670 

480; 565; 649 670 

PerCP Peridin 

Chlorophyll 

490 675 

Phycoerythrin PE 480;565 578 

Propidiumjodid PI 550 650 

 
3.3.2 Praktische Durchführung und Auswertung 
Für unsere durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde ein FACSCalibur 

(1995) mit einem Powermac G4 und G5 (jeweils Apple, Cupertino, USA) und 

die dazugehörende Messsoftware Cellquest pro Version 5.2.1 (Becton-

Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, USA) verwendet. Die ausgewerteten 

Daten wurden auf einem PC Pentium 4 (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA) mit 

Windows XP weiterverarbeitet. Vor Beginn jeder FACS-Analyse wurde eine 

Kalibrierung mit einer Isotypenkontrolle, entsprechend den Angaben des 

Herstellers, durchgeführt. Zur Minimierung einer möglichen Überlappung der 

Signale der PE und FITC Antikörper erfolgte anschließend eine Kompensation. 

Damit für alle Proben möglichst gleiche Voraussetzungen gelten, wurden die 

Einstellungen gespeichert und vor jeder Messung neu geladen. Vor jeder 

Messung wurden die FACS Röhrchen kurz gevortext, damit die Zelllösung ihre 

Homogenität erhält. Bei jeder Probe wurde die gleiche Anzahl von Ereignissen 

aufgezeichnet, die sich innerhalb des voreingestellten Fensters fanden. Die 

Daten jeder einzelnen Probe wurden bis zur Auswertung gespeichert. Die 
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mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) stellte sich in einem logarithmischen 

Histogramm dar. 

3.3.3 Vollblut Durchflusszytometrie 

10µl CPDA-Blut wurden mit 490µl PBS (phosphatgepufferter Salzlösung) in 

einem Eppendorf-Cup resuspendiert. Für die anschließende 

Immunfluoreszenzfärbung wurde ein FACS-Röhrchen mit der Patientennummer 

und den verwendeten Antikörpern beschriftet. Jeweils 35µl von dem verdünnten 

Blut und 5µl PBS wurden mittels einer Eppendorf-Pipettierhilfe in das 

beschriftete FACS-Röhrchen pipettiert.  Nun wurden 5µl von den 

entsprechenden konjugierten Antikörpern (P-Selektin=CD62P-FITC, anti-human 

JAM-C-PE) in die jeweiligen FACS-Röhrchen pipettiert und anschließend für 30 

Minuten in Raumtemperatur bei Dunkelheit  inkubiert, sodass die 

Leuchtfähigkeit der verschiedenen Antikörper erhalten bleibt. CD42b-FITC/PE 

diente als Kontrollantikörper, um die Thrombozytenpopulation im Vollblut zu 

identifizieren. Als Isotypkontrollen wurden mouse-IgG1-FITC sowie Mouse-

IgG1-PE verwendet.  Nach der Inkubationszeit wurde 1ml PBS zugegeben. Die 

Lösung wurde dann gevortext und anschließend für 5 Minuten mit 1200rpm und 

Bremse zentrifugiert. Um die nicht gebundenen Antikörper möglichst aus der 

Zelllösung zu entfernen, wurde schließlich der Überstand abgegossen.  Nach 

der Färbung wurden die markierten Zellen abgedeckt im Kühlschrank bei 4°C 

mit 0,5% PFA (Paraformaldehyd) bis zur Durchführung der FACS-Analyse mit 

dem FACS-Calibur Fluss-Zytometer fixiert und gelagert.  

3.3.4 Durchflusszytometrie von Thrombozyten 
Um die Expression von JAM-C auf auf ruhenden und aktivierten, isolierten 

Thrombozyten zu bestimmen, wurde, wie bereits durch uns beschrieben (124, 

319), eine Einfarben-Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgeführt Die 

Thrombozyten wurden entweder mit ADP (20µM) oder TRAP (25µM) aktiviert. 

Zusammengefasst: Es wurde ein konjugierter monoklonaler Antikörper dazu 

benutzt um die Oberflächenexpression von JAM-C (PE markierten anti-human 

JAM-C) auf der Oberfläche von Thrombozyten zu bestimmen. Der Status der 

Thrombozytenaktivierung wurde durch die Mitbestimmung der 

Oberflächenexpression von P-Selektin ermittelt (anti-CD62P-FITC).  
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3.3.5 Durchflusszytometrie von endothelialen Progenitorzellen 
Zur Evaluation des endothelialen Phänotyps, der aus Colony Forming Unit 

Assays hervorgegangenen endothelialen Progenitorzellen, untersuchten wir die 

Expression von CD146 (anti-human MCAM/CD146-FITC), CD31 (anti-CD31-

FITC), CD34 (anti-CD34-FITC; clone 8G12) und CD45 (anti-CD45-PE) auf 

isolierten CD34+ Zellen, humanen arteriellen Endothelzellen und aus Colony 

Forming Unit Assays hervorgegangenen endothelialen Progenitorzellen 

(induziert durch CD34+ Zellkultur auf immoblisiertem JAM-C), wie bereits vorher 

verschriftlicht (124, 319). 

Um die Aktivierungsfähigkeit der neu ausdifferenzierten endothelialen 

Progenitorzellen zu bewerten, wurde, wie bereits beschrieben, die Expression 

von CD54 (anti-CD54-FITC) und CD106 (anti-CD106-PE) auf ruhenden und mit 

TNF-α (50ng/ml) und INF-γ (20ng/ml) aktivierten, spät auswachsenden 

Endothelzellen (124, 319), gemessen.  Nach der Färbung von CD54 und 

CD106 wurden die Zellen im Durchflusszytometer gemessen. Monoklonale 

Immunglobuline, murines IgG1-FITC und IgG1-PE (BD Biosciences, San Jose, 

USA) dienten als isotype Kontrollantikörper. Spezifische monoklonale 

Antikörperbindung wurde als mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) exprimiert und 

als quantitative Messung der Oberflächenexpression von thrombozytärem JAM-

C (PE markierten anti-human JAM-C) und P-Selektin (anti-CD62P-FITC) 

verwendet. 
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3.4 Isolierung von humanen Thrombozyten 
Humane Thrombozyten wurden, wie bereits durch unsere Gruppe beschrieben, 

isoliert (124, 319). Venöses humanes Vollblut (ca. 20ml) wurde von gesunden 

Probanden entnommen und in 4ml Acid-Citrate-Dextrose (ACD)-Puffer-

Behältern gesammelt. Nach Zentrifugation bei 430g für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur ohne Bremse, wurde das plättchenreiche Plasma (PRP) 

abpipettiert, in Falcons überführt und mit Tyrodes-HEPES Puffer (HEPES 2,5 

mM/L, NaCl 150 mM/L, KCl 1 mM/L, NaHCO3 2,5 mM/L, NaH2PO4 0,36 mM/L, 

Glucose 5,5 mM/L, BSA (Bovunes Serum Albumin) 1 mg/ml, pH 6,5) verdünnt. 

Anschließend erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 900g für 10 

Minuten bei Raumtemperatur mit Bremse. Der Überstand wurde verworfen und 

das entstandene Thrombozyten-Pellet am Boden wurde in 200-500µl Tyrodes-

HEPES Puffer resuspendiert (pH=6,5;0,1%BSA/Glucose). Für die 

anschließende Zellzahlbestimmung stellten wir eine Verdünnung aus 20µl 

Zelllösung und 180µl PBS (Phosphat Buffered Saline) her. Die Analyse erfolgte 

dann in einem automatischen Hämatologie-Analysator (KX-21N, Sysmex 

Corporation, Kobe Japan). Im letzten Schritt wurde die Zellsuspension mit 500µl 

Tyrodes-Puffer (pH7,4 ergänzt mit 1mM/L CaCl2 und 1mM/L MgCl2) 

neutralisiert und auf die entsprechende Konzentration eingestellt. 

3.5 Isolierung und Kultivierung von humanen CD34+ Zellen 
Hämatopoetische Stammzellen können aus Nabelschnurblut, aus dem 

Knochenmark oder aus peripherem Blut isoliert werden. In dieser Arbeit wurden 

humane CD34+ Zellen entweder aus humanem Nabelschnurblut oder aus 

Knochenmarkblut isoliert und, wie bereits durch unsere Arbeitsgruppe publiziert, 

kultiviert (124, 319).  

Hierfür wurde die Dichtegradient-Zentrifugation auf Biocoll Auftrennungslösung 

(Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 600g für 15 Minuten bei Raumtemperatur 

angewendet. CD34+ Zellen wurden nach Angaben des Herstellers durch 

immunoaffine Selektion angereichert (CD34-Progenitor Cell Isolation Kit). Eine 

sehr hohe Reinheit der CD34+ Zellen wurde, durch mehrere Isolierungs- und 

Waschschritte hintereinander geschaltet, erreicht. Die isolierten Zellen waren 

≥95% positiv für CD34. Wir verifizierten die Reinheit mittels 

durchflusszytometrischer Bestimmungen.  
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Für Zellkulturen wurde IMDM Medium (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) 
mit Glutamax verwendet und zusätzlich mit 5% fetalem kardialem inaktiviertem 

Kälberserum, 100U/ml Penicillin-Streptomycin, 1% MEM Vitaminen und 1% 

nichtessentiellen Aminosäuren supplementiert (allesamt erworben von 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).  

3.6 Isolierung und Kultivierung humaner arterieller Endothelzellen  
Humane arterielle endotheliale Zellen (HaECs) wurden uns freundlicherweise 

durch die Gruppe von Frau Prof. Dr. Siegel-Axel für unsere weiteren 

Experimente zur Verfügung gestellt.  HaECs wurden, so wie bereits 

veröffentlicht, aus Proben humaner Iliakalarterien von Bypass Empfängern nach 

mechanischer Entfernung isoliert und weiter kultiviert (124, 319). HaECs 

wurden durch immunzytochemische Färbung gegen den von-Willebrand Faktor 

(Boehringer, Mannheim, Deutschland) und durch ihr charakteristisches 

„Pflasterstein“- Wachstumsmuster mittels Kontaktinhibition zwischen den Zellen 

identifiziert. Dazu wurden Routinefärbungen mit dem DNA Farbstoff DAPI (4’, 6-

Diamino-2-Phenylindol- Dihydrochlorid) verwendet, um eine Kontamination 

durch Mycoplasmen auszuschließen. 

3.7 Adhäsionsassays unter statischen und dynamischen Bedingungen 
Die Adhäsion von CD34+ Zellen an immobilisierten Thrombozyten und an 

immobilisiertem JAM-C-Fc wurde, wie bereits durch Vorarbeiten unserer 

Arbeitsgruppe beschrieben, unter statischen und dynamischen Bedingungen 

(Flusskammer) untersucht (124, 319-321). Für die statischen Adhäsionsassays 

wurden isolierte Thrombozyten (2x108/ml) auf eine 96-Well Platte gegeben. Die 

96-Well Platte war mit Kollagen Typ I (20µg/ml) vorbeschichtet. Anschließend 

ließen wir die Thrombozyten, während einer zweistündigen Inkubationszeit, auf 

der kollagenbeschichteten Platte adhärieren. Der Überschüß der Thrombozyten 

wurde dann vorsichtig mit Tyrodes-Hepes Puffer (pH 7,4 ergänzt mit 1mM/L 

CaCl2 und 1mM/L MgCl2) abgewaschen, sodass ein Monolayer immobilisierter 

Thrombozyten entstand. Dieser Thrombozytenmonolayer diente als Grundlage 

unserer Adhäsionsexperimente. JAM-C-Fc (10µg/ml) wurde auf die gleiche 

Weise, während einer zweistündigen Inkubationszeit, auf 96-Well Platten 

immobilisiert. Im Anschluss konnte durch die Blockierung der respektiven 96-

Well Platten mit Bovinem Serum-Albumin (BSA2%) für 30 Minuten, einer 
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unspezifischen Adhäsion vorgebeugt werden.  Danach folgte das Hinzufügen 

der in IMDM Medium resuspendierten isolierten CD34+ Zellen und ihre weitere 

Inkubation in den Wells für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach zwei 

vorsichtigen Waschschritten mit PBS wurden die verbliebenen adhärenten 

CD34+ Zellen mittels direkter Phasenkontrastmikroskopie ausgezählt. Als 

Negativkontrolle wurden ähnliche Experimente mit CD34+ Zellen auf Kollagen 

(20µg/ml) durchgeführt. Wo indiziert, wurden die adhärenten Thrombozyten 

oder die CD34+ Zellen mit JAM-C-Fc, anti-JAM-C (each 10µg/ml,), anti-MAC-1 

(10µg/ml) für 30 Minuten vorinkubiert. Als Negativkontrollen wurden adhärente 

Thrombozyten oder die CD34+ Zellen mit Control-Fc (10µg/ml), isotype control 

IgG1 (R&D Systems; Minneapolis, USA; clone11711; 20µg/ml) vorinkubiert. 

Um die Adhäsion von CD34+ Zellen an immobilisierten Thrombozyten unter 

Flussbedingungen zu evaluieren, beschichteten wir in gleicher Weise, wie 

bereits oben beschrieben, Deckgläser mit Kollagen und ließen anschließend 

Thrombozyten darauf adhärieren. Diese Deckgläser wurden im Anschluss 

jedoch in einer Flusskammer (Oligene, Berlin, Deutschland) verwendet. Einer 

unspezifischen Bindung wurde, durch eine Blockierung der respektiven 96-Well 

Platten mit Bovinem Serum-Albumin (BSA2%) für 30 Minuten, vorgebeugt.  Die 

adhärenten Thrombozyten wurden für 30 Minuten mit Control-Fc oder JAM-C-

Fc (jeweils 20µg/ml) vorinkubiert, bevor der Flusskammer-Versuch begann. Die 

Perfusionsexperimente wurden unter Schergeschwindigkeiten von 2000 s-1 

durchgeführt (hohe Scherspannung).  

Um die Adhäsion von CD34+ Zellen auf das entzündete Endothel zu 

untersuchen, immobilisierten wir HaECs und kultivierten die CD34+ Zellen bis 

zur Konfluenz auf dem Deckgläschen. Endothelzellen wurden mit 50ng/mL 

TNF-α und 20ng/mL INF-γ aktiviert.  Danach folgte das Hinzufügen der in IMDM 

Medium resuspendierten isolierten CD34+ Zellen und eine weitere Inkubation 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Control-Fc oder JAM-C-Fc (jeweils 

20µg/ml). Es folgte der Flusskammerversuch. Alle Experimente wurden in 

Echtzeit auf Video-CD aufgenommen und anschließend ausgewertet. 
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3.8 Colony Forming Unit Assay 
Um die Rolle von JAM-C auf die Differenzierung von CD34+ Zellen zu 

endothelialen Progenitorzellen zu untersuchen, wurden, wie bereits durch 

unsere Arbeitsgruppe beschrieben wurde, CD34+ Zellen entweder auf einen 

Thrombozytenmonolayer, auf eine Kollagenmatrix (10µg/ml) oder auf 

immobilisiertes JAM-C-Fc appliziert (124, 319). Immobilisierte Thrombozyten 

dienten als Positivkontrolle und Control-Fc als Negativkontrolle. Wo indiziert, 

wurden die adhärenten Thrombozyten mit Control-Fc oder JAM-C-Fc (jeweils 

20µg/ml) vorinkubiert. Die Zellen wurden anschließend für mehrere Tage in 

Endothelial Cell Growth Medium MV2 kultivert, welches 5% fetales kardiales 

inaktiviertes Kälberserum, 5ng/ml Epidermal Growth Factor, 0,2µg/ml 

Hydrocortison, 0,5µg/ml Vascular Endothelial Growth Factor, 10ng/ml Basic 

Fibroblast Factor, 20ng/ml R3 Insulin-like Growth Factor-1 und 1µg/ml 

Ascorbinsäure (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) enthielt. Die Anzahl der 

endothelialen Kolonien (Endotheliale Colony Forming Units) aus den 

Progenitorzellen wurde zwischen Tag 5 und Tag 10 gezählt. Um die Expression 

endothelialer Oberflächenantigene zu beweisen, wurden die Zellen abgelöst, in 

PBS resuspendiert, mit Polyglobin für 15 Minuten inkubiert, erneut gewaschen 

und dann mit den respektiven gelabelten Antikörpern für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur, wie bereits unter „Durchflusszytometrie“ in „Material und 

Methoden“ beschrieben, inkubiert. Anschließend erfolgte ein erneuter 

Waschschritt. Die Zellen wurden dann mittels eines FACS-Calibur 

Durchflusszytometer analysiert (BD Biosciences, San Jose, USA).  

3.9 Immunofluoreszenzmikroskopie  
Um die Differenzierung von CD34+ Zellen zu endothelialen Progenitorzellen zu 

untersuchen, benutzten wir einen anti-humanen monoklonalen Antikörper vom 

Kaninchen gegen den von-Willebrand-Faktor (Dako Cytomation, Hamburg, 

Deutschland) und einem sekundären anti-Kaninchen Antikörper vom Schaf 

(Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland). Die CD34+ Zellen wurden entweder 

mit Medium oder Thrombozyten für 10 Tage auf Objektträgern co-inkubiert und 

anschließend unter dem Immunfluoreszenzmikroskop analysiert. Jedem 

Inkubationsschritt folgte ein vorsichtiger Waschschritt mit PBS.   
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3.10 Co-culture assays und Differenzierung in 
Makrophagen/Schaumzellen 
CD34+ Progenitorzellen (50,000 Zellen) wurden, wie zuvor beschrieben, mit 

Thrombozyten (2x108/ml) in einer 96-well Platte vorbeschichtet und mit 0,2% 

Gelatin bei 37°C und 5% CO2 für 10 Tage kokultiviert (124, 126, 319).  Die 

Entwicklung von Schaumzellen wurde, wie bereits veröffentlicht, in sechs 

Fenstern durch Phasenkontrastmikroskopie gezählt  (124, 319).  

3.11 Datenpräsentation und statistische Berechnungen 
Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert mit ± Standardabweichung (SD, 

"Standard Deviation") angegeben.  Alle statistischen Berechnungen wurden mit 

Hilfe eines Statistikprogramms (SPSS® Version 20 für MAC) durchgeführt. 

Stetige Variablen wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf 

Normalverteilung untersucht. Für paarweise Vergleiche zwischen Mittelwerten 

von kontinuierlichen Variablen mit Normalverteilung wurde ein zweiseitiger 

unpaariger T-Test verwendet. Der Mann-Whitney-U-Test diente zur Beurteilung 

signifikanter Unterschiede, wenn keine Normalverteilung vorlag. Mit Hilfe des 

Chi-Quadrat-Tests wurden kategoriale Variablen verglichen. Korrelationen 

wurden an Hand des Pearson Korrelationskoeffizienten bewertet. Für multiple 

Vergleiche zwischen drei oder mehreren Gruppen, wurde eine univariante 

Varianzanalyse (Analysis of variance, ANOVA) mit anschließendem Scheffé-

Test angewandt. Alle statistischen Analysen wurden auf ihre Signifikanz hin 

überprüft. Dabei gilt ein P-Wert von P<0,05 als signifikant. 
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Tabelle 5: Produktbezeichnung der Versuchsmaterialen und Geräte. 

Versuchsmaterialen/ Geräte Hersteller 

ADP  Chrono-Par, Havertown, USA 

Biocoll Auftrennungslösung Biochrom, Berlin, Deutschland 

CD34-Progenitor Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland 

CPDA-S-Monovetten (Citrat-

Phosphat- Dextrose-Adenin)  

Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland) 

DAPI  Boehringer, Mannheim, Deutschland 

Endothelial Cell Growth  PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial Cell Growth Medium Vasculife, Lifeline Cell Technology, 

Walkersville, USA 

Eppendorf-Pipette Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

FACS Calibur (Fluss-Zytometer) Becton-Dickinson, Heidelberg, 

Deutschland 

5 % fetalem kardialem inaktiviertem 

Kälberserum 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Flusskammer Oligene, Berlin, Deutschland 

Glutamax Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

HEPES 

 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Gemrnany 

IMDM Medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

INF-γ  Peprotech Inc., New Jersey, USA 

Kollagen Typ I BD Biosciences, San Jose, USA 

Kulturflaschen Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

MEM Vitaminen 

 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human CD31-FITC 

Immunotec, Marseille, France 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human anti-CD34-FITC 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse- Immunotech, Beckman Coulter, 
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anti-human anti-CD42b-PE Inc.Brea, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human anti-CD45- PE:  

Immunotec, Marseille, France 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human anti-CD54-FITC 

 

Immunotec, Marseille, France 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human anti-CD62P-FITC; Klon 

CLB-Thromb/6 

 

Immunotec, Marseille, Frankreich; 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human anti-CD106-PE 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human MCAM/CD146-FITC:  

R&D Systems, Minneapolis, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human IgG1-FITC; Klon 

MOPC-21 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human IgG1-FITC 

R&D Systems; Minneapolis, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human IgG1-PE; Klon X40 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human 

 

 JAM-C-FITC 

R&D Systems, Minneapolis, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human JAM-C-PE 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Monoklonaler Antikörper mouse-

anti-human-MAC-1 

BioLegend, San Diego, USA 

Monoklonaler Antikörper rabbit-anti-

human-vWF 

Dakocytomation, Hamburg, 

Deutschland 

Monoklonaler Antikörper sheep-

anti-rabbit-vWF 

Sigma- Aldrich, Steinheim, 

Deutschland 
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NaCl 150 mM/L, KCl 1 mM/L, 

NaHCO3 2,5 mM/L, NaH2PO4 0,36 

mM/L, Glucose 5,5 mM/L  

Sigma, Steinheim, Deutschland 

nichtessentiellen Aminosäuren Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

PBS (phosphatgepufferter 

Salzlösung) 

Invitrogen Corporation Paisley, 

Schottland, UK 

Penicillin-Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

0,5% PFA (Paraformaldehyd) Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Polyglobin Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland 

Sysmex (KX-21N; Hämatologie 

Analysator) 

Sysmex Corporation, Kobe Japan 

TNF-α  Peprotech Inc., New Jersey, USA 

TRAP Sigma, Steinheim, Deutschland 
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4. ERGEBNISSE 

4.1 Klinische Eigenschaften der Patientenkohorte 
Die Zusammenfassung der Patientendaten findet sich in Tabelle 6 wieder. Für 

diese Sudie wurden insgesamt 73 Patienten untersucht, die eine 

symptomatische Herzerkankung aufwiesen.  

Das mediane Alter der Patienten betrug 67,01 Jahre.  67,12% (n=49) 

der Patienten waren Männer und stellten somit die Mehrheit des 

Patientenkollektives dar (Tabelle 6).  Anamnestisch konnten bei Aufnahme die 

kardiovaskulären Risikofaktoren (z.B arterielle Hypertonie, Adipositas, Diabetes 

mellitus, Hyperlipidämie, Nikotinabusus, positive Familienanamnese), sowie die 

Hausmedikation erhoben werden. Weiterhin wurden laborchemisch sowohl bei 

Aufnahme als auch im Rahmen des weiteren stationären Aufenthaltes 

Troponin-I, CK, CK-MB, CRP, Kreatinin und der Lipidstatus (Cholesterin, 

Triglyzeride, LDL und HDL) bestimmt.  

Alle Patienten unterzogen sich einer elektiven oder notfallmäßigen 

Koronarangiographie. Unter den Probanden wurde bei 56,16% der Patienten 

eine stabile Angina Pectoris (SAP) und bei 43,84% der Patienten ein akutes 

Koronarsyndrom (ACS) (311) diagnostiziert (Tabelle 6). Die SAP Patienten 

unserer Studie zeigten neben den typischen klinischen Symptomen einen 

pathologischen Belastungstest. 

Zusätzlich wurden die Schwere der koronaren Herzerkrankung sowie die 

linksventrikuläre Ejektionsfraktion (LVEF) bestimmt.  Bei 68,49% der Patienten 

zeigte sich eine normale linksventrikuläre Pumpfunktion (LVEF>55%). 30,14% 

der Probanden wiesen eine leicht- bis mittelschwer eingeschränkte 

linksventikuläre Pumpfunktion (LVEF 35-55%) und 1,37% eine stark reduzierte 

LVEF (<35%) auf. (Tabelle 6). 
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Tabelle 6: Klinische Eigenschaften der Patientenkohorte. 

Grunddaten  Gesamt  

Anzahl der Patienten (n)  73 

Alter (Durchschnitt ± Standardabweichung)  67,01±11,72 

Männer  49 (67,12%) 

Frauen  24 (32,88%) 

BMI ± Standardabweichung 27,81± 4,85 

Akutes Koronarsyndrom (ACS)  32 (43,84%) 

Stabile Angina Pectoris (SAP)  41 (56,16%) 

Linksventrikuläre Pumpfunktion  

Normal (>55%)  50 (68,49%) 

Leichtgradig reduziert (45-55%)  5 (6,84%) 

Mittelgradig reduziert (35-45%)  17 (23,3%) 

Stark reduziert (<35%)  1 (1,37%) 

Kardiovaskuläre Risikofaktoren   

Arterielle Hypertonie  57 (78,08%) 

Diabetes mellitus  21 (28,77%) 

Hyperlipidämie  52 (71,23%) 

Rauchen  26 (35,62%) 

Positive Familienanamnese  15 (20,55%) 

Myokardinfarkt in der Vorgeschichte 19 (26,03%) 
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4.2 Die Expression von JAM-C auf der Oberfläche von humanen 
Thrombozyten ist nach Thrombozytenaktivierung erhöht. 
JAM-C ist auf der thrombozytären Oberfläche konstitutiv exprimiert (283, 297). 

Die Vorinkubation von Thrombozyten gesunder junger Probanden mit 

Thrombinrezeptor aktivierendem Peptid-6 (TRAP-6; 25µM), der spezifisch den 

PAR-1 Thrombinrezeptor aktiviert, ergab eine signifikante Steigerung der 

thrombozytären JAM-C-Expression (P=0,05 für TRAP-6 gegen PBS, Abb.14).  

Bei einer Vorinkubation mit Adenosindiphosphat (ADP; 20µM) blieb die JAM-C-

Expression unbeeinflusst (Abb.14). 

 
Abbildung 14 Humane Thrombozyten exprimieren JAM-C. (A) 

Repräsentative Durchflusszytometrie-Histogramme stellen die Expression von 

JAM-C Expression (linke Spalte) und P-Selektin (CD62P, rechte Spalte) in 

Ruhe und nach Thrombozytenaktivierung mit TRAP-6 bei gesunden jungen 

Probanden dar. (B) Der Mittelwert und SD werden gezeigt.  Diese Daten sind 
bereits publiziert: Stellos K, Panagiota V et al., Cell Physiol Biochem. 2012 
(322). 
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4.3 Die Expression von JAM-C auf der Oberfläche von humanen 
Thrombozyten korreliert mit der P-Selektin-Expression bei Patienten mit 
koronarer Herzerkrankung.  
Thrombozytäres P-Selektin (CD62P) wurde ebenfalls mituntersucht, um die 

Thrombozytenaktivierung zu verifizieren. Thrombozytäres JAM-C korrelierte mit 

der thrombozytären P-Selektin-Expression bei Patienten mit koronarer 

Herzkrankheit (n=73, r=0,301, P=0,01; Abb.15). Diese Ergebnisse waren 

unabhängig von Alter, Geschlecht, kardiovaskulären Risikofaktoren und 

Hausmedikation. 

 

Abbildung 15 Thrombozytäres JAM-C korreliert mit der P-Selektin-
Expression bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Nach 

logarithmischer Transformation der Daten wurde der Pearson 

Korrelationskoeffizient angewendet. Dieser zeigte eine signifikante Korrelation 

zwischen thrombozytärem-JAM-C und der P-Selektin-Expression bei 73 

Patienten mit koronarer Herzkrankheit (41 Patienten mit stabiler Angina pectoris 

und  32 Patienten mit akutem Koronarsyndrom).  
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4.4 Die Adhäsion von humanen CD34+ Progenitorzellen über 
immobilisierten Thrombozyten wird unter statischen Bedingungen durch 
JAM-C/MAC-1-Interaktionen vermittelt. 
Es wurde gezeigt, dass die Bindung von β2-Integrin MAC-1 (αMβ2) zu JAM-C 

die Interaktionen zwischen Leukozyten mit Thrombozyten und Endothelzellen 

verstärkt (262, 283, 308). Da JAM-C bei der Zelladhäsion und Transmigration 

essenziell ist, untersuchten wir, ob thrombozytäres JAM-C in vitro eine Rolle bei 

der Rekrutierung von zirkulierenden CD34+ Progenitorzellen spielt.  

Als erstes untersuchten wir die Adhäsion von CD34+ Progenitorzellen auf 

immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen. Die Adhäsion von 

CD34+ Progenitorzellen auf immobilisierten Thrombozyten wurde in Gegenwart 

von löslichem JAM-C-Fc, jedoch nicht vom Control-Fc, signifikant reduziert 

(P=0,05; Abb.16). In ähnlicher Weise verringerten, im Gegensatz zum 

Isotypkontroll IgG1, neutralisierende monoklonale Antikörper (mAb) gegen 

JAM-C und β2- Integrin MAC-1 (CD11/bCD18) die Adhäsion von CD34+ Zellen 

auf immobilisierten Thrombozyten (P=0,05; Abb.16).   
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Abbildung 16 Die Thrombozyten-vermittelte Adhäsion von CD34+ Zellen 
wird durch JAM-C/MAC-1-Interaktionen unter statischen Bedingungen 
vermittelt. (A) Repräsentative Phasenkontrastbilder adhärenter CD34+ Zellen 

an immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen. CD34+ Zellen 

adhärieren an immobilisierten Thrombozyten, wie im methodischen Teil bereits 

dargestellt. Wie angegeben, wurden Zellen mit sJAM-C-Fc, anti-MAC-1, anti-

JAM-C oder den jeweiligen Isotypkontrollen vorinkubiert. Blockierungen des an 

Thrombozyten gebundenen JAM-C oder des an CD34+ Zellen gebundenen β2-

Integrin MAC-1 (CD11b) führten zu einer signifikanten Abnahme der an 

immobilisierten Thrombozyten adhärenten CD34+ Zellen. Scheffé-Post-hoc-

Analyse: *P≤0,05 vs. Control IgG1 oder Control-Fc. (B) Darstellung von 

Mittelwert und SD von drei unabhängigen statischen Adhäsionsversuchen. 

Diese Daten sind bereits publiziert: Stellos K, Panagiota V et al., Cell 
Physiol Biochem. 2012 (322). 
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Wir benutzten einen weiteren Static Adhesion Assay und beobachteten, dass 

CD34+ Zellen fest an immobilisiertem JAM-C adhärierten (P=0,05; Abb. 17A). 

Die Adhäsion von CD34+ Zellen an immobilisiertem JAM-C wurde erheblich 

durch die Zugabe von löslichem JAM-C-Fc, jedoch nicht vom Control-Fc 

reduziert (P≤ 0,05; Abb.17). 

 

 

Abbildung 17 Lösliches JAM-C-Fc reduziert die Adhäsion von CD34+ 

Zellen an immobilisiertem JAM-C.  Adhäsion von humanen CD34+ Zellen an 

immobilisiertem JAM-C-Fc vs. Control-Fc (A) und in Gegenwart von 

neutralisierendem löslichem JAM-C-Fc oder Control-Fc (B,C) wurde unter 

statischen Bedingungen bewertet. *P≤0,05 vs. Control. Diese Daten sind 
bereits publiziert: Stellos K, Panagiota V et al., Cell Physiol Biochem. 2012 
(322). 
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4.5 Die Adhäsion von humanen CD34+ Progenitorzellen über 
immobilisierten Thrombozyten wird, auch unter dynamischen 
Bedingungen, durch die JAM-C/MAC-1-Interaktionen vermittelt.   
Um unsere Ergebnisse unter hohen Scherbedingungen, ähnlich der arteriellen 

Strömung, zu überprüfen, führten wir Perfusionsexperimente von CD34+ Zellen 

über adhärenten Thrombozyten in einer Flusskammer durch, wobei eine 

Wandscherrate von 2.000-s erzeugt wurde (Abb.18A,B).  Eine bemerkenswerte 

Anzahl von perfundierten CD34+ Zellen verwandelte sich schnell in rollende und 

später in fest-adhärente Zellen. Eine Vorinkubation von immobilisierten 

Thrombozyten mit löslichem JAM-C-Fc, aber nicht mit Control-Fc, reduzierte die 

feste Adhäsion von CD34+ Zellen über Thrombozyten unter hoher 

Scherspannung (Control-Fc gegen JAM-C-Fc: Mittelwert±SD: 90±8,69 vs. 

60,17±11,55; P=0,05; n=3; Abb.18A,B). In Bezug auf die rollenden CD34+ 

Zellen wurde keine Wirkung beobachtet (Control-Fc gegen JAM-C-Fc: 

Mittelwert±SD: 137,67±6,98 vs. 132±5,65; n=3; Abb.18C).  
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Abbildung 18 Thrombozytäres und nicht endotheliales JAM-C vermittelt 
die Adhäsion von CD34+ Zellen unter hoher Scherspannung. Deckgläser 

wurden mit Kollagen Typ I vorbeschichtet und zusätzlich mit frisch isolierten 

Thrombozyten vorinkubiert. Daraus entstanden adhärente 

Thrombozytenzellschichten, wie im methodischen Teil dargestellt. 

Immobilisierte Thrombozyten wurden anschließend mit sJAM-C-Fc oder 

Control-Fc vorinkubiert. Resuspendierte CD34+ Zellen wurden über diese 

Deckgläser perfundiert. (A) Repräsentative Phasenkontrastaufnahmen von 

adhärenten CD34+ Zellen an immobilisierten Thrombozyten unter hoher 

Scherspannung. (B) Mittelwert und SD von drei unabhängigen 

Flusskammerexperimenten. Students´ t-Test: *P=0,05 vs. Control-Fc. (C) 

Mittelwert und SD von drei unabhängigen Flusskammerexperimenten. Diese 
Daten sind bereits publiziert: Stellos K, Panagiota V et al., Cell Physiol 
Biochem. 2012 (322). 
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Um eine potentielle Rolle von endothelialem JAM-C bei der Adhäsion von 

CD34+ Zellen gegenüber mit TNF-α (50ng/ml) und INF-γ (20ng/ml) aktivierten 

Endothelzellen zu bewerten, wurden weitere Perfusionsexperimente 

durchgeführt. Diese zeigten, dass endotheliales JAM-C keinen Einfluss auf die 

Adhäsion von humanen CD34+  Zellen auf aktivierten Endothelzellen hat (P n.s. 

(nicht signifikant); Abb.19A,B).  
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Abbildung 19 Endotheliales JAM-C hat keinen Einfluss auf die Adhäsion 
von menschlichen CD34+ Zellen auf aktivierten Endothelzellen.  Deckgläser 

wurden mit menschlichen arteriellen Endothelzellen (HUVECs) vorbeschichtet 

und zusätzlich mit TNF-α (50ng/ml) und INF-γ (20ng/ml) für 6 Stunden, vor 

Beginn der Perfusionsexperimente mit humanen CD34+ Zellen, vorinkubiert. (A) 

Repräsentative Phasenkontrastaufnahmen von adhärenten CD34+ Zellen auf 

aktivierten HaECs unter hoher Scherspannung. (B) Mittelwert und SD von drei 

unabhängigen Flusskammerexperimenten. Students´-t-Test: P-Wert nicht-

signifikant vs. Control-Fc. Diese Daten sind bereits publiziert: Stellos K, 
Panagiota V et al., Cell Physiol Biochem. 2012 (322). 
 

4.6 JAM-C hat in vitro keinen Einfluss auf die thrombozytenvermittelte 
CD34+ Zelldifferenzierung zu Endothelzellen oder Makrophagen/ 
Schaumzellen. 
Um die Rolle von JAM-C bei der thrombozytenvermittelten Differenzierung von 

Progenitorzellen zu Endothelzellen zu untersuchen, wurden, wie im 

methodischen Teil zuvor beschrieben, CD34+ Zellen auf immobilisierten 

Thrombozyten bis zur Festadhärenz inkubiert und anschließend mit Endothelial 

Cell Growth Medium kultiviert. Dementsprechend wurde dieses Zellkultursystem 

mit sJAM-C-Fc oder Control Fc vorbereitet. Die thrombozytenvermittelte 

Formation von endothelialen Kolonien aus CD34+ Zellen blieb in Anwesenheit 

von s-JAM-C-Fc, im Vergleich zu Control-Fc, unverändert (Control-Fc versus 

sJAM-C-Fc: mittlere Anzahl der Kolonien±SD: 11±1,4 vs. 10,5±2,1; P>0.05; 

n=3; Abb.20 A,B).  
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Abbildung 20 Thrombozytäres JAM-C beeinflusst nicht die Differenzierung 
von CD34+ Zellen zu Endothelzellen oder Makrophagen/Schaumzellen. 
CD34+ Zellen wurden über immobilisierten Thrombozyten in der Gegenwart von 

s-JAM-C-Fc oder Control-Fc kultiviert. Eine Vorinkubation der immobilisierten 

Thrombozyten mit s-JAM-C-Fc veränderte, im Vergleich zu Control-Fc, die Zahl 

der aus CD34+ Zellen stammenden endothelialen Kolonien nicht. (A) 

Repräsentative Phasenkontrastbilder sind hier dargestellt. (B) Die endothelialen 

Kolonien wurden zwischen Tag 5 und 10 gezählt. Mittelwert und SD von drei 

unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Diese Daten sind bereits 
publiziert: Stellos K, Panagiota V et al., Cell Physiol Biochem. 2012 (322). 
 

Um die Rolle von JAM-C bei der Differenzierung von CD34+ Zellen zu 

Endothelzellen weiter zu konkretisieren, inkubierten wir diesmal CD34+ Zellen 

auf immobilisiertem JAM-C-Fc oder Control-Fc. Immobilisiertes JAM-C förderte, 

im Gegensatz zu Control-Fc, die Bildung von endothelialen Kolonien aus CD34+ 

Zellen leicht, aber signifikant (immobilisiertes Control-Fc versus immobilisiertes 

JAM-C-Fc: mittlere Anzahl von endothelialen Kolonien ± SD:0,3±0,6 vs. 

2,3±0,6; P=0,05; n=3; Abb.21A,B). Colony forming Units wurden weiter bis zur 
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Konfluenz kultiviert. Lichtmikroskopische Fotos, um die Differenzierung zu 

spindelförmigen Endothelzellen zu zeigen, wurden aufgenommen (Abb. 21C).  

 

Abbildung 21 Immobilisiertes JAM-C fördert die Bildung von endothelialen 
Kolonien aus CD34+ Zellen.  (A,B) CD34+ Zellen wurden, wie im 

methodischen Teil zuvor verschriftlicht, auf immobilisiertem Control-Fc oder 

immobilisiertem JAM-C-Fc kultiviert. Die Kultivierung von humanen CD34+ 

Zellen über immobilisiertem JAM-C führte zu einem leichten Anstieg der 

endothelialen Koloniebildung. (C) Repräsentative Phasenkontrastbilder werden 

hier gezeigt. (D) Mittelwert und SD von drei unabhängigen Experimenten sind 

dargestellt. *P=0,05 vs. Control-Fc.  Diese Daten sind bereits publiziert: 
Stellos K, Panagiota V et al., Cell Physiol Biochem. 2012 (322). 
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Um die Differenzierung von CD34+ Zellen zu endothelialen Progenitorzellen zu 

bestätigen, wurden weitere Oberflächenantigene von uns untersucht. Im 

Einzelnen: Die Expression von CD146, PECAM-1 (CD31), CD34, und CD45 

wurde auf isolierten CD34+ Zellen, humanen arteriellen Endothelzellen und auf, 

aus Colony Forming Unit Assays hervorgegangenen, endothelialen 

Progenitorzellen, (entweder durch Thrombozyten induziert oder durch JAM-C-

induziert) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 

Wurden CD34+ Zellen kultiviert, um Colony Forming Units auf immobilisiertem 

JAM-C zu bilden, zeigten sie die typischen Oberflächenantigene von primären 

Endothelzellen, wie zum Beispiel CD146 und CD31. Es gab keinen Hinweis auf 

die Leukozyten-Marker CD45 oder die Stammzellmarker CD34 (Abb.22). Nach 

10 Tagen änderte sich die Morphologie der initial runden CD34+ Zellen, sowohl 

auf JAM-C als auch auf den Thrombozyten, in adhärente spindelförmige Zellen, 

die positiv für den von-Willebrand-Faktor (vWF) waren, wie wir durch eine 

Immunfluoreszenzfärbung beweisen konnten. 

Als nächstes analysierten wir, ob aus CD34+ Zellen entstandene endotheliale 

Progenitorzellen aktiviert werden können und diese aktivierungsabhängige 

Oberflächenantigene wie ICAM-1 (CD54) und VCAM-1 (CD106) exprimieren.  

Wir beobachteten, dass die Stimulation der spät auswachsenden (late-

outgrowth) Endothel-Kolonie-bildenden Zellen mit TNF-α/INF-γ Zytokinen eine 

vermehrte Expression von CD54 und CD106 zur Folge hatte (Abb.22). 
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Abbildung 22 Die aus CD34+ Zellen entstandenen endothelialen 
Progenitorzellen weisen typischen Oberflächenantigene von primären 
Endothelzellen auf.  Repräsentative Durchflusszytometrie Histogramme (von 

n=3) der Oberflächenmarker CD146, CD54, CD106, CD31, CD34 und CD45 

(schwarze Linie) gegen Isotypkontrollen IgG (graue Linie), die auf der 

Oberfläche ruhender und aktivierter Endothelzellen, die aus von 

immobilisiertem JAM-C gebildeten endothelialen Kolonien stammen, exprimiert 

sind. Zwei endotheliale Aktivierungsmarker, CD54 (ICAM-1) und CD106 

(VCAM-1), wurden ebenfalls einerseits auf ruhenden und andererseits auf TNF-

α/INF-γ aktivierten, aus CD34+ stammenden Endothelzellen, bewertet. Diese 
Daten sind bereits publiziert: Stellos K, Panagiota V et al., Cell Physiol 
Biochem. 2012 (322). 
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Um in vitro die Differenzierung von CD34+ Zellen in 

Makrophagen/Schaumzellen zu evaluieren, wurden, wie zuvor beschrieben, 

thrombozytäre Thromben 10 Tage lang mit CD34+ Zellen kultiviert [92,331]. In 

Übereinstimmung mit den CFU Ergebnissen hatte JAM-C keinen Einfluss auf 

die Thrombozyten-Phagozytose und Schaumzellbildung (Abb.23A,B). 

 

 
Abbildung 23 JAM-C hat keinen Einfluss auf die Schaumzellbildung. Co-

kultur-Experimente von thrombozytären Thromben mit humanen CD34+ Zellen 

wurden angewendet, um die Differenzierung der CD34+ Zellen zu 

Makrophagen/Schaumzellen zu untersuchen. (A,B) Co-Inkubation und Co-

Kultur-Experimente mit s-JAM-C-Fc zeigten, im Vergleich zu Control-Fc, keinen 

Einfluss auf die Anzahl der von CD34+ Zellen abgeleiteten 

Makrophagen/Schaumzellen. Diese Daten sind bereits publiziert: Stellos K, 
Panagiota V et al., Cell Physiol Biochem. 2012 (322). 
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5. DISKUSSION 
5.1 Wichtige Ergebnisse 
Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Studie sind: 1. Die JAM-C 

Expression auf Thrombozyten ist nach Thrombozytenaktivierung erhöht und 

korreliert mit der P-Selektin Expression bei Patienten mit koronarer 

Herzerkrankung; 2. Die thrombozytenvermittelte Adhäsion von humanen CD34+ 

Progenitorzellen wird, durch die Bindung des thrombozytären JAM-C an MAC-

1, sowohl unter statischen als auch unter dynamischen Bedigungen ermöglicht; 

3. In vitro beeinflusst JAM-C nicht die thrombozytenvermittelte Differenzierung 

von humanen CD34+ Zellen in endotheliale Progenitorzellen oder 

Makrophagen/Schaumzellen. 

5.2 Die Rolle der Thrombozyten in der vaskulären Homöostase und 
Inflammation 
5.2.1 Thrombozyten adhärieren an verletztem Endothel 
Unter physiologischen Bedingungen interagieren zirkulierende Thrombozyten 

nicht mit der Gefäßwand (109).  Im Falle eines Gefäß- (z.B. Plaqueruptur, -

erosion) oder Gewebeschadens (Ischämie) sind Thrombozyten die ersten 

zirkulierenden Zellen im peripheren Blut, die mit der verletzten Gefäßwand 

innerhalb von wenigen Minuten interagieren. Als ersten Schritt der Homöostase 

nach einer Verletzung bezeichnet man die Adhäsion der Thrombozyten an der 

beschädigten Gefäßwand (95, 113, 323). 

Eine Schädigung der Gefäßwandintegrität führt zur Freilegung der 

subendothelialen extrazellulären Matrix. Dies löst dann die Plättchenadhäsion 

und -aggregation durch das Plättchen-GPIb und den Kollagenrezeptor (GPVI), 

zwei Hauptadhäsionsrezeptoren, die für die Regulierung der initialen 

Plättchenadhäsion verantwortlich sind, aus (111, 115, 320). GPIb/V/IX-Komplex 

bindet auf der subendothelialen Oberfläche an den von-Willebrand-Faktor und 

ermöglicht so das Haften der Thrombozyten an der Gefäßoberfläche (109). 

Darüber hinaus können Thrombozyten entlang des SDF-1-Gradienten 

migrieren. Diese Fähigkeit spielt eine wichtige Rolle bei der 

Thrombozytenwanderung zu Orten einer Gefäßverletzung.  
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Die Adhäsion von Thrombozyten an dem entzündeten Endothel wird 

hauptsächlich durch zwei Arten von Rezeptoren vermittelt, den Selektinen und 

Integrinen. Hauptsächlich P-Selektin und teilweise auch E-Selektin, beide auf 

Endothelzellen exprimiert, vermitteln den initialen Kontakt zwischen 

Thrombozyten und Endothelzellen. Integrine und speziell β3-Integrine, wie αIIβ3 

oder GPIIB/IIIa und ανβ3, besitzen eine Schlüsselfunktion bei der festen 

Adhäsion der Thrombozyten auf dem Endothel (323). Nicht nur In-vitro-, 

sondern auch In-vivo-Experimente haben gezeigt, dass sowohl αIIβ3 als auch 

ανβ3 die feste Adhäsion von Thrombozyten an das Endothel vermitteln, auch 

unter hohen Schergeschwindigkeiten (324).  

Junction-Adhäsionsmoleküle (JAMs), die auf Thrombozyten-, Leukozyten- und 

Endothelzellen-Membran lokalisiert sind, sind für die tight junctions, die sie 

bilden, bekannt. JAM-A, auch bekannt als F11-R, spielt ebenfalls eine Rolle bei 

der stabilen Adhärenz der Thrombozyten auf inflammatorischem Endothel und 

trägt zur Entwicklung von Atherosklerose bei (325). In vivo wurde gezeigt, dass 

JAM-A-Knock-out-Mäuse eine signifikant reduzierte Neointimahyperplasie 

darstellten (326). 

In unserer Studie konnten wir bestätigen, dass humane Thrombozyten neben 

JAM-A auch JAM-C auf ihrer Oberfläche exprimieren. Santoso et al. zeigten, 

dass die endgültige Adhärenz von Leukozyten unter anderem durch den 

Thrombozyten-exprimierten JAM-C-Rezeptor vermittelt wird (262). Es wurde 

gezeigt, dass die Bindung von β2-Integrin MAC-1 (αMβ2) zu JAM-C die 

Interaktionen zwischen Thrombozyten mit Leukozyten und Endothelzellen 

verstärkt (262, 283, 308). 
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5.2.2 Thrombozyten interagieren mit der Gefäßwand 
Zirkulierende Thrombozyten rollen und adhärieren nach endothelialer 

Denudation an Stellen vaskulärer Läsionen durch die Bindung von Plättchen-

GPVI, Integrin VLA-6 und Plättchenmembran GPIIb/IIIa an Kollagen, Laminin 

und Fibronectin (126, 313). Plättchen können außerdem über ein intaktes und 

aktiviertes Endothel rollen. Dieser Prozess wird durch GPIba, P-Selektin und 

β3-Integrin (327) ermöglicht. Thrombozyten interagieren mit Endothelzellen, 

verändern ihre Eigenschaften und regulieren somit die Chemotaxis, die 

Adhäsion und die Migration von zirkulierenden Blutzellen sowie die Proteolyse 

in der lokalen Peripherie (95). Nach ihrer Adhäsion sezernieren Thrombozyten 

proinflammatorische Moleküle wie P-Selektin, Gewebefaktor, CD40L, 

Matrixmetalloproteinase 1 und Matrixmetalloproteinase 2 (MMP-1 und MMP-2), 

IL-1β und die Chemokine CXCL4, Plättchenfaktor 4 (PF4) und CCL5 (RANTES) 

(82), die die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion, die Endothelzell-

Aktivierung und anschließend die Leukozytenrekrutierung und die Inflammation 

regulieren (80). Adhärente Thrombozyten dienen als Mediatoren zwischen 

zirkulierenden inflammatorischen Blutzellen und Endothelzellen. Zum Beispiel: 

Thrombozyten rekrutieren Neutrophile Granulozyten (145), Monozyten (92) und 

Lymphozyten (328, 329) an die Gefäßwand. Darüber hinaus rekrutieren 

adhärente Plättchen Leukozyten über PSGL-1-P-Selektin-Wechselwirkungen 

(330) sowie dendritische Zellen (297) durch die Bindung von Makrophagen-1-

Antigen (MAC-1) (CD11b/CD18, αMβ2) an GPIbα, JAM-C und intrazellulärem 

Adhäsionsmolekül-2 (ICAM-2) oder über verbrückende Proteine wie Fibrinogen 

(das an GPIIb/IIIa bindet) oder hochmolekularem Kininogen (das an GPIbα 

bindet) (95). Darüber hinaus binden Plättchenmikropartikel auf 

Leukozytenoberflächen, die Leukozyten-Leukozyten- und Leukozyten-

Endothelzell-Wechselwirkungen unterstützen (331). 
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5.2.3 Differenzielle Plättchensekretion reguliert Wundheilung und 
Angiogenese 
Plättchen speichern und sezernieren verschiedene Wachstumsfaktoren, die die 

Wundheilung und Angiogenese regulieren. VEGF, bFGF, EGF, PDGF und 

Angiopoetin-1 besitzen eine proangiogene Aktivität und unterstützen das 

Gefäßwachstum (Tabelle 7) (130). Andererseits können Thrombozyten, durch 

Freisetzung von Endostatin, PF-4, Thrombospondin-1 und 

Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), die Angiogenese inhibieren (332). Ma 

et al. zeigte, dass die Proteinase-aktivierten Rezeptoren PAR1 und PAR4, die 

auf der Oberfläche von Thrombozyten exprimiert sind, die Sekretion von 

Endostatin und VEGF aus den Thrombozyten unterschiedlich regulieren (333). 

Endostatin wird nach Aktivierung von PAR4 aus menschlichen Blutplättchen 

freigesetzt und durch Aktivierung von PAR1 unterdrückt  (333). PAR-1 Blockade 

führt zu einer Thrombin-stimulierten Endostatin-Freisetzung (ein PAR4-

ähnlicher Effekt) (333). Nach einer PAR4-Blockade stimulierte Thrombin die 

VEGF-Freisetzung (ein PAR1-ähnlicher Effekt) (333). So wirken PAR1 und 

PAR4 in gegenregulatorischer Weise, um die Freisetzung von zwei Substanzen 

aus den Thrombozyten zu regulieren, die die Angiogenese stark beeinflussen 

(130). In Übereinstimmung mit diesen Erkenntnissen haben Italiano und 

Kollegen gezeigt, dass pro- und antiangiogene Moleküle in separaten alpha-

Granula von Thrombozyten gespeichert sind und durch unterschiedliche Stimuli 

freigesetzt werden (334). Die Fortbewegung von endogenen 

Wachstumsfaktoren vom Zytoplasma in die Peripherie mithilfe langer Fortsätze 

(Filopodie, Lamellipodien) von aktivierten Thrombozyten stellt einen intakten 

plättchenmodulierten Mechanismus dar, der für die Regulation der Angiogenese 

verantwortlich sein kann (334). 

Darüber hinaus definierten Chatterjee und Kollegen weitere Stimuli, die für die 

differentielle Plättchensekretion von pro- und antiangiogenetischen Molekülen 

verantwortlich sind und konnten zudem verschiedene intrazelluläre Signalwege 

zeigen. Pro-angiogene Moleküle wie SDF-1a/CXCL12 und VEGF werden nach 

Stimulierung mit PAR1-aktiviertem Peptid, ADP, GPVI-Kollagen freigesetzt, 

während antiangiogene Faktoren wie PF4 und Endostatin nach Stimulierung mit 

PAR4 aktiviertem Peptid und Thromboxan A2 freigesetzt werden (335).  
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In unserer Studie konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass die PAR-1 

Aktivierung, in vitro, die Expression von JAM-C auf der Oberfläche von 

humanen Thrombozyten erhöht (322). Bei Patienten mit einer bekannten 

koronaren Herzkrankheit beobachteten wir eine vermehrte JAM-C-Expression 

auf Thrombozyten, die mit der P-Selektin-Expression korrelierte (322). 

Der Einfluss, von aus Thrombozyten freigesetzten Proteinen bei der 

Angiogenese, hängt nicht nur von der Umgebung ab in der sie freigesetzt 

werden, sondern auch von dem erreichten Grad ihrer Sekretion. Mehrere 

Proteine können synergistisch wirken, aber auch untereinander konkurrieren. 

Dennoch bleiben die genauen Mechanismen, durch die Thrombozyten die 

Angiogenese regulieren, noch weitgehend unklar.  

5.2.4 Thrombozyten interagieren mit den Progenitorzellen 
Zunehmende Beweise unterstützen die Wichtigkeit der zirkulierenden Stamm- 

und Progenitorzellen bei der Gefäß- und Geweberegeneration. Dabei handelt 

es sich um mehrstufige Prozesse, die die Mobilisierung der Progenitorzellen 

aus dem Knochenmark oder den peripheren Nischen in die Peripherie, die 

Chemotaxis auf das Zielgewebe, die Adhäsion an die Gefäßwand, das 

Überleben und das Engraftement in das lokale Gewebe, die Differenzierung in 

reife funktionelle Zelltypen sowie die Proliferation umfassen (306, 336). In 

letzter Zeit wurde hervorgehoben, dass Thrombozyten eine entscheidende 

Rolle, bei der Mobilisierung, der Adhäsion, der Proliferation, dem Überleben, 

der Aktivierung und der Differenzierung von Progenitorzellen, spielen. Dies 

ermöglicht den Progenitorzellen nicht nur das Zielgewebe zu erreichen und als 

Brücke zwischen Kreislauf und Gefäßwand zu wirken, sondern auch sich in 

reife Zelltypen zu differenzieren (Tabelle 8). Darüber hinaus haben 

Thrombozyten eine chemotaktische Wirkung auf mesenchymale Stammzellen 

und fördern ihre Migration. Dieser Prozess wird durch den basischen 

Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) vermittelt (337). 
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Tabelle 7: Plättchen-Zytokine/Wachstumsfaktoren, die an den 
Interaktionen zwischen Thrombozyten und Progenitorzellen beteiligt sind. 

Progenitorzellen Thrombozyten Funktion Literatur 

CXCR4 

CXCR7 

SDF-1;CXCL12 Chemotaxis 

Mobilisierung 

Adhäsion und Migration 

von Progenitorzellen 

Differenzierung der 

Progenitorzellen 

Angiogenese 

(124) 

Tie-2 Angiopoietin-1 Stabilisierung 

Vaskulogenese 

Angiogenese 

(338, 

339) 

PDGFRbeta PDGF Proliferation 

Differenzierung 

Chemotaxis 

(340) 

EGFR EGF Proliferation (341, 

342) 

 

5.2.4.1 SDF-1: etwas mehr als nur ein Plättchen-Chemokin  
SDF-1, auch bekannt als CXCL12, reguliert die chemotaktische Rekrutierung, 

die Migration vom Knochenmark in die Peripherie, die Retention und die 

Entwicklung von CD34+Progenitorzellen (122, 209). SDF-1, das primär durch 

die Stromazellen des Knochenmarks gebildet wird, scheint eine entscheidende 

Rolle bei der Hämatopoese zu spielen. SDF-1 vermittelt das Homing von 

hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) und Progenitorzellen von der fetalen 

Leber bis zum Knochenmark (343). Darüber hinaus führt eine Veränderung des 

SDF-1-Plasmaspiegels im peripheren Kreislauf, zur Mobilisierung von 

Progenitorzellen in die periphere Zirkulation (343, 344). Megakaryozyten und 

ihre nachkommenden Thrombozyten enthalten erhebliche Mengen an SDF-1. 

Experimente mit thrombozytopenen Mäusen zeigten, dass Thrombozyten die 

Hauptquelle für das lösliche SDF-1 im Blut sind (345). Nach 

Thrombozytenaktivierung wird die SDF-1-Expression auf der 
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Thrombozytenoberfläche und anschließend die SDF-1 Sekretion in den 

Kreislauf erhöht (122). Der lösliche Kit-Ligand (Stammzellfaktor) und 

Thrombopoetin induzieren die Freisetzung von SDF-1 aus Thrombozyten, 

wodurch die Neovaskularisation durch Mobilisierung von CXCR4+VEGFR1+ 

Hämangiozyten verstärkt wird (345). In ähnlicher Weise vermittelt die 

Expression von SDF-1 das Rolling und die feste Adhäsion von humanen CD34+ 

Progenitorzellen an immobilisierten Plättchen in vitro unter Flussbedigungen 

und in vivo an Stellen der vaskulären Verletzung (124). Die Größe der SDF-1 

Plasma-Erhöhung korreliert mit der Anzahl der mobilisierten CXCR4+VEGFR1+ 

Zellen und der Geschwindigkeit der Revaskularisation nach einer Hindlimb-

Ischämie (345). Interessanterweise ist thrombozytäres SDF-1 auch an der 

Mobilisierung und Domizilierung von vaskulären glatten Muskelprogenitorzellen 

beteiligt. Dies könnte eine Rolle bei der Pathogenese der Neointimabildung 

nach vaskulärer Verletzung spielen (346). Die Hemmung der 

Thrombozytenaggregation durch den ADP-Rezeptorblocker Ticlopidin 

supprimierte deutlich die thrombozyten-vermittelte SDF-1α-Produktion, was zu 

einer Abnahme der zirkulierenden glatten Muskelvorläuferzellen und zu einer 

Attenuierung der Neointimabildung führte (346). 

5.2.5 Thrombozyten rekrutieren Progenitorzellen an der Gefäßwand 
Nach der Thrombozytenadhäsion an der Gefäßwand, rollen zirkulierende 

Progenitorzellen über immobilisierte Thrombozyten. Dies erfolgt durch die 

Bindung vom thrombozytären P-Selektin mit dem P-Selektin-Glykoprotein-

Ligand-1 (PSGL-1) der Progenitorzellen (311). Die feste Adhäsion der 

Progenitorzellen auf den Thrombozyten wird über SDF-1/CXCR4, beta (1) 

Integrin, beta (2) -Integrin und Thrombozyten GPIIb/IIIa (Abb.24, Tabelle 8  

(122, 124, 126, 345) vermittelt. Nach vaskulärer Verletzung haften, vom 

Knochenmark abgeleitete murine Progenitorzellen, in einem Prozess, der 

thrombozytäres-P-Selektin und GPIIb-Integrin beinhaltet, direkt an 

Thrombozyten (122). Sobald sie aktiviert sind, sezernieren Thrombozyten das 

Chemokin SDF-1α, welches in vivo die primäre Adhäsion von Progenitorzellen 

auf der Oberfläche arterieller Thromben unterstützt (122). Vom Knochenmark 

abgeleitete murine Progenitorzellen, die zu Thrombozytenaggregaten rekrutiert 

wurden, führten zur Bildung neointimaler Zellen. Dies weist darauf hin, dass die 
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Akkumulation der Knochenmark-Progenitorzellen in arteriellen Thromben zu 

vaskulärer Reparatur oder pathologischem Remodeling beitragen kann (122). 

Im humanen System haften CD34+ Zellen an immobilisierten Thrombozyten, 

nicht aber an immobilisiertem Kollagen Typ I, das die wichtigste extrazelluläre 

Matrixkomponente der verletzten Arterienwand darstellt (124). Nach SDF-

1/CXCR4 Blockade wurde die Adhäsion von CD34+ Zellen an immobilisierten 

Thrombozyten signifikant abgeschwächt. Dies deutet drauf hin, dass 

thrombozytäres-SDF-1 entscheidend für die Progenitorzellen-Thrombozyten-

Interaktionen ist (122). 

Thrombozyten exprimieren zudem noch JAM-A, welches die Adhäsion von 

humanen Progenitorzellen auf Thrombozyten, durch heterophile oder 

homophile Wechselwirkungen mit LFA-1 (Tabelle 8) oder mit dem JAM-A der 

Progenitorzellen, unterstützt (319, 347). JAM-A vermittelt die Adhäsion von 

humanen CD34+ Zellen über immobilisierten Thrombozyten oder 

inflammatorischem Endothel, in vitro, unter hoher Scherspannung und in vivo, 

nach Carotisligation oder Ischämie/ Reperfusionsverletzung (319, 347). 

In unserer Studie zeigten wir, dass humane Thromboyzyten neben JAM-A, 

auch JAM-C auf ihrer Oberfläche exprimieren. Da JAM-C essenziell bei der 

Zelladhäsion ist, untersuchten wir, ob thrombozytäres JAM-C in vitro eine Rolle 

bei der Rekrutierung von zirkulierenden CD34+ Progenitorzellen spielt. Wir 

konnten beweisen, dass die Adhäsion von humanen CD34+ Progenitorzellen 

über immobilisierten Thrombozyten, durch JAMC/MAC-1-Interaktionen, unter 

statischen- und dynamischen Bedingungen, vermittelt wird (322). Im Gegensatz 

zu thrombozytärem JAM-C, zeigte das endotheliale JAM-C keinen Einfluss auf 

die Adhäsion von humanen CD34+  Zellen auf  aktivierten Endothelzellen (322). 

 

  



 

 86 

86	

5.2.6 Thrombozyten unterstützen die Differenzierung von Progenitorzellen 
zu Endothelzellen  
Nach Adhäsion an der Gefäßwand induzieren Thrombozyten die 

Differenzierung sowohl der menschlichen als auch der murinen Progenitorzellen 

in reife funktionelle Endothelzellen (122, 124, 126, 345). Die Migration von 

murinen embryonalen Progenitorzellen über Plättchen ist mit einer verstärkten 

Expression des von-Willebrand-Faktors assoziiert. Dies bedeutet, dass murine 

Progenitorzellen in Anwesenheit von Thrombozyten ihren Phänotyp zum einem 

reifen Endothelzell-Phänotyp verändern (348). Daub et al. zeigten bereits, dass 

sich  die initial runden CD34+ Zellen, zu adhärenten spindelförmigen Zellen 

veränderten, die, nach 5-tägiger Kultivierung von isolierten CD34+ Zellen mit 

immobilisierten Thrombozyten, für vWF positiv waren (124). CD34+ Zellen 

bilden auf immobilisierten Plättchen und ebenfalls in ähnlicher Weise auf 

immobilisiertem Fibronektin Kolonien, was auf eine Differenzierung zu 

Endothelzellen hindeutet (124). Das endotheliale Überleben, die Proliferation 

und die Migration, die für die Reparatur des verletzten Endothels notwendig 

sind, werden durch CD34+ Progenitorzellen verstärkt, die den VEGF-R2/Kinase-

Insert-Domänenrezeptor (KDR) exprimieren (349). Humane CD34+/KDR+ Zellen 

entstehen nach ihrer Immobilisierung auf aktivierten Thrombozyten aus 

zirkulierenden CD34+ Zellen (350). 

Sowohl SDF-1 als auch JAM-A fördern die Differenzierung von humanen CD34+ 

Zellen zu endothelialen Zellen (Abb.24, Tabelle 8). Dies fördert, in vitro sowie in 

vivo, nach vaskulärer Verletzung, die CD34+ Zell-vermittelte Re-

Endothelialisierung (124, 347). In unserer Studie untersuchten wir, ob JAM-C 

bei der thrombozytenvermittelten Differenzierung von Progenitorzellen zu 

Endothelzellen eine Rolle spielen könnte (Abb. 24, Tabelle 8). Wir konnten zum 

ersten mal zeigen, dass JAM-C in vitro keinen Einfluss auf die 

thrombozytenvermittelte CD34+ Zelldifferenzierung zu Endothelzellen hat (322). 

In Übereinstimmung mit diesem Ergebnis spielte JAM-C keine Rolle bei der 

Thrombozyten-Phagozytose und Schaumzellbildung (322). 
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Abbildung 24 Rezeptor-Ligand-Paare bei den Thrombozyten-
Progenitorzellen-Interaktionen. Die Wechselwirkung von Progenitorzellen 

(CD34+ Zellen) mit Thrombozyten induziert Chemotaxis, Rolling, Adhäsion, 

Proliferation der Progenitorzellen, sowie ihre Differenzierung zu endothelialen 

Progenitorzellen. Adaptiert von Sopova K et al., CurrVascPharmacol.2012 

(351). 

 

Tabelle 8: Adhäsionsrezeptoren, die an den Interaktionen zwischen 
Thrombozyten und Progenitorzellen involviert sind, und ihre Funktion. 
Progenitorzellen Thrombozyten Funktion Literatur 

PSGL-1;CD162P P-Selektin;CD62P Adhäsion, Rolling (352) 

Integrin MAC-1 Mikropartikeln 

(CD41, CD61, CD62, 

CXCR4, PAR-1) 

Proliferation 

Adhäsion auf  ECs 

Migration, 

Differenzierung 

(353, 

354) 

LFA-1 JAM-A Differenzierung 

Adhäsion 

(319) 

MAC-1 Glykoprotein Iba Adhäsion (355) 

MAC-1 Glykoprotein IIb/IIIa Adhäsion  (95) 

Integrin MAC-1 JAM-C Adhäsion (322) 
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5.2.7 Defekte in der Interaktion zwischen Thrombozyten und 
Progenitorzellen bei Patienten mit vaskulären Erkrankungen 
Die endotheliale Dysfunktion, die durch veränderte Endothelzellfunktion, 

abgeschwächte Stickoxidproduktion und zunehmende Thrombose 

gekennzeichnet ist, stellt eine frühe Komplikation von Patienten mit vaskulären 

Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, dar (356, 357). Thrombozyten von 

Diabetikern weisen Hyperreaktvität, eine erhöhte Adhäsivität sowie eine erhöhte 

Aggregation und Thromboseneigung auf (358). 

Progenitorzellen sind bei Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen und vor 

allem mit Diabetes mellitus, nicht nur in ihrer Anzahl, sondern auch in ihrer 

Funktion beeinträchtigt (68, 359). Da diese Wechselwirkung zwischen 

Thrombozyten und Progenitorzellen erst vor kurzem beschrieben wurde, gibt es 

nur wenige Studien, die diese Wechselwirkung bei Patienten mit Herz-Kreislauf-

Erkrankungen beschreiben. Dernbach et al. berichtete zuerst, dass die Ko-

Inkubation von Thrombozyten und peripheren mononukleären Blutzellen von 

gesunder Probanden, dosisabhängig, die Anzahl der frühen OECs (outgrowth 

endothelial cells) erhöht (360). Im Gegensatz dazu: Bei Inkubation von 

Thrombozyten von Patienten mit Diabetes mellitus zusammen mit peripheren 

mononukleären Blutzellen von gesunden Menschen, steigt die Anzahl früher 

OECs nicht (360). Allerdings hat die Ko-Inkubation von Thrombozyten gesunder 

Spender mit mononuklearen Zellen von Patienten mit Diabetes mellitus, die 

Anzahl der OECs signifikant erhöht. Dies weist daraufhin, dass Thrombozyten 

von gesunden Probanden in der Lage sind, die Beeinträchtigung, der von den 

Patienten abgeleiteten pro-angiogenen Zellbildung, teilweise zu kompensieren 

(360). 
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5.3  Myokardinfarkt: Prognose und Therapie 
Laut dem „Herzbericht 2015“ verstarben im Jahr 2013 in Deutschland 64,4 von 

100.000 Einwohnern an einem akuten Myokardinfarkt. Diese Zahl ist gegenüber 

dem Jahr 1990 um 40 Prozent gesunken: 42,2 Prozent bei Männern und 37,2 

Prozent bei Frauen.  Diese Verringerung der Sterbeziffer beim akuten 

Herzinfarkt ist sowohl durch den Rückgang der Anzahl von Rauchern als auch 

durch die Verbesserungen der strukturellen und therapeutischen Maßnahmen 

zu erklären. 

Die ersten beiden Stunden nach dem Eintritt eines Myokardinfarktes sind für die 

Überlebenschance von entscheidender Bedeutung. Dabei gilt die goldene 

Regel: „Time is muscle“. Die Mehrzahl der Todesfälle ist innerhalb der ersten 

zwei Stunden dokumentiert, wobei das Kammerflimmern die häufigste 

Todesursache darstellt. 

Eine Wiedereröffnung der verengten oder verschlossenen Blutgefäße sollte 

durch Reperfusionstherapie (perkutane koronare Intervention (PCI) bzw. 

medikamentöse Thrombolyse) rasch erfolgen, um einen irreversiblen Schaden 

des betroffenen Myokardareals zu vermeiden. Trotz der bei dem Großteil der 

Patienten heutzutage erfolgreichen Revaskularisierungsmaßnahmen, können 

Herzinfarktpatienten eine chronische Herzinsuffizienz als Folge des narbigen 

Umbaus des Herzmuskels entwickeln. Diese aus dem Remodelling 

resultierende Herzinsuffizienz wirkt sich auf die Morbidität und Mortalität der 

Patienten aus. Nach einem Myokardinfarkt beträgt das Risiko für ein erneutes 

kardiovaskuläres Ereignis in den kommenden 36 Monaten 20% (361). 

Wesentliche Ziele der Behandlung eines Myokardinfarktes sind: 

• Das verschlossene Herzkranzgefäß so schnell wie möglich wieder zu 

öffnen (Reperfusionstherapie). 

• Die kardiovaskuläre Morbidität, insbesondere durch Vermeidung von 

Reinfarkten und Entwicklung einer Herzinsuffizienz, zu reduzieren.  

• Die Belastungsfähigkeit und die Lebensqualität des Patienten zu erhalten 

• Die Sterblichkeit zu reduzieren. 
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Neben interventionellen Maßnahmen (Revaskularisation) und medikamentöser 

Sekundärprophylaxe, bekommen Maßnahmen wie Verhaltensänderung und 

damit Modifikation der wichtigsten beeinflussbaren Risikofaktoren 

(Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus, 

Bewegungsmangel, Adipositas, psychosoziale Faktoren) eine zunehmende 

Bedeutung. 

5.3.1 Traditionelle Antiplättchensubstanzen für kardiokoronare Prävention 
und Verhinderung vor Rethrombosen 
Antiplättchensubtanzen werden zur Prävention von kardiovaskulären 

Ereignissen und zur Vehinderung von Reokklusionen nach erfolgreicher 

Wiedereröffnung eines verschlossenen Koronargefäßes durch perkutane 

Koronarintervention oder Lyse angewendet (Abb.25). 

Aspirin war das erste Medikament, welches für diese Indikationen mit großem 

Erfolg eingesetzt wurde. Es inhibiert die Cyclooxygenase-1 und bleibt somit 

eine grundlegende präventive und therapeutische Option gegen 

Atherosklerose. In-vitro-Studien zeigten die direkte Wirkung von Aspirin auf die 

Thrombozytenaktivierung, indem es die Expression von Oberflächenrezeptoren 

wie GPIIb/IIIa und P-Selektin sowie die Freisetzung von Chemokinen 

beeinflusst (362). 

Die P2Y12ADP-Rezeptor-Antagonisten, die durch Hemmung der ADP-

induzierten Aktivierung des P2Y12-Rezeptors wirken, sind ebenfalls wichtige 

Antiplättchensubstanzen. Clopidogrel, Ticlodipin und Prasugrel gehören im 

klinischen Alltag zu den am häufigsten angewendeten Antiplättchensubstanzen.  

In-vitro-Daten zeigten, dass diese Medikamente die Thrombozytenaktivierung 

direkt sowie die Thrombozyten-Wechselwirkung mit Leukozyten beeinflussen 

konnten. Weiterhin führte die Behandlung mit P2Y12ADP-Rezeptor-

Antagonisten zu einer verminderten Expression von Chemokinen, wie sCD40L, 

RANTES, P-Selektin und anderen (363). Verschiedene klinische Studien 

bestätigten die klinische Wirksamkeit dieser Medikamente. Vor allem in 

Kombination mit Aspirin wurde, bei Patienten mit Atherosklerose-assoziierten 

Erkrankungen, das Risiko schwerer kardiovaskulärer Ereignisse verringert (364, 

365). 
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Statine, die am häufigsten verwendeten Lipidsenkungsmedikamente, sind 

weithin für ihre pleiotropen Wirkungen, vor allem ihre entzündungshemmenden 

Eigenschaften und ihre Rolle bei der Plaque-Stabilisierung, bekannt. In-vitro-

Daten zeigten, dass Statine die Thrombozytenaggregation hemmen konnten, 

während sie gleichzeitig die Freisetzung von proinflammatorischen Chemokinen 

wie CD40L und die Oberflächenexpression von P-Selektin und anderen 

Aktivierungsmarkern vermindern (366). In-vivo-Daten zeigten, dass eine Statin-

Behandlung, durch Verminderung des zirkulierenden Spiegels von CXCL4 und 

CXCL7, einen direkten Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung hat und somit 

im Tiermodell vor einer zerebralen Ischämie schützt (367). Es wird vermutet, 

dass Statine neben ihrer direkten Wirkung auf die Thrombozytenfunktion, auch 

indirekt, die Thrombozytenaktivierung und –funktion, durch ihre 

cholesterinsenkende Wirkung, die direkt auf den oxLDL-Spiegel wirkt, 

beeinflussen (368). Neuste Daten zeigten, dass Rosuvastatin die gestörte 

Hyperaktivität und das Membrancholesterin in Thrombozyten von Patienten mit 

Hypercholesterinämie vermindern könnte (369). 

Dabigatran, ein direkter Thrombin-IIa-Inhibitor, Apixaban und Rivaroxaban, 

direkte Faktor Xa-Inhibitoren, sind neue orale Antikoagulantien, die in der 

klinischen Routine hauptsächlich bei Vorhofflimmern und zur Verhinderung von 

venösen Thromboembolien verwendet werden. Es wurde gezeigt, dass 

Thrombininhibitoren die Bildung von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten 

reduzieren, die Thrombozytenaggregation durch Hemmung der Gewebefaktor-

Aktivierung reduzieren und somit in vivo eine direkte Wirkung auf die vaskuläre 

Inflammation und Atherosklerose aufweisen (370). Direkte Faktor Xa-Inhibitoren 

besitzen ähnliche Effekte auf Thrombozyten. Sie verringern signifikant die 

Thrombozytenaktivierung und -aggregation und reduzieren somit die 

Thrombusbildung (371). Allerdings sind die vorhandenen Daten, die die 

klinische Bedeutung der Wirkung dieser Antikoagulanzien auf die 

Thrombozytenaktivierung und -funktion erhellen, begrenzt.  

Kürzlich wurden Anstrengungen unternommen, Agenzien zu entwickeln, die 

direkt Plättchen-Chemokin-Rezeptoren beeinflussen. Plerixafor (oder 

AMD3100) ist ein CXCR4-Antagonist und ein CXCR7-Agonist (372). Im 

Tiermodell hatte die Behandlung mit Plerixafor eine positive Wirkung auf die 
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Neointima-Bildung an der Stelle der Gefäßverletzung (373). Klinische Daten 

zeigten ebenfalls, dass Plerixafor das kardiale Remodeling und die kardiale 

Funktion, nach Myokardinfarkt und Ischämie/Reperfusionsverletzung, positiv 

beeinflussen könnte (374). 

Abbildung 25 Wirksame (Anti-) Thrombozyten Therapien basieren auf der 
Rolle der Plättchen in der vaskulären Homöostase und Inflammation. Nach 

der Thrombozytenaktivierung haften Thrombozyten an der Gefäßwand und 

interagieren mit Endothel- und peripheren mononukleären Blutzellen 

(PBMNCs), einschließlich Leukozyten und Progenitorzellen. Die aktuellen 

Antithrombozyten-Medikamente hemmen die Thrombozytenaktivierung bei 

akutem Myokardinfarkt nicht vollständig. Neueste Befunde unterstützen die 

Rolle von thrombozytären Biomarkern bei der Diagnose und Prognose von 

Gefäßerkrankungen, wie dem akuten Koronarsyndrom, dem Schlaganfall und 

der Demenz. Adaptiert von Stellos K. Curr Vasc Pharmacol. 2012 (375). 
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5.3.2 Thrombozytäres P-Selektin als prognostischer Marker für Patienten 
mit koronarer Herzerkrankung  
Zunehmende Evidenz deutet darauf hin, dass die Thrombozytenaktivierung 

eine wichtige Rolle bei der Pathogenese und der klinischen Darstellung akuter 

Koronarsyndrome (ACS) spielt, indem sie die thrombotische Okklusion großer 

epikardialer Koronararterien vermittelt und das Ausmaß der Myokardverletzung 

beeinflusst (376). Thrombozytäres P-Selektin scheint in allen diesen Prozessen 

eine sehr kritische Rolle zu spielen (377). 

Die P-Selektin-Expression wurde als Biomarker für die Identifizierung thorakaler 

Beschwerden von kardialem Ursprung und für die Risikostratifizierung von 

Patienten mit ACS untersucht (109). P-Selektin-Knock-out-Mäuse zeigen eine 

signifikant kleinere Infarktgröße im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen nach 

transienter koronarer Okklusion (378). Die Verabreichung von hemmenden 

Antikörpern gegen P-Selektin reduziert die Infarktgröße bei Tieren (379). Stellos 

et al zeigten, dass die P-Selektin-Expression auf der Oberfläche von 

Thrombozyten bei Patienten mit ACS, insbesondere bei Patienten mit STEMI, 

wesentlich erhöht ist und mit myokardialen Nekrose-Markern (Troponin und CK-

MB) korreliert (311). 

Diese Befunde unterstützen den potentiellen prädiktiven Wert von P-Selektin 

auf die nachfolgende Myokardinfarktgröße und Prognose. Dadurch könnten die 

Patienten identifiziert werden, die möglicherweise aggressiver behandelt 

werden sollten.  

5.3.3 Junctional Adhäsionsmoleküle als neue Zielstrukturen  
Die inflammatorische Rekrutierung von mononukleären Zellen erscheint als die 

treibende Kraft, die zur Entwicklung von atherosklerotischen Veränderungen 

führt. Dieser Schritt ist durch proinflammatorischen Zytokine, Chemokine und 

Adhäsionsmolekule kontrolliert (380, 381). Die Hochregulation der Expression 

von Junctional Adhäsionsmolekülen auf atherosklerotischem Endothel deutet 

die Rolle von JAMs bei der Atherogenese und der Bildung von vaskulären 

Läsionen an (295, 382).  

Das auf atherosklerotischem Endothel exprimierte JAM-C ist als humanes 

Thrombozyten- Adhäsionsmolekül in der Lage, mit den leukozytären Integrinen 
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aMb2 und axb2 zu interagieren (262). Dies deutete darauf hin, dass JAM-C in 

einem verschachtelten Netz von Wechselwirkungen zwischen 

hämatopoetischen Zellen und Endothelzellen verwickelt ist und somit zu der 

Leukozyten-Endothel Adhäsionskaskade beiträgt (383).  

JAMs regulieren nicht nur die Aherosklerose sondern auch die Angiogenese. 

Die Bedeutung von JAMs in der Angiogenese wurde zum ersten Mal durch die 

Beteiligung von JAM-A bei der bFGF-induzierten Angiogenese untersucht 

(249). Ein JAM-C spezifisch blockierender Antikörper verminderte die 

Angiogenese in Modellen von hypoxieinduzierter retinaler Neovaskularisation 

und in Tumorvaskularisation (384). 

Die bedeutsame Rolle von JAMs in einerseits Inflammation und andererseits 

Vaskulogenese unterstreicht die zunehmende Bedeutung der Verbindung 

zwischen inflammatorischer Zellrekrutierung und Angiogenese. Diese 

funktionelle Dualität ergibt eine neue sehr interessante molekulare Dimension.  

5.3.4 Thrombozyten und Regeneration  
Die Strategien gegen Atherosklerose entwickeln sich ständig weiter und haben 

sehr früh die Thrombozyten als therapeutisches Hauptziel identifiziert. 

Thrombozyten sind von enormer Bedeutung bei der Regulation der vaskulären 

Homöostase.  Sowohl bei Thrombose und Homöostase als auch bei der 

Aufrechterhaltung der Gefäßintegrität, durch ihre Interaktionen mit dem 

Endothel, spielen Thrombozyten eine wichtige Rolle.  

Zunehmende Hinweise deuten darauf hin, dass Thrombozyten essenziell für die 

Angiogenese und Wundheilung/Geweberegeneration sind. Die Angiogenese 

(griechisch ἄγγος [ˈaŋ ɔs] „Gefäß“ und γένεσις [ˈgɛnezɪs] „Entstehung“) ist ein 

mehrstufiger Prozess, der auf Migration, Proliferation und Differenzierung von 

Endothelzellen basiert. Angiogenese ist durch multiple Wachstumsfaktoren 

sowie VEGF und bFGF (basic fibroblast growth factor) reguliert. Die von 

Endothelzellen exprimierten Integrine, αVβ3 und αVβ5, beteiligen sich bei der 

Angiogenese durch Interaktion („crosstalk“) mit Rezeptoren für angiogene 

Faktoren. Blutplättchen sezernieren eine Reihe von Wachstumsfaktoren und 

Zytokinen, die die Angiogenese unterschiedlich fördern oder hemmen (130, 

332). Darüber hinaus interagieren sie mit dem Endothel, verändern seine 
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Eigenschaften, stimulieren das Wachstum neuer Blutgefäße und verhindern 

dabei eine übermäßige Hämorrhagie. 

Studien zeigten, dass die Neovaskularisation bei thrombozytopenen Mäusen 

schwerst beeinträchtigt ist. Im Jahr 1969 zeigten Gimbrone et al. (385), dass 

Schilddrüsen, die mit plättchenreichem, anstatt mit plättchenarmem Plasma 

perfundiert und für eine spätere Transplantation aufbewahrt wurden, ihre 

vaskuläre Integrität erhalten konnten. Kitchens und Weiss beobachteten, dass 

Kaninchen, die durch Injektion von Anti-Thrombozyten-Serum thrombozytopen 

wurden, histologisch, eine endotheliale Ausdünnung nachwiesen (386). 

Beobachtungen aus einer Reihe von experimentellen Modellen bei Hämophilie 

B unterstützten weiterhin die Funktion der Thrombozyten bei der Wundheilung. 

Mäuse mit Hämophilie B (Fehlen von Faktor IX) haben eine verzögerte und 

histologisch abnorme Wundheilung (387). Eine Korrektur der Thrombinbildung 

zum Zeitpunkt der Verletzung, durch Verabreichung von humanem FIX oder 

FVIIa, konnte den normalen Heilungsprozess in Mäusen mit Hämophilie B nicht 

wiederherstellen (388). Im Gegensatz dazu traten während der Heilung, 

insbesondere an Stellen der Angiogenense, vermehrt späte Blutungen auf. 

Autologes plättchenreiches Plasma und Wachstumsfaktorkonzentrate werden 

heutzutage bereits in einer Reihe von klinischen Szenarien, wie zum Beispiel 

der Heilung von akuten Wunden der Haut, diabetischen Ulzera, der 

Regeneration von Sehnen, Bändern und Nervengewebe, angewendet (389). 

Das zunehmende Verständnis der Rolle von Thrombozyten bei Wundheilung 

und bei Geweberegeneration, kann zur weiteren Entwicklung neuer 

therapeutischen Strategien, auch für die Behandlung von kardiovaskulären 

Erkrankungen, führen. 
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5.3.5  Knochenmarkzellen, CD34+ Zellen und kardiale Regeneration 
Da die Anzahl der Patienten mit ischämischen kardiovaskulären Erkrankungen 

zunimmt, wächst stetig der Bedarf an effektiveren Behandlungen, vor allem bei 

Patienten, die unempflindlich gegenüber der pharmakologischen 

Standardtherapie oder Revaskularisationsbehandlungen sind. Bis vor einigen 

Jahren überwog die Meinung, dass das Herz kein regeneratives Potenzial 

besitzt, da die adulten Herzmuskelzellen als enddiffrenzierte Zellen keine 

regenerative Fähigkeit aufweisen (390). Neue Erkenntnisse, wie z.B die 

Mechanismen der Mobilisation vom Knochenmark abgeleiteten Stammzellen in 

das periphere Blut, der erhöhte Nachweis an Mobilisierungsfaktoren wie VEGF 

und HGF und letzendlich die Plastizität der adulten Stammzellen, widerlegen 

dieses Dogma und unterstützen eine Vision des nachwachsenden Herzens. 

Dies wurde allerdings sehr kontrovers diskutiert. 

Neuerdings wurde erkannt, dass das Herz eine intrinsische Reparaturfähigkeit 

besitzt. Derzeit gibt es zwei komplementäre Theorien über den Prozess der 

intrinsischen Reparatur des Herzens nach einer ischämischen Verletzung: 1. 

Kardiomyozyten treten wieder in den Zellzyklus ein und starten Prozesse wie 

Proliferation, Regeneration und Reparatur des nekrotischen Gewebes, (391, 

392) und 2. bestimmte endogene Herzstammzellen wachsen und differenzieren 

sich, entweder durch die Regulation von sezernierten entzündlichen Faktoren 

oder durch autokrine Regulation (393, 394). Beide Mechanismen können in den 

Prozess der Herzregeneration einbezogen werden (395). 

Um das menschliche Herz zu reparieren ist es entscheidend den passenden 

Zelltyp und den optimalen Applikationsweg zu bestimmen. Die ausgewählten 

Zellen sollten in der Lage sein, sich in reife Kardiomyozyten zu differenzieren 

und eine elektrische Integration mit mechanischer Kopplung zu erreichen. Sie 

sollten auch die Fähigkeit besitzen, das Herz durch parakrine Effekte zu 

reparieren. Wichtig dabei ist, dass die Anwendung der Stammzelltherapie für 

Patienten nur unter sorgfältiger Berücksichtigung der Risiken und Nutzen 

erfolgen kann. Stammzellen können intravenös, intrakoronar oder 

intramyokardial verabreicht werden (396). Bei der Auswahl der geeigneten 

Zellen sollte man das individuelle Potenzial jeder Zelle kennen: Ihre 
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regenerative Aktivität (ESC, iPSC, endogene Herzstammzellen), ihre parakrinen 

Effekte (MSC) und ihre Angiogeneseaktivität (EPC) (397). 

Ein Teil der menschlichen CD34+ Zellen sind frühe pluripotente Vorläuferzellen 

mit der Fähigkeit alle hämatopoetischen Zelllinien zu bilden (398). Obwohl die 

hämatopoetischen Stammzellen auf der Basis ihrer CD34-Antigen-Expression 

isoliert werden können, ist es wichtig erneut zu erwähnen, dass nicht alle CD34-

exprimierenden Zellen Stammzellen sind. Zellen, die das CD34-Antigen 

beherbergen, werden im Allgemeinen als multipotent betrachtet. Wie zuvor 

diskutiert, exprimieren Endothelzellen auch CD34 und scheinen dabei kein 

inhärentes expansives Potential zu besitzen. Dieser Standpunkt könnte sich  

allerdings ändern, wenn mehr über die Plastizität von Zellen, die einmal als 

endständig differenziert angesehen wurden, bekannt wird. 

Die Transplantation von humanen CD34+ Zellen ist heutzutage eine etablierte 

Routinetherapie nach Knochenmarksbestrahlung oder myeloablativer Anti-

Tumor-Chemotherapie bei Patienten mit verschiedenen Formen von Krebs, 

einschließlich multiplem Myelom, Lymphom, akuter Leukämie und Brustkrebs 

(67, 399). Es gibt in den letzten Jahren zunehmende Beweise dafür, dass nach 

einem akuten ischämischen Ereignis eine Mobilisierung der CD34+ Zellen aus 

dem Knochenmark erfolgt, die unter anderem Prozesse, wie die Angiogenese, 

die Neurogenese nach einem ischämischen Schlaganfall, die myokardiale 

Regeneration nach einem Myokardinfarkt und die Gefäßregeneration nach 

einer Gefäßverletzung, unterstützen (400-402). 

Sowohl in humanen als auch in Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die 

Anzahl und Funktion der endothelialen Progenitorzellen durch kardiovaskuläre 

Risikofaktoren, wie Diabetes mellitus oder Hypercholesterinämie, negativ 

beinflusst werden (403). Eine verringerte Anzahl zirkulierender endothelialer 

Progenitorzellen führt wiederum zu einer gestörten Angiogenese und zur 

Pathogenese der Atherosklerose (68). Patienten mit einem erhöhten 

kardiovaskulären Risiko weisen eine verminderte Zahl zirkulierender 

endothelialer Progenitorzellen mit eingeschränkter Funktion auf (359, 404). Eine 

verminderte Zahl zirkulierender endothelialer Progenitorzellen stellt sich als 

prädiktiver Marker für kardiovaskuläre Ereignisse dar (359).  
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Diese Beobachtungen führten zu Studien, die den klinischen Stellenwert der 

Anwendung von Stammzellen und endothelialen Progenitorzellen zum 

funktionellen Remodeling der Herzfunktion nach Infarkt bzw. bei myokardialer 

Ischämie untersuchten, um insbesondere die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz, auf dem Boden eines akuten Myokardinfarkts, oder einer 

chronisch ischämischen koronaren Herzerkrankung, zu verhindern.  Eine Reihe 

von kontrollierten und randomisierten Studien sowie Metaanalysen zeigten 

einen positiven Einfluss der Stammzellapplikation auf Mortalität und Morbidität 

nach stattgehabtem Myokardinfarkt.  

Dabei wurden unterschiedliche Applikationswege, wie die intrakoronare, 

transendokardiale und intramyokardiale Injektion und unterschiedliche 

Stammzelltypen, darunter embryonale und adulte Stammzellen, angewendet. 

Eine intrakoronare oder transkoronare Transplanatation von Progenitorzellen 

nach akutem Myokardinfarkt war mit einer moderaten, aber signifikanten 

Verbesserung der linksventrikulären Ejektionsfraktion assoziiert (405, 406). 

Auch sogenannte “major adverse cardiovascular events” nach akutem 

Myokardinfarkt traten signifikant seltener auf (405, 407). 

Die Cochrane-Collaboration hat 2012 eine Metaanalyse der 33 

aufschlussreichsten Studien (insgesamt 1765 Patienten) durchgeführt (408). 

Diese Metaanalyse bestätigte, dass Knochenmarkstammzellen eine moderate 

Verbesserung der Herzfunktion, die bis zu fünf Jahre lang anhält, bewirken. 

Allerdings zeigten die Ergebnisse, trotz großer Studien- und Patientenzahlen, 

bezüglich der Lebensverlängerung keine statistische Signifikanz.  

In derzeitig mehreren Studien wird die langfristige Sicherheit der 

Stammzelltransplantation nach akutem Myokardinfarkt auf Arrythmieneigung, 

Herzrhythmusstörungen, Restenosen und Reinfarkte untersucht. Ein 

signifikanter Erfolg bleibt bis jetzt verwehrt. 

Einer der Hauptnachteile bei der therapeutischen Verwendung von CD34+ 

Zellen besteht in ihrer relativ niedrigen basalen Dichte im Kreislauf. Eine 

Behandlung von Patienten mit dem Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor 

(G-CSF), der aktuell als Standard Mobilisierungsmittel betrachtet wird, erhöht 

die Zahl der CD34+ Zellen im peripheren Blut (409). Der Granulozyten-



 99 

Makrophagen-CSF wurde zur Mobilisierung von CD34+ Zellen in Patienten nach 

Myokardinfarkt untersucht (410). Desweiteren wurden andere Agenzien wie der 

CXCR4-Chemokin-Rezeptor-Antagonist Plerixafor (AMD3100) (411), Statine 

(214, 412, 413), Erythropoetin (212), VEGF, (210, 414-416) und Angiopoietin-I 

(211) getestet. Alle konnten die periphere Mobilisierung von CD34+ Zellen 

wirksam fördern. Die Entdeckung von Agenzien, die CD34+ Zellen aus ihrer 

Knochenmarknische in das periphere Blut (wo sie gesammelt und purifiziert 

werden können) mobilisieren, hat das therapeutische Feld erheblich verstärkt.  

Die Verwendung von autologen Zellen vermeidet Komplikationen, die mit der 

Transplantation von Spenderzellen in Verbindung stehen. Die potentielle 

Toxizität von immunsuppressiven Medikamenten kann ebenfalls vermieden 

werden. Vieljährige Erfahrung im Bereich der autologen Zelltransplantation in 

diversen hämatologischen und immunologischen Erkrankungen führte uns zu 

einem definierten Sicherheitsprofil für die autologe CD34+ Zelltransplantation. 

Dies, zusammen mit ihrer nachgewiesenen Wirksamkeit in präklinischen 

ischämischen Modellen, weißt auf einen Einsatz autologer Stammzellen als 

eine attraktive Option zur Gewebereparatur bei ischämischen Erkrankungen 

hin. 
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5.4 Schlussfolgerung und Ausblick 
Das regenerative Potential von Stamm- und Progenitorzellen ist ein 

mehrstufiger Prozess, der die Mobilisierung von Progenitorzellen aus dem 

Knochenmark oder peripheren Nischen in das periphere Blut, die Chemotaxis in 

das gezielte Gewebe, die Adhäsion an der Gefäßwand, das Überleben sowie 

Engraftment in das lokale Gewebe, die Differenzierung in reife funktionelle 

Zelltypen und die Proliferation einschließt.  

Sowohl das Engraftment und Homing nach der Transplantation von CD34+ 

Zellen im Knochenmark bei Patienten mit Krebs als auch die Domizilierung der 

mobilisierten CD34+ Zellen in das periphere Blut nach akuter Ischämie, sind 

pathophysiologische Phänomene mit einem gemeinsamen Schritt: Die 

Adhäsion von CD34+ Zellen an der Gefäßwand. Alle Schritte der 

Adhäsionskaskade werden durch Zelladhäsionsmoleküle, die sowohl auf den 

Progenitorzellen als auch auf Endothelzellen vorkommen, reguliert. Zelluläre 

Adhäsionsmoleküle erscheinen daher als vielversprechende Ziele für 

pharmakologische Interventionen nach einem Myokardinfarkt. 

Thrombozyten sind in allen Phasen der Rekrutierung der Progenitorzellen in die 

Gefäßwand von großer Bedeutung (306, 336, 347, 398). Wir und andere haben 

bereits gezeigt, dass murine und humane Progenitorzellen in vitro an 

immobilisierten Thrombozyten haften und in vivo, in die Gefäßwand rekrutiert 

werden. Dabei sind die Bindung des Chemokin stromal cell-derived factor-1 

(SDF-1) an CXCR4 und den Adhäsionsrezeptoren P-Selektin/P-Selektin 

Glykoprotein-Ligand-1 sowie die Bindung von JAM-A an JAM-A oder LFA-1 

beteiligt  (67, 122, 124, 126, 319, 345).  

Das dritte Mitglied der JAM Familie, JAM-C, auch JAM-3 genannt, wurde 

ursprünglich als ein neuer Counterrezeptor auf Thrombozyten für das 

Leukozyten-β2-Integrin-MAC-1 (αMβ2, CD11b/CD18) beschrieben (262, 295). 

Neue Studienergebnisse heben die Rolle von JAM-C bei der Aufrechterhaltung 

von Integrität und Funktion der myelinisierten peripheren Nerven, bei der 

transendothelialen Migration von Monozyten und Neutrophilen Granulozyten, im 

Entzündungsgebiet und bei der Endothelpermeabilität, hervor (262, 308, 417).  
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Unsere bereits publizierte Studie konnte zum ersten Mal zeigen, dass das 

thrombozytäre JAM-C teilweise die thrombozyteninduzierte Adhäsion von 

humanen CD34+ Zellen vermittelt. Bezüglich der thrombozyteninduzierten 

Differenzierung in Endothelzellen oder Makrophagen/Schaumzellen wurde 

keine Wirkung beobachtet (322). Zusammengenommen implizieren die 

vorliegenden Ergebnisse, dass das thrombozytäre JAM-C die Rekrutierung von 

zirkulierenden CD34+ Zellen in Richtung immobilisierter Thrombozyten 

vermittelt. Dies könnte eine entscheidende Rolle bei dem Engraftment/der 

Domizilierung zirkulierender CD34+ Progenitorzellen an die Gefäßwand spielen. 

Weitere Studien werden benötigt, um die in-vivo-Relevanz unserer Ergebnisse 

zu erläutern. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

Hintergrund: CD34+ Zellen besitzen eine essenzielle Rolle in der Hämatopoese 

und vaskulären Homöostase. Das Ziel unserer Studie war, erstens, in vitro die 

Rolle des thrombozytären JAM-C bei der Adhäsion und anschließenden 

Differenzierung von humanen CD34+ Zellen zu endothelialen Progenitorzellen 

zu analysieren sowie zweitens, seine Assoziation mit dem thrombozytären P-

Selektin bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit zu untersuchen. 

Methoden und Ergebnisse: Mittels Durchflusszytometrie beobachteten wir, 

dass in vitro die JAM-C-Expression auf der Oberfläche von Thrombozyten, nach 

Thrombozytenaktivierung, erhöht ist.  Die JAM-C-Expression korrelierte mit der 

Expression des thrombozytären P-Selektin in Patienten mit koronarer 

Herzkrankheit (r=0,301, P=0,01).  Die Rolle des JAM-C und seines Counter-

Rezeptors MAC-1 bei der Adhäsion von humanen CD34+ Zellen über 

immobilisierten Thrombozyten, wurde jeweils, unter Verwendung eines 

neutralisierenden löslichen Proteins (sJAMC-Fc) und eines monoklonalen 

Antikörpers gegen JAM-C oder Integrin MAC-1 (CD11b/CD18), untersucht. Die 

Behandlung mit löslichem JAM-C-Fc, anti-JAM-C oder anti-MAC-1 ergab, im 

Gegensatz zu einer Vorbehandlung mit Control-Fc oder IgG1, eine signifikant 

verminderte Adhäsion von humanen CD34+ Zellen an immobilisierten 

Thrombozyten unter statischen Bedingungen (P<0,05). Um unsere Ergebnisse 

unter hoher Scherspannung, ähnlich der arteriellen Strömung, zu validieren, 

führten wir Perfusionsexperimente in einer Flusskammer durch. Auch unter 

hoher Scherspannung führte die Hemmung der JAM-C/MAC-1 Interaktion zu 

einer signifikant verringerten Adhäsion von CD34+ Zellen über immobilisierten 

Thrombozyten (P<0,05). Mittels endothelialer Kolonienbildungstests und 

Kokulturen konnten wir zeigen, dass die Thrombozyten-vermittelte 

Differenzierung von CD34+ Zellen zu Endothelzellen oder 

Makrophagen/Schaumzellen, durch die Hemmung der JAM-C/MAC-1-Achse, 

unbeeinflussbar bleibt.  

Schlussfolgerungen: In Anbetracht dieser Ergebnisse kann man behaupten, 

dass thrombozytäres JAM-C die CD34+ Zelladhäsion unterstützt. Dieser 

Mechanismus kann möglicherweise am Homing sowie an der Domizilierung von 

humanen CD34+ Zellen beteiligt sein. 
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7. ABSTRACT 
Background: CD34+ progenitor cells play an important role in haematopoiesis 

and vascular homeostasis. The aim of the present study was to investigate the 

role of platelet-derived junctional adhesion molecule-C (JAM-C) in adhesion and 

differentiation of human CD34+ cells in vitro, as well as its association with 

platelet-derived P-selectin in patients with coronary artery disease.  

Methods and Results: Using flow cytometry we observed that JAM-C 

expression on the surface of platelets is increased after activation with thrombin 

receptor activating peptide-6 in vitro and correlated with platelet-derived P-

selectin expression in patients with coronary artery disease (r=0.301, P=0.01). 

The role of JAM-C and its counter receptor MAC-1 in adhesion of human CD34+ 

cells over immobilized platelets was investigated by using a neutralizing soluble 

protein (sJAM-C-Fc) and a monoclonal antibody against JAM-C or integrin 

MAC-1 (CD11b/CD18). Treatment with soluble JAM-C-Fc or anti-JAM-C or anti-

MAC-1, but not with control-Fc or IgG1, resulted in a significantly decreased 

adhesion of human CD34+ cells to platelets under static conditions (P<0.05). In 

order to validate our findings under high shear stress we performed flow 

chamber experiments. In a similar manner, inhibiting JAM-C interaction with 

MAC-1 resulted in a significantly decreased adhesion of CD34+ cells over 

immobilized platelets under high shear stress (P<0.05). Colony forming unit 

assays and coculture assays revealed that inhibition of JAM-C/MAC-1 axis did 

not influence the platelet-mediated differentiation of CD34+ cells to endothelial 

cells or to macrophages/foam cells.  

Conclusions: Taken together a platelet-derived JAM-C supports CD34+ cell 

adhesion, a mechanism potentially involved in homing as well as domiciliation 

of human CD34+ cells. 
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9. ANHANG 

9.1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  
Abb.:   Abbildung 
Abb.                        Abbildung 

Abk.:   Abkürzung 

ACD:   Acid-Citrate-Dextrose Puffer 

ADP:   Adenosindiphosphat 

AF6:   Afadin-6 

AG:   Arbeitsgruppe; Arbeitsgemeinschaft 

Ala:   Alanin 

ApoE:   Apolipoprotein E 

Arg:   Arginin 

Asp:   Asparagin 

ATP:   Adenosintriphosphat 

bFGF:   Basic Fibroblast Growth Factor 

BSA:   Bovines Serum Albumin 

°C:   Grad Celsius 

c:   Konzentration 

Ca2+:   zweiwertiges Kalzium 

CASK:  Calcium-Calmodulin-abhängige Serinproteinkinase 

CAR:   Coxsackie und Adenovirus-Rezeptor 

Cat:   Katalog (catalog) 

CD:   Differenzierungsmarker (Cluster of differentiation) 

cGMP:  zyklisches Guanosinmonophosphat 

CLMP:  CAR-ähnliches Membranprotein 

CPDA:  Citrate Phosphate Dextrose Adenine 

CTLD:                     C-type lectin-like domain 

C-Terminus:  Carboxy-terminales Ende 

DAG:   Diacyl-Glycerol 

DCF:   5-(and-6-)-carboxyfluorescein diacetate 

DLG:   Drosophila melanogaster 

DNA:   Desoxyribonucleinacid 

DPP-4 :  Dipeptidypeptidase-4 
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EGF:                        Epidermal Growth Factor 

ELAM-1:                  Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule 1 

EPC:   Endotheliale Progenitorzellen (Endothelial Progenitor Cells) 

ERKs:   Extracellular-signal-Regulated Kinases  

ESAM:  Endothelial cell-Selective Adhesion Molecule 

ESC:   embryonale Stammzellen (Embryonic Stem Cell) 

Fa:   Firma 

FACS:   Fluorescence-Activated Cell Sorting 

FLK-1:  Fetal Liver Kinase 1 

g:   relative Zentrifugalbeschleunigung 

G-CSF:  Granulocyte Colony-Stimulating Factor 

Glu:   Glutamin 

GmbH:  Gesellschaft mit beschränkter Haftung 

GM-CSF:                 Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 

GMP-140:                Granule Membrane Protein 140 

GP:   Glykoprotein 

G-Protein:  Guaninnukleotidbindendes Protein 

Gro:   Growth-regulated protein 

HAEC:  humane arterielle endotheliale Zellen  

                                (Human Arterial Endothelial  Cell) 

HCPCs:                   Human Cardia Progenitor Cells 

HEV:   hochendotheliale Venole 

HGF:   Hepatocyte Growth Factor 

HIV:   Human Immundeficiency Virus 

HSC:   hämatopoetische Stammzellen (Hematopoietic Stem Cell) 

HSPC:                    Hematopoietic Stem Progenitor Cell 

HUVEC:  humane Endothelzellen aus der Umbilicalvene 

i.v.:   intravenös 

ICAM-1:  CD54; intercellular adhesion molecule-1 

IFN:   Interferon 

Ig:   Immunglobulin 

IgSF:   Immunglobulin-Superfamilie 

IL:   Interleukin 

Ile:   Isoleucin 
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IMD-Medium: Iscove`s Modified Dulbecco`s Medium 

iPSC:                       induzierte pluripotente Stammzellen 

IP3:   Phosphatidylinositol 1,4,5-triphosphat 

IP-9:   interferon-gamma-inducible protein 9 

I-TAC:   interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant 

IVM:   Intravitalmikroskopie 

JAK/STAT:   Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of   

                                Transkription 

JAM:   junctional adhesion molecule 

Kap.:   Kapitel 

kDa:   Kilodalton 

KDR:   Kinase insert Domain Receptor 

kg:   Kilogramm 

KGW:   Körpergewicht 

LAM-1:                    Leucocyte Adhesion Molecule 1 

LCMV:  Lymphozytären Choriomeningitis-Virus 

LDL:   Low Density Lipoprotein 

Ldlr:   Low density lipoprotein receptor 

Leu:   Leucin 

LFA-1:  Lymphocyte function-associated antigen 1 

LPS:   Lipopolysaccharide 

LTB4:                      Leukotriene B4 

M.:   Musculus 

MAB:   monoclone antibody 

MAC-1:  Macrophage-1 antigen 

MACS:  Magnetic Affinity Cell Sorting 

MAPK:  Mitogen-Activated Protein Kinase 

MCP-1:  Monocyte Chemoattractant Protein 1 

M-CSF :                  Macrophage Colony-Stimulating Factor 

MFI:   mittlere Fluoreszenzintensität 

mg:   Milligramm 

min:   Minute 

MIP:   Macrophage Inflammatory Protein 

ml:   Milliliter 
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mm2:            Quadratmillimeter 

MMP:            Matrix-Matrixmetallopeptidase  

mRNA:           Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleinacid) 

MSC:   mesenchymalen Stammzellen 

MW:   Mittelwert 

n:   Anzahl 

NES:   neuronale Stammzellen 

NF-κB:  Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-

cells 

NK-Zellen:  “Natural Killer” Zellen 

nm:   Nanometer 

NO:   Stickstoffmonoxid 

N-Terminus:  Amino-terminales Ende 

OP:   Operation 

oxLDL:  oxidized Low Density Lipoprotein  

p:             Irrtumswahrscheinlichkeit 

PADGEM:                Platelet Activation Dependent Granule-External Membrane  

PAR1:                      Partioning Defective” 1 

PAR3:             Partioning Defective” 3 

PARD3:                   par-3 family cell polarity regulator -3 

PBS:   phosphat buffered saline 

PBSF:   pre-B cell growth-stimulating factor 

PCI:   perkutane koronare Intervention 

PDGF:  platelet derived growth factor 

PECAM:  platelet-endothelial cell adhesion molecule 

PF4:   platelet factor 4 

PGI2:   Prostazyklin 

pH:   pH-Wert (lat. pondus/potentia Hydrogenii) 

Phe:   Phenylalanin 

PIP2:   Phosphatidylinositol 4,5-biphosphat 

PKC:   Proteinkinase C    

PL:    Phospholipase 

Plts.:                        Platelets 

PMGCs:  primordial germ cells 
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PRP:   Plättchenreiches Plasma 

PSD:   post synaptic density 

PSGL-1:  P-selektin glycoprotein ligand-1 

PTK:   Proteintyrosinkinase 

RANTES:  Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and 

Secreted 

RDC1:  Receptor dog cDNA 

RIP:                         Rat Insulin Promoter 

RNA:   Ribonukleinsäure (ribonucleinacid) 

ROS:   Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 

RT:   Raumtemperatur 

s:   Sekunde 

Sca-1+:  Stem cells antigen-1 

SCR:   short consensus repeats 

SD:   Standardabweichung (standard deviation) 

SDF-1:  stromal cell-derived factor 1 

SEM: Standardabweichung der Mittelwerte (standard error of the 

mean) 

SIV:   simmian immundeficiency virus 

sLex:   sialyl Lewis x 

SMC:   glatte Muskelzellen (Smooth Muscle Cells) 

TEM:   transendotheliale Migration 

Th1:                         T-Helferzelle Typ 1 (T helper Type 1) 

Th2:                         T-Helferzelle Typ 2 (T helper Type 2) 

TNF-α :  Tumornekrosefaktor- α 

TRAP:   Thrombinrezeptor aktivierendes Peptid 6 

TREG:                     regulatory T-cells 

Tyr:   Tyrosin 

U.:   Unit 

USA:   United States of America 

V.:   Vena (lat.) 

Val:   Valin 

VCAM-1:  CD106 ; vascular cellular adhesion molecule-1  

VE-Cadherin: vascular endothelial-cadherin 
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VEGF:  vascular endothelial growth factor 

VEGF-R2:  vascular endothelial growth factor receptor 2 

VIP:   Vasointestinales Peptid 

VLA:   very late antigen 

vWF:   von-Willebrand-Faktor 

WHO:                      World Health Organisation 

µg:   Mikrogramm 

µl:   Mikroliter 

µm:   Mikrometer 

ZO1:   Zonula occludentes-1 
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