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2-AG: 2-Hydroxy-1-(hydroxymethyl) ethylester-57,87,11Z,14Z-
eicosatetraensdure; 2-Arachidonylglycerol

2-AGE: 2-[(5Z2,82,11Z,147Z)-5,8,11,14- Icosatetraen-1-yloxy]-1,3-propanediol; 2-
Arachidonylglycerylether

ABHDG6/12: Abhydrolase Domin-beinhaltendes Protein 6/12

ACEA: N-(2-Chloroethyl)-57,87,11Z,14Z-eicosatetracnamid; Arachidonyl-2'-
chloroethylamid; Cannabinoidrezeptor-Agonist

ACPA: N~(Cyclopropyl)-5Z,8Z,117Z,14Z-eicosatetraenamid;
Arachidonylcyclopropylamid; Cannabinoidrezeptor-Agonist

AA-5HT: N-[2-(5-Hydroxy-1H-indol-3-yl)ethyl]-5,8,11,14-eicosatetraenamid;
Arachidonylserotinin

ADSCs: mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe (adipose-derived stem
cells)

AEA: N-(2-hydroxyethyl)-57,8Z,11Z,14Z-¢eicosatetraenamide; Anandamid;
Arachidonoylethanolamid

AK: Antikorper

ALP: alkalische Phosphatase

AM-251: N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1- (2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-
1H-pyrazole-3-carboxamid; CBi-Antagonist

AM-281: 1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-4-morpholinyl-
1H-pyrazole-3-carboxamid; Cannabinoidrezeptor-Antagonist

AM-404: (52,82,11Z,14Z)- N-(4-Hydroxyphenyl)icosa- 5,8,11,14-tetraenamid,
N-arachidonoylaminophenol; inhibiert 2-AG-Aufnahme

AM-630: (6-lodo-2-methyl-1-[2-(4-morpholinyl) ethyl]-1H-indol-3-yl)(4-
methoxyphenyl) methanon; CB2-Antagonist

AMT: Anandamid-Membrantransporter

AS Enzym: Amidase-Signatur-Enzym

ATP: Adenosintriphosphat

BCA: Bicinchoninsiure

BSA: Rinderserumalbumin

Capsa: Capsazepin; TRPV1-Antagonist

CB|2/3: Cannabinoidrezeptor 1/2/3

CBD: Cannabidiol, 2-[(1S,6S)-3-Methyl-6-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enyl]-5-
pentylbenzene-1,3-diol

CFU-GEMM: Kolonie-bildende Einheit, die myeloide Zellen generiert
CP55940: 2-[(1R,2R,5R)-5-hydroxy-2-(3-hydroxypropyl)cyclohexyl]-5-(2-
methyloctan-2-yl)phenol; synthetisches Cannabinoid

DAGL: Diacylglycerollipase

DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: Desoxyribonukleinsdure

ECL: verstérkte (enhanced) Chemolumineszenz

EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure
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EMT: Endocannabinoid-Membrantransporter

ERK1/2: p42/44 MAPK

FAAH/FAAH-I: Fettsdureamidohydrolase, NAE- und 2-AG-abbauendes Enzym
FAAH-2: alternative Splicevariante der FAAH

FKS: fotales Kélberserum

FLAT: FAAH-artiger Anandamid-Transporter

GPCRs: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

GRP55: G-Protein-gekoppelter Rezeptor 55

GW6471: N-((2S)-2-(((1Z)-1-Methyl-3-ox0-3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)prop-1-
enyl)amino) -3-(4-(2-(5-methyl-2-phenyl-1,3-oxazol-4-
yl)ethoxy)phenyl)propyl)propanamid; PPARa-Antagonist

HU-210: (6aR,10aR)- 9-(Hydroxymethyl)-6,6-dimethyl-3-(2-methyloctan-2-yl)-
6a,7,10,10a-tetrahydrobenzo [c]chromen-1-o0l; synthetisches Cannabinoid
HU-308: [(1R,2R,5R)-2-[2,6-dimethoxy-4-(2-methyloctan-2-yl)phenyl]-7,7-
dimethyl-4-bicyclo[3.1.1]hept-3-enyl] methanol; Cannabinoidrezeptor-Agonist
JTE-907: N-(benzo[ 1,3]dioxol-5-ylmethyl)-7-methoxy-2-ox0-8-pentyloxy-1,2-
dihydroquinoline-3-carboxamid; Cannabinoidrezeptor-Antagonist

JWH-015: (2-Methyl-1-propyl-1H-indol-3-yl)-1-naphthalenylmethanon;
Cannabinoidrezeptor-Agonist

JWH-139: 3-(1,1-Dimethylpropyl)-6,6,9-trimethyl-6a,7,10,10a-tetrahydro-6 H-
benzo[c]chrom; Cannabinoidrezeptor-Agonist

KV: N-Hexamethylpararosanilin, Kristallviolett

Kreso: Kresolphthalein

L-759633: (6aR,10aR)-1-methoxy-6,6,9-trimethyl-3-(2-methyloctan-2-yl)-
6a,7,10,10a-tetrahydrobenzo[c]chrom; Cannabinoidrezeptor-Agonist

LC-MS: Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
LY320135: 4-[6-methoxy-2-(4-methoxyphenyl)1-benzofuran-3-carbonyl]
benzonitril; Cannabinoidrezeptor-Antagonist

MACS: magnetisch-aktivierte Zellsortierung

MAGL: Monoacylglycerollipase; 2-AG-abbauendes Enzym

MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase

mRNA: Boten-RNA

MSCs: mesenchymale Stammzellen

MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazol

NAAA: N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase; NAE-abbauendes Enzym
NADA: (52,8Z,117,147)-N-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)-ethyl]eicosa-5,8,11,14-
tetraenamid; N-Arachidonyldopamin

NAEs: N-Acylethanolamide

NAPE-PLD: NAPE-spezifische Phospholipase D

NMDA: N-Methyl-D-aspartat
0-1812:(5Z,8Z,117,147)-20-cyano-N-[(2R)-1-hydroxypropan-2-yl]-16,16-
dimethylicosa-5,8,11,14-tetraenamide; Cannabinoidrezeptor-Agonist
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0-2654: 6" "-azidohex-2""-yne-cannabidiol; Cannabinoidrezeptor-Antagonist
OAE: o-Arachidonylethanolamin; Virodhamin

OD: optische Dichte

OEA: (Z)-N-(2-Hydroxyethyl)octadec-9-enamid; Oleoylethanolamid

OS: Osteogenese-Stimulanz

PBS: Phosphat-gepufferte Salzlosung

PD98059: 2’-Amino-3’-methoxyflavon; p42/44-M APK-Aktivierungs-Inhibitor
PEA: N-(2-Hydroxyethyl)hexadecanamid; Palmitoylethanolamid

PFA: Paraformaldehyd

PMSF: Phenylmethansulfonylfluorid
pNpp: Para-Nitrophenylphosphat

PPARs: Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

R-(+)-WIN55212: (R)-(+)-[2,3-Dihydro-5-methyl-3-(4-
morpholinylmethyl)pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-
napthalenylmethanon; Cannabinoidrezeptor-Agonist

SB203580: 4-(4’-Fluorophenyl)-2-(4’-methylsulfinylphenyl)-5- (4’-pyridyl)-
imidazol; p38-Inhibitor

Sch336: N-[1(S)-[4-[[4-methoxy-2-[(4-methoxyphenyl)sulfonyl]phenyl]-
sulfonyl]phenyl] ethyl|methanesulfonamid; Cannabinoidrezeptor-Antagonist
SDS: Natriumdodecylsulfat

SEM: Standardfehler des Mittelwertes

siRNA: kleine eingreifende (interferierende) RNA

SR141716: 5-(4-Chlorophenyl)-1-(2,4-dichloro-phenyl)-4-methyl-N-(piperidin-1-
yl)-1H-pyrazole-3-carboxamid; Rimonabant; Cannabinoidrezeptor-Antagonist
SR147778: 5-(4-bromophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-ethyl-N-(1-piperidinyl)-
1H-pyrazole-3-carboxamide; Surinabant; Cannabinoidrezeptor-Antagonist
SR144528: 5-(4-chloro-3-methylphenyl)-1-[(4-methylphenyl) methyl]-N-
[(1S,25,4R)-1,3,3-trimethylbicyclo[2.2.1 hept-2-yl]-1H-pyrazole-3-carboxamid;
Cannabinoidrezeptor-Antagonist

TBS: Trispuffersalzlosung

TEMED: Tetramethylethylendiamin

THC: A°-Tetrahydrocannabinol

TMs: Transmembranregionen

Triton® X-100: Polyethylenglycol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenylether
TRP: engl. transient receptor potential

TRPC: TRP-Kanal der klassischen Unterfamilie

TRPV: TRP-Kanal der Vanilloid-Rezeptor-Unterfamilie

TRPM: TRP-Kanal der Melastatin-Unterfamilie

TRPN: TRP-Kanal der NOMPC-Unterfamilie

TRPA: TRP-Kanal der ANKTMI1-Unterfamilie

TRPML: TRP-Kanal der Mucolipin-Unterfamilie

TRPP: TRP-Kanal der Polycystin-Unterfamilie

URB597: [3-(3-Carbamoylphenyl)phenyl] N-cyclohexylcarbamat; FAAH-
Inhibitor
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VDM11: (5Z2,82,1172,14Z)-N-(4-Hydroxy-2-methylphenyl)-5,8,11,14-
eicosatetraenamid, inhibiert Cannabinoidaufnahme

WST-1: 4-[-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,6-
benzenedisulfonat

WY-14643: 4-Chloro-6-(2,3-xylidino)-2-pyrimidinylthio-Essigssdure; PPARa-
Agonis
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1 Einleitung
1.1 Cannabinoide

Cannabis sativa zahlt zu den éltesten medizinisch, religiés und zur Entspannung
genutzten Pflanzen. Thre Verwendung kann bis zu 5000 Jahre zuriickverfolgt
werden (Mechoulam, 1986). Der mechanistische Hintergrund des Effektes von
Cannabis sativa blieb jedoch, trotz der Entdeckung von Tetrahydrocannabinol
(THC) (Gaoni und Mechoulam, 1964) und weiterer Cannabinoide, bis Ende der
1980er Jahre ungeklart. Unter dem Begriff ,,Cannabinoide wurden urspriinglich
die bekannten in Cannabis sativa natiirlich vorkommenden aromatischen
Hydrocarbon-Verbindungen (C21) zusammengefasst (Mechoulam und Gaoni,
1967; ElSohy, 2002). Mittlerweile werden unter diesem Begriff alle natiirlich
vorkommenden und synthetischen Verbindungen zusammengefasst, die den
Effekt von pflanzlichen Cannabinoiden zeigen oder strukturell verwandt sind. Um
zu verdeutlichen, dass ausschlieBlich Cannabinoide aus Cannabis sativa gemeint
sind, wird der Begriff Phytocannabinoide verwendet (Pate, 1999). Es wurden iiber
100 Phytocannabinoide identifiziert (Brenneisen, 2007; Mehmedic et al., 2010).
Lange Zeit fokussierte man sich bei der Cannabinoidforschung auf THC als
hauptsédchlich rauschbewirkenden Bestandteil der Hanfpflanze (Pertwee, 1988).
Dies dnderte sich Ende der 1980er Jahre schlagartig durch die Entdeckung der
Cannabinoidrezeptoren (Devane et al., 1988; Munro et al., 1993) und der ersten
Endocannabinoide (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al.,

1995) in tierischem Gewebe.
1.2 Das Endocannabinoidsystem

Seit der erstmaligen Identifizierung von Anandamid (Arachidonylethanolamid,
AEA) im Schweinehirn im Jahre 1992 (Devane et al., 1992) wurden zahlreiche
Studien durchgefiihrt, die dazu beitrugen, das Endocannabinoidsystem zu
charakterisieren. Das endogene Cannabinoidsystem (bzw. Endocannabinoid-
system) ist ein komplexes Netzwerk von Rezeptoren, verschiedenen Liganden und
einer Reihe von Enzymen, verantwortlich fiir die Synthese und den Abbau der
Komponenten des Endocannabinoidsystems (Abb. 1). Es ist bei einer Vielzahl
von physiologischen Prozessen involviert, wie Neurotransmission, Schmerz-

wahrnehmung, Motorik oder Immunantwort (Klein et al., 2000; Grant und Cahn,
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2005; Di Marzo, 2008). Die am hiufigsten untersuchten Endocannabinoide sind
AEA (Okomoto et al., 2007) und 2-Arachidonylglycerol (2-AG) (Sugiura et al.,
2006). Dariiber hinaus zdhlen Noladin Ether (2-Arachidonylglycerylether,
2-AGE), Virodhamin (o-Arachidonylethanolamin, OAE), N-Arachidonyldopamin
(NADA) und weitere verwandte Verbindungen wie Palmitoylethanolamid (PEA)
und Oleoylethanolamid (OEA) (auch Endocannabinoid-dhnliche Substanzen
genannt) zur Endocannabinoid-Familie (Bisogno et al., 2000; Hanus et al., 2001;
Porter et al., 2002; Battista et al., 2012). Anders als AEA und 2-AG binden OEA
und PEA nicht an CB; und CB». Sie sind jedoch in der Lage, TRPV1 und
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) zu aktivieren (Abb. 1,
gestrichelter Pfeil) (Kozak et al., 2002; Ahern, 2003; Wisnoskey et al., 2003;
Guzman et al., 2004; Lo Verme et al., 2005; Ambrosino et al., 2013; Zygmunt et
al., 2013).

AFA Biosynthese
2-AG

Abbauprodukte

Abb. 1 Schematische Darstellung des Endocannabinoidsystems. Endocannabinoide werden, enzymatisch
gesteuert, bei Bedarf als Antwort auf ein erhdhtes Level intrazelluldren Kalziums produziert (Pandey et al.,
2009). Anandamid (AEA) wird via N-Acyl-Phosphatidylethanolamin-spezifischer Phospholipase D (NAPE-
PLD) synthetisiert und durch die Fettsdureamidohydrolase (FAAH) abgebaut. 2-AG wird aus
Membranlipiden mittels DAGL (Diacylglycerollipase) gebildet und ebenfalls durch FAAH, aber auch durch
MAGL (Monoacylglycerollipase), abgebaut. Die Aufnahme der exogenen Endocannabinoide erfolgt tiber
einen postulierten Endocannabinoid-Membrantransporter (EMT). AEA und 2-AG aktivieren unterschiedliche
Signalkaskaden, z. B. durch direkte Interaktion mit Cannabinoidrezeptoren (CBR; CBi, CB2, GPRS55),
Ionenkanilen (TRPV1) sowie nukleéren Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs). AEA,
aber nicht 2-AG, bindet auch intrazelluldr an TRPV1 (Battista, 2012, gestrichelter Pfeil).
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1.3 Aufnahme und Freisetzung von Endocannabinoiden
1.3.1 NAEs

Bereits kurz nach der Identifizierung von AEA als Vertreter der Gruppe der
N-Acyl-Ethanolamine (NAEs, Abb. 2) gab es erste Studien zur Zellaufnahme
dieses Endocannabinoids (Deutsch und Chin, 1993; Di Marzo et al., 1994). Di
Marzo et al. (1994) zeigten, dass AEA aufgenommen wird und dass die
Aufnahme ziigig (t = 2,5 min) und temperaturabhingig ablauft, wobei es zu einer
Sattigung kommt, was einen Transporter wahrscheinlich macht. Weitere
Experimente belegen, dass der in beide Richtungen stattfindende Prozess des
AEA-Transports weder ATP- noch Natrium-abhéngig ist, was eine erleichterte
Diffusion nahelegt (Hillard et al., 1997). Weiterhin wird die AEA-Aufnahme
durch andere Arachidonyl-verbindungen, wie z.B. 2-AG, Arachidonsdure,
Noladin Ether oder Virodhamin, aber nicht durch andere NAEs wie PEA oder
Stearoylethanolamin inhibiert (Jarrahian et al., 2000; Jacobson und Fowler, 2001;
Chicca et al., 2012). Die genaue Lokalisation des AEA-Membran-Transporters
(AMT) wird von Di Marzo et al. (1994) nicht benannt. Ein AMT-Protein ist
bisher nicht kloniert worden (Fowler, 2013) und seine Existenz wird kontrovers
diskutiert. Es ist unklar, warum ein lipophiles Molekiil wie AEA beim Transport
durch die Plasmamembran die Hilfe eines Membran-Transporters bendtigen sollte
(Fowler, 2012). Weitere Studien haben dariiber hinaus Daten geliefert, welche Di
Marzos Resultate dahingehend relativieren, dass sie wahrscheinlicher das
Ergebnis intrazelluldrer Umverteilung sind, anstatt Transporter-bedingt (Glaser et
al., 2003; Kaczocha et al., 2006; Thors und Fowler, 2006). Dafiir wiirde auch die
Arbeit von Di Pasquale sprechen. Diese zeigt, dass AEA auch proteinfreie
Membranen iiberwinden kann (Di Pasquale et al., 2009). Mit dem momentanen
Stand des Wissens kann ein AMT nicht bestétigt werden, was aber nicht bedeutet,
dass dessen Existenz ausgeschlossen ist. Die einfachste Mdoglichkeit der
Aufnahme von AEA wire eine Assoziation mit Lipiden der Membran
(Di Pasquale et al., 2009) und anschlieBende Translokation in die Zelle.
Problematisch bei dieser Theorie ist, dass die Aufnahme aufhéren wiirde, sobald
extra- und intrazelluldr ein Gleichgewicht erreicht wére, sofern dieses nicht
verhindert wird (Fowler, 2012). In diesem Zusammenhang riickte die AEA-
abbauende Fettsdureamidohydrolase (FAAH) in den Fokus. FAAH-transfizierte
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Zellen zeigten eine erhohte AEA-Aufnahme, eine Inhibierung hatte den
gegenteiligen Effekt (Day et al., 2001; Deutsch et al., 2001). Auf der anderen
Seite konnte auch bei Synaptosomen und kultivierten Neuronen ohne FAAH eine
AEA-Aufnahme nachgewiesen werden (Ligresti et al., 2004; Fegley et al., 2004;
Ortega-Gurtiérrez et al., 2004; Fu et al., 2012). FAAH kann also nicht als
alleiniger Aufnahmemechanismus dienen. Die FAAH-Theorie der AEA-
Aufnahme kann man dahingehend verallgemeinern, dass die Aufnahmerate von
AEA durch die intrazelluldre Konzentration dieses Endocannabinoids gesteuert
wird. FAAH wiirde unter diese Theorie fallen, aber auch intrazelluldre Carrier-
Proteine und intrazelluldre Einlagerung (Fowler et al.,2012). Infrage kommende
Carrier-Proteine bzw. bindende Proteine wéren z. B. FABPS5, FABP7, Hsp70 und
Albumin (Kaczocha et al., 2009; Oddi et al., 2009). Es konnte nachgewiesen
werden, dass Endocannabinoide in Adiposomen eingelagert werden (Oddi et al.,
2008; Kaczocha et al., 2010). Vor Kurzem wurde dariiber hinaus eine katalytisch
inaktive, AEA-bindende FAAH-Variante, genannt , FAAH-like anandamide
transporter (FLAT), identifiziert (Fu et al., 2011). Eine genetische Deletion von
FAAH in Mausneuronen, welche FAAH und FLAT eliminiert, fithrte jedoch nicht
zu einer Aufhebung der AEA-Aufnahme (Fu et al., 2011). Genau wie die zellulédre
Aufnahme ist die Freisetzung von AEA ein sehr schneller Prozess (Bojesen und
Hansen, 2005), der viele Parallelen zur zelluldren Akkumulation aufweist (Hillard

et al., 1997) und durch VDM11 inhibiert werden kann (Ligresti et al., 2004).

Abb. 2 Strukturformeln von AEA, OEA und PEA als Vertreter der NAEs
1.3.2 2-AG

Erste Studien zur 2-AG-Aufnahme wurden 1998 durchgefiihrt (Di Marzo et al.,
1998; Ben-Shabat et al., 1998). Im Vergleich zur NAE-Aufnahme ist relativ
wenig iiber die 2-AG-Aufnahme bekannt. Man weil} jedoch, dass sich die NAE-
und 2-AG-Aufnahme dhneln. So ist die Aufnahme von 2-AG temperaturabhidngig
und es kommt zu einer Sittigung. AM-404 inhibiert die Aufnahme (Beltramo und
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Piomelli, 2000; Bisogno et al., 2001). Im Gegensatz zur NAE-Aufnahme scheint
FLAT bei der 2-AG-Aufnahme keine Rolle zu spielen (Fu et al., 2012).
Eine Inhibierung der 2-AG-Hydrolyse beeinflusst die Aufnahmerate nicht
(Beltramo et al., 2000; Fowler und Ghafouri, 2008). 1999 lieferte Piomelli et al.
Hinweise fiir die Existenz eines Membrantransporters und schlussfolgerten, dass
AEA und 2-AG (Abb. 3) durch denselben Transporter, EMT (Endocannabinoid-

Membrantransporter), internalisiert werden (Piomelli et al., 1999).

OH
o]
S®es o
(o]
Abb. 3 Strukturformel von 2-AG.
1.4 Endocannabinoidrezeptoren

1.4.1 Klassische Cannabinoidrezeptoren

Ende der 1980er Jahre gab es viele Hinweise dafiir, dass Cannabinoide in der
Lage sind, auf zelluldrer Ebene Veranderungen durch spezifische Rezeptor-
interaktionen zu verursachen (Howlett, 1995). 1988 identifizierten Devane und
Kollegen den ersten Cannabinoidrezeptor (CB1) (Devane et al., 1988), woraufthin
es Matsuda et al. 1990 gelang, diesen zu klonieren (Matsuda et al., 1990).
Ein zweiter Cannabinoidrezeptor (CB2) wurde 1993 kloniert (Munro et al., 1993).
CB: und CB: gehoren zur o-Gruppe der A-Klasse (Rhodopsin-artig) der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs; Pertwee et al., 2010), d. h. sie sind
Pertussistoxin-sensitiv und eine Rezeptoraktivierung flihrt zur Inhibierung der
Adenylatzyklase (Howlett et al., 2002). Beide Rezeptoren sind in der Lage, die
Mitogen-aktivierte-Proteinkinase =~ (MAPK)-Signalkaskade =~ zu  aktivieren
(Bouaboula et al., 1995, 1996). Die Inhibierung der Adenylatzyklase und die
Aktivierung des MAPK-Signalweges erfolgt via Gio-Proteine (Howlett, 2005).
Zusitzlich ist CB; in der Lage via Gs-Proteinen zu agieren, was zu einer
Aktivierung der Adenylatzyklase fiihrt (Howlett, 2005). Auf phylogenetischer
Ebene zdhlen sie zum selben Cluster wie Opsin-, Prostaglandin- und
Lipidrezeptoren (Brown, 2007). Es besteht eine 48 %ige Aminosduren-
Sequenzhomologie zwischen CB; und CB; (Howlett et al., 2002). CB; wird
besonders stark im Gehirn, konkret im Kortex, Hippocampus, Amygdala,
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Basalganglien und Kleinhirn exprimiert. Primir wird CB; dabei von Axonen und
Synapsenenden von Neuronen exprimiert (Mackie, 2005). Neben dem zentralen
und peripheren Nervensystem wurde CB; auch in anderen Geweben nach-
gewiesen, wie z.B. Nebenniere, Thymus, Mandeln, Herz, Lunge, Uterus,
Eierstock, Prostata und Hoden (Galiegue et al., 1995). Im Skelett wird CB; von
Nervenfasern zwischen Knochen (Tam et al., 2006) und von Zellen des
Immunsystems im Knochenmark (Klein et al., 2003) exprimiert. CB; konnte auf
Protein- und mRNA-Ebene auf Osteoblasten, Osteoklasten und Adipozyten aus
dem Knochenmark nachgewiesen werden (Idris et al., 2009; Rossi et al., 2009).
Invivo liegt CB1 hochstwahrscheinlich als Homomer vor (Wager-Miller et al.,
2002). Dariiber hinaus ist CB; in der Lage Heteromere zu bilden, wie z. B. mit
Dopaminrezeptoren (Pertwee et al., 2010). CB> wird hauptsédchlich in Organen
des Immunsystems (z. B. Milz) und von Immunzellen exprimiert, wie z. B. B- und
T-Zellen, Makrophagen oder natiirlichen Killerzellen (Howlett et al., 2002).
CB: wird auch von Neuronen exprimiert, aber nur in peripheren Bereichen und
deutlich geringer als CB; (Gong et al., 2006). Weiterhin wird CB> von
Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten exprimiert — weit stirker als CB;
(Ofek et al., 2006). Ein Zwei-Rezeptoren-System, basierend auf CB; und CBy, ist
nach heutigem Kenntnisstand nicht in der Lage, die Effekte von Cannabinoiden
hinreichend zu erkldren, wodurch nach weiteren Rezeptoren gesucht wurde. In
den Fokus gerieten dabei diverse GPCRs, wie z. B. GPR55 (Pertwee et al., 2010).
GPR55 wurde 1999 isoliert (Sawzdargo et al., 1999) und gehort zur -Gruppe der
A-Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Fredriksson et al., 2003).
Interessanterweise ist die Aminosdurenhomologie zu CB; (13,5 %) und CB>
(14,4 %) sehr gering (Pertwee et al., 2010). Da die Literatur hinsichtlich der
pharmakologischen Wirkung auf und durch GPR55 im Rahmen des Cannabinoid-
systems jedoch widerspriichliche Angaben macht, ist es bisher nicht moglich,

GPR5S5 als CBs3 zu klassifizieren (Pertwee et al., 2010).
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1.4.2 Tonenkanile

Neben den bereits diskutierten Rezeptoren spielen auch lonenkanile fiir das
Endocannabinoidsystem eine Rolle. TRP-Kanile (engl. transient receptor
potential channels) sind bei der Weiterleitung einer groflen Bandbreite von
Stimuli beteiligt, wie z. B. Temperatur, mechanischen und osmotischen Stimuli,
elektrische Ladung, Licht, Geruch, Geschmack oder xenobiotische Substanzen
(Venkatachalam und Montell, 2007). TRPV1 spielt eine Rolle bei der Schmerz-
und Temperaturwahrnehmung (Caterina et al., 2000) und wird hauptsdchlich von
sensorischen Neuronen exprimiert (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998),
aber auch in Nervenzellen des Gehirns und nicht-neuronalen Zellen, wie z. B.
Epithel- , Endothel- , Glia-, glatten Muskel-, Mast- und dendritischen Zellen,
Lymphozyten, Keratinozyten, Osteoklasten, Hepatozyten, Myotuben, Fibroblasten
und pankreatischen [B-Zellen (Starowicz et al., 2007). In Anbetracht der
Kolokalisation von TRPV1 und CB; bzw. CB; ergibt sich die Moglichkeit
intrazellularer Wechselwirkungen (Di Marzo und Cristino, 2008), was ein
wichtiger Aspekt beziiglich der funktionellen Konsequenzen fiir eine Aktivierung
durch Liganden affin fiir TRPV1 und CB; bzw. CB; darstellt (Hermann et al.,
2003; Fioravanti et al., 2008). Es gibt iiber 300 experimentelle Arbeiten, die
bestitigen, dass Endocannabinoide wie AEA und N-Arachidonyldopamin
(NADA), nicht aber 2-AG, Noladin Ether oder Virodhamin an TRPVI1 als
Agonisten binden (Zygmunt et al., 1999, Starowicz et al., 2007). Aufgrund der
experimentellen Daten kann man starke Argumente dafiir liefern, TRPV1 als
“1onotropen Cannabinoidrezeptor* zu klassifizieren, obwohl dieser Kanal deutlich
weniger selektiv angesteuert wird als CBi- bzw. CB;-Rezeptoren (Pertwee et al.,

2010).
1.4.3 Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass das Endocannabinoidsystem mit
nukledren Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) interagiert,
d.h. eine exogene Zugabe fiihrt dazu, dass Endocannabinoide und
Endocannabinoid-dhnliche Verbindungen an PPARs binden und diese aktivieren
(O’Sullivan, 2007). PPARs sind Ligand-aktivierte Transkriptionsfaktoren, die zur
Superfamilie der nukledren Rezeptoren zihlen (Michalik et al., 2006). Es sind drei
Isoformen von PPARs bekannt: PPARa, PPARS/B und PPARy. PPARa wurde
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1990 durch Issemann und Green identifiziert (Issemann und Green, 1990),
PPARPB/6 und PPARy 1992 durch die Arbeitsgruppe um Dreyer (Dreyer et al.,
1992). PPARPB/d wurde nach der Identifizierung in Amphibien PPAR genannt, in
der Maus aufgrund der geringen Homologie PPARS, da zunichst ein vierter
PPAR-Isotyp postuliert wurde (Kliewer et al., 1994). Die Sequenzierung des
Saugergenoms zeigte jedoch, dass nur drei Isotypen existieren (Michalik et al.,
2006). Der erste Nachweis zur Interaktion von PPARs und Cannabinoiden wurde
2002 erbracht, als gezeigt wurde, dass 2-AG mit PPAR« interagiert (Kozak et al.,
2002). 2003 brachte die Arbeitsgruppe um Fu den ersten Beweis, dass OEA an
PPARa bindet und dessen transkriptionelle Aktivitdit erhoht (Fu et al., 2003).
Die Arbeitsgruppe konnte dariiber hinaus zeigen, dass PPARa-knockout-Méuse
den OEA-induzierten appetithemmenden und gewichtsreduzierenden Effekt nicht
aufweisen (Fu et al., 2003). Es konnte weiterhin die Aktivierung der
transkriptionellen Aktivitdit von PPARa durch PEA nachgewiesen werden
(LoVerme et al., 2005). Andere an PPARa bindende Cannabinoide sind AEA,
Noladin Ether und Virodhamin (Sun et al., 2007). Auch PPARy ist
Bindungspartner fiir Cannabinoide, wobei PPARy-Liganden sich durch die
Stimulation der Adipogenese auszeichnen (Mueller et al., 2002). AEA bindet
direkt an PPARYy, erhoht dessen transkriptionelle Aktivitit und stimuliert die
adipogene Differenzierung (Bouaboula et al., 2005; Gasperi et al., 2007).
2-AG zeigt einen analogen Effekt (Boubaoula et al., 2005; Rockwell et al., 2006).
Die transkriptionelle Aktivitdt wird dariiber hinaus auch durch NADA erhoht
(O’Sullivan et al.,, 2006). PPARy wird nicht von allen Endocannabinoiden
aktiviert, so bindet PEA weder an PPARy (Boubaoula et al., 2005) noch erhoht es
dessen transkriptionelle Aktivitidt (LoVerme et al., 2006). Auch OEA hat keinen
Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitit von PPARy (Fu et al.,, 2003).
PPAR( ist der am wenigsten untersuchte Rezeptor und wird als metabolischer
Regulator postuliert (Barish et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass OEA — anders
als 2-AG oder PEA — die transkriptionelle Aktivitdt von PPARP erhoht (Kozak et
al., 2002; Fu et al., 2003; LoVerme et al., 2006).
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1.5 Liganden der Endocannabinoidrezeptoren
1.5.1 Agonisten

Cannabinoidrezeptor-Agonisten kann man aus chemischer Sicht in vier
verschiedene Gruppen einteilen: 1) klassische Cannabinoide, 2) nicht-klassische

Cannabinoide, 3) Aminoalkylindole und 4) Eicosanoide.

Zur Gruppe der klassischen Cannabinoide zdhlen ABC-trizyklische Dibenzo-
pyranderivate, welche natiirlich in Cannabis sativa vorkommen oder synthetische
Analoga dieser Verbindungen, z. B. A°>-THC, A3-THC, JWH-015, JIWH-139, L-
759633, HU-308 und HU-210. Nicht-klassische Cannabinoide sind synthetisch
hergestellte Cannabinoide, die in ihrer Struktur den klassischen Cannabinoiden
dhneln, z. B. CP55940. Agonisten des Aminoalkylindol-Typs waren eine zufallige
Entdeckung Anfang der 1990er und weichen in ihrer Struktur stark von der
typischen Cannabinoidstruktur ab. Das am besten untersuchte Beispiel ist R-(+)-
WIN55212, ein  Aminoalkylindolderivat.  Eicosanoide  umfassen die
Endocannabinoide und strukturelle Analoga. Beispiele fiir diese Gruppe, neben
den Endocannabinoiden, sind z. B. O-1812, Arachidonylcyclopropylamid
(ACPA) und Arachidonyl-2-chloroethylamid (ACEA) (Howlett et al., 2002).
Die CBi-selektiven Agonisten zdhlen, aus chemischer Sicht, mit einigen
Ausnahmen zu der Gruppe der Eicosanoide. CBs-selektive Agonisten sowie die
Gruppe der nicht-selektiven Agonisten (z. B. AEA bzw. 2-AG) tendieren zu einer
groBBeren Heterogenitit (Szabo, 2008). Vanilloide, insbesondere Capsaizin und
Resiniferatoxin (RTX), sind die bekanntesten Agonisten von TRPV1. Capsaizin
und RTX sind aufgrund von Nebenwirkungen fiir den therapeutischen Ansatz
unattraktiv. Dies fithrte zur Entwicklung einer ganzen Reihe von Alternativen, wie
z. B. SDZ-249482, Phenylacetylrinvanil, NGX-4010 oder DA-5018 (Messeguer et
al., 2006). Dariiber hinaus sind AEA und NADA TRPV1-Agonisten (Hwang et
al., 2000; Zheng et al., 2003).

1.5.2 Antagonisten

Der erste CBi-Antagonist, SR141716 (Rimonabant), stammt aus dem Labor von
Sanofi Pharmaceutical und wurde 1994 entwickelt. Er bildete die Grundlage fiir
viele weitere CBi-Antagonisten (AM-251, AM-281, SR147778). Heutzutage gibt

es dariiber hinaus andere CBi-Antagonisten, welche keine Strukturanalogie zu
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Rimonabant aufweisen (z. B. LY320135). Bei vielen CBi-Antagonisten handelt es
sich um inverse Agonisten. Inverse Agonisten bringen das Problem mit sich, dass
man nicht sagen kann, ob in vivo Effekte das Ergebnis der Endocannabinoid-
Blockierung oder der Herabsetzung der Aktivitdt von CB; sind. Abhilfe schaffen
"neutrale" CBi-Antagonisten (z. B. 0-2654). Der erste CB:-Antagonist,
SR144528, stammt ebenfalls aus dem Labor von Sanofi Pharmaceutical.
Andere CB:-Antagonisten sind z. B. AM-630, JTE-907 oder Sch336.
CB:-Antagonisten sind hdufig inverse Agonisten (Szabo, 2008). Neben der
Entwicklung von Antagonisten fiir CB; und CB> wurde intensiv an der
Entwicklung von TRPV1-Antagonisten gearbeitet. Der erste kompetitive
Antagonist, Capsazepin (Capsa), wurde von Sandoz (heute Novartis) identifiziert

(Bevan et al., 1992).
1.6 Abbau von Endocannabinoiden
1.6.1 Abbau von NAEs

NAEs konnen durch drei verschiedene Enzyme abgebaut werden: FAAH,
FAAH-2, und NAAA (engl. NAE-hydrolysing acid amidase) (Cravatt et al., 1996;
Wei et al., 2006; Tsuboi et al., 2007). FAAH ist im endoplasmatischen Retikulum
vieler Zelltypen lokalisiert und hydrolysiert NAEs mit groBer Effizienz
(Ahn et al., 2008) (Abb. 4). Generierte FAAH")-Miuse zeigten durchgingig ein
erhohtes Level aller NAEs (Cravatt et al., 2001; Patel et al., 2005). 1993 wurde
erstmals nachgewiesen, dass FAAH das Endocannabinoid AEA hydrolysiert
(Deutsch und Chin, 1993). Eine Vielzahl an Studien hat seitdem gezeigt, dass
FAAH in unterschiedlichen Geweben, z. B. Gehirn, Leber, Testikeln, Uterus,
Nieren, okularem Gewebe, Milz, Fett und wahrscheinlich Lunge, aber nicht im
skelettalen Muskel oder Herz, nachgewiesen werden kann (Deutsch und Chin,
1993; Desernaud et al., 1995; Cravatt et al., 1996; Matsuda et al., 1997; Watanabe
et al., 1998; Maccarrone et al., 2000; Bobrov et al., 2000; You et al., 2011).
FAAH gehort zur Familie der AS-Enzyme (Amidase-Signatur-Enzyme). Es weist
ein ungewohnliches katalytisches Trio in Form von Serin-Serin-Lysin auf,
welches die Hydrolyse von Amiden und Estern der Fettsdure ermoglicht.
Somit hydrolysiert FAAH nicht nur NAEs, einschlielich AEA, PEA und OEA,
sondern auch Oleamid und N-Acyltaurin (Ueda et al., 1995; Cravatt et al., 1996;
Deutsch et al., 2002; Saghatelian et al., 2004). AS-Enzyme allgemein katalysieren
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die Hydrolyse von Amidbindungen (Wei et al., 2006). Die Promoter-Region von
FAAH wurde intensiv untersucht. Progesteron und Leptin zielen darauf ab und
fiihren zu einer Hochregulation von FAAH. Estrogene und Glucocorticoide
regulieren FAAH herunter (Puffenbarger et al., 2001; Waleh et al., 2002;
Maccarone et al., 2003). Es gibt eine Reihe von Substanzen, die FAAH
inhibieren, z. B. Arachidonoylserotonin (AA-5TH) oder URB597 (Piomelli et al.,
2006; Ahn et al., 2008; Vandevoord, 2008). AA-5HT ist inaktiv an CBi, fungiert
aber als TRPV1-Antagonist (Tzavara et al., 2006). Eine Behandlung mit AA-5SHT
fiihrte im Gehirn von Ratten zu einer Akkumulation von AEA und 2-AG (de Lago
et al., 2005). Dariiber hinaus wirkt AA-5HT in vivo und in vitro anti-proliferativ
(Jacobsson et al., 2001; Bifulco et al., 2004). Bei URB597 handelt es sich um
einen potenten, selektiven und irreversiblen Carbamat-basierten FAAH-Inhibitor
(Mor et al., 2004; Alexander und Cravatt, 2005; Ahn et al., 2007). FAAH-2 ist ein
Isoenzym, welches in Primaten, nicht aber in Maus oder Ratte gefunden wurde
(Wei et al., 2006). FAAH (auch genannt FAAH-1) und FAAH-2 haben eine
unterschiedliche subzelluldre Verteilung. FAAH findet man in Mitochondrien und
dem endoplasmatischen Retikulum, FAAH-2 hingegen in Lipidtropfen (Kaczocha
et al., 2010). Das FAAH-2 Enzym weist 20 % Sequenzanalogie mit FAAH auf
und hydrolysiert AEA und OEA weniger effektiv als FAAH (Wei et al., 2006).
NAAA ist lysosomal lokalisiert (Tsuboi et al., 2007). NAAA ist kein
Strukturanalogon zu FAAH wund &hnelt strukturell (33 bis 35 %) der
N-Acylsphingosin-Amidohydrolase (engl. acid ceramidase), welche Ceramide bei
saurem pH-Wert zu Sphingosinen und Fettsduren degradiert (Hong et al., 1999;
Tsuboi et al., 2005). Das bevorzugte Substrat fiir NAAA sind gesittigte NAEs
(Tsuboi et al., 2007). Die Signifikanz von FAAH-2 bzw. NAAA fiir den
Katabolismus ist unklar (Hansen und Diep, 2009).
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Abb. 4 Schematische Darstellung der Arbeitsweise der FAAH. Anandamid (AEA) wird in die Zelle
aufgenommen (dargestellt ist ein postulierter Endocannabinoid-Membrantransporter) und durch die
membranstdndige FAAH, lokalisiert in Mitochondrien und im endoplasmatischem Retikulum, abgebaut.
Abbauprodukte sind Arachidonsdure und Ethanolamin. (Deutsch et al., 2002)

1.6.2 Abbau von 2-AG

Obwohl FAAH in der Lage ist, 2-AG zu hydrolysieren (Di Marzo und Deutsch,
1998), steigt das 2-AG-Level in FAAH"”)-Miusen nicht an (Lichtman et al.,
2002). FAAH allein kann also nicht fiir den Abbau von 2-AG verantwortlich sein.
Der ubiquitdre Abbauweg von 2-AG ist MAGL. Die Arbeitsgruppen um Dinh und
Makara demonstrierten, dass die durch siRNA verminderte Expression von
MAGL sowie die Inhibierung der Lipase zu einer starken Akkumulation von
2-AG fiihren (Dinh et al., 2004; Makara et al., 2005). Weitere 2-AG-abbauende
Enzyme sind die Serin-Hydrolasen ABHD6 und ABHD12 (Marrs et al., 2010;

Savinainen et al., 2012).
1.7 Endocannabinoide und Stammzellen

Ein funktionales Endocannabinoidsystem wurde bereits in frilhen Stadien der
Entwicklung von embryonalen Stammzellen und Trophoblasten nachgewiesen
(Paria und Dey, 2000; Maccarrone et al., 2004; Wang et al., 2006; Jiang et al.,
2007; Sun und Dey, 2008; Habayeb et al., 2008; Bari et al., 2011). In dieser Phase
spielt CB; eine fundamentale Rolle bei der Uberwachung des embryonalen
Wachstums, wohingegen CB: eine Rolle bei der Kontrolle der Zellpopulation
spielt (Wang et al., 2004). FAAH mRNA konnte ebenfalls in einem frithen
Entwicklungsstadium nachgewiesen werden, was dafiir spricht, dass AEA fiir die
embryonale Entwicklung eine wichtige Rolle spielt (Paria et al., 2000).
Weiterhin spielt AEA eine wichtige Rolle bei der Proliferation und
Differenzierung von Trophoblasten (Wang et al., 1999; Wang und Dey, 2005;
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Habayeb et al., 2008; Sun et al., 2010). Bei neuralen Vorldufer-/Stammzellen
spielt das Endocannabinoidsystem via CB; eine regulatorische Rolle beziiglich
Zell-proliferation, Differenzierung und Migration (Harkany et al.,, 2007;
Diaz-Alonso et al, 2012). CB»:-Rezeptoren, normalerweise abwesend in
Neuronen, sind in undifferenzierten neuralen Zellen aktiv und zusammen mit CB;
potenziell verantwortlich fiir Proliferation, Zell-Zyklus-Uberwachung und
Differenzierung (Palazuelos et al., 2006; Goncalves et al., 2008; Palazuelos et al.,
2012). Studien haben gezeigt, dass die Aktivierung von CB; und/oder CB; in
neuralen Vorlduferzellen die Aktivierung der p42/44-MAPK-Signalkaskade sowie
die PI3K/Akt-Kaskade triggert (Galve-Roperh et al., 2013). Ein weiterer
Stammzelltyp, fiir den das Endocannabinoidsystem eine wichtige Rolle spielt,
sind hdmatopoetische Stammzellen. Eine zentrale Funktion von himatopoetischen
Stammzellen ist ihre kontinuierliche Migration aus (Mobilisierung) und in
("Homing") ihre Stammzellnische im Knochenmark (Bhattacharya et al., 2009).
AEA und 2-AG stimulieren Hamatopoese und Migration hématopoetischer
Stammzellen via CB; (Valk et al., 1997; Jorda et al., 2002). 2-AG erhoht
weiterhin die CFU-GEMM-induzierte (engl. colony forming unit that generates
myeloid  cells; "GEMM"  Granulozyten, Erythrozyten, = Monocyten,
Megakaryozyten) Koloniebildung und Zellmigration durch eine CBi- und
CB:-abhingige Signalkaskade, wohingegen AEA die Koloniebildung via CB; und
CB: erhoht, die Migration hingegen inhibiert (Patinkin et al., 2008). Der Einfluss
von Endocannabinoiden auf die Migration von hdmatopoetischen Stammzellen
wird via CBz-Rezeptor moduliert, welcher wiederum die p42/44-MAPK-
abhédngige Signalkaskade triggert (Galve-Roperh et al., 2013). Weiterhin spielt
das Endocannabinoidsystem fiir Immunzellen eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung. Immunzellen exprimieren hauptsdchlich CB> (Graham et al.,
2010). Studien der Arbeitsgruppen um Carayon, Lombard und Sugawara haben
gezeigt, dass das Endocannabinoidsystem eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung von B-, T- und Mastzellen spielt (Carayon et al., 1998; Lombard
et al., 2011, Sugawara et al., 2012). Das Endocannabinoidsystem hat weiterhin
einen direkten Einfluss auf die Regulation der Differenzierung von Adipozyten.
Ein funktionales Endocannabinoidsystem wurde in humanem Fettgewebe
nachgewiesen (Matias et al., 2006; Gasperi et al., 2007). Die Expression von CB;
steigt im Laufe der Adipogenese (Bensaid et al., 2003; Engeli et al., 2005; Roche
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et al., 2007; Pagano et al., 2007). CB; stimuliert die Proliferation von Adipozyten
(Bellcchio et al., 2008). AEA stimuliert die Adipozyten-Differenzierung via CB;
oder PPARYy (Bouaboula et al., 2005; Gasperi et al., 2007). Eine weitere wichtige
Rolle {iibernimmt das Endocannabinoidsystem bei der Regulation des
Knochenumsatzes. Der Knochenumbau ist ein fortlaufender Prozess aus Ab- und
Aufbau von Knochenmasse durch Osteoklasten und Osteoblasten (Takeda, 2008;
Naylor und Eastell, 2012). Eine Inhibierung bzw. genetische Inaktivierung von
CB; fiihrt zu einer defekten Osteoklasten-Differenzierung (Idris et al., 2005).
Mesenchymale Stammzellen élterer Menschen tendieren eher zur Differenzierung
zu Adipozyten via CREB (engl. cAMP response element-binding protein) und via
PPAR als zur Osteoblastendifferenzierung, was ultimativ zu einer Akkumulation
von Fett im Knochenmarkkompartiment fiihrt (Gimble et al., 20006).
Eine Inhibierung von CB; begiinstigt diesen Prozess, d. h. CB; reguliert die
maximale Knochenmasse durch Beeinflussung der Osteoklastenaktivitdt und
schiitzt gleichzeitig gegen altersbedingten Knochenverlust durch Adipogenese
von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) (Idris et al., 2009). Die Rolle von CB>
bei der Regulierung der Knochenmasse wird kontrovers diskutiert. Erste Studien
mit CB,"’)-Miusen zeigten einen Phenotyp geringer Knochenmasse mit
gleichzeitig gesteigerter Osteoblasten-Menge und eingeschrankter Osteo-
klastengenese (Ofek et al., 2006). Andere Studien belegen jedoch, dass eine CB:-
Aktivierung zu einer erhohten Osteoklasten-Formierung fiihrt (Idris et al., 2005).
CB> spielt eine Schliisselrolle bei der Regulierung der Knochenbildung.
Spezifische CB;-Agonisten fiihrten in Studien zu einer erhdhten Knochenbildung.
Ahnliche Effekte zeigten nicht-selektive Agonisten wie Endocannabinoide und
synthetische Cannabinoide (Scutt und Williamson, 2007; Idris et al, 2009; Ofek et
al, 2006). Das Endocannabinoidsystem spielt weiterhin eine Rolle bei der
Kontrolle der epidermalen Differenzierung. Die Epidermis, die oberste Schicht
der Haut, wird durch terminal differenzierte Keratinozyten gebildet (Nemes und
Steinert, 1999). AEA inhibiert die Differenzierung humaner Keratinozyten via
CBi (Maccarrone et al., 2003) durch das Herunterregulieren von Keratin 1 und 10,
Trans-glutaminase 5 und Involucrin (Paradisi et al., 2008). Dieser Effekt von
AEA ist das Ergebnis von erhdhter DNA-Methylierung via p38-MAPK- und zu
geringerem Anteil p42/44-MAPK-Signalkaskade, getriggert durch den CB»-

Rezeptor. Andere untersuchte Phytocannabinoide wirkten inhibierend auf die
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Keratinozytenproliferation iiber einen CBi- bzw. CBz-unabhédngigen Signalweg

(Wilkinson et al., 2007).
2 Zielstellung

Das  Endocannabinoidsystem  (Rezeptoren, Liganden, Synthese- und
Degradationsenzyme) ist eine attraktive Zielstruktur fiir verschiedene
pharmakotherapeutische Strategien zur Behandlung eines breiten Spektrums an
Krankheiten, wie z.B. Angststorungen, Parkinson-Krankheit, Huntington-
Krankheit, Multiple Sklerose, Krebs, Arteriosklerose, Fettleibigkeit und
Osteoporose (Pacher et al., 2006). Unterschiedliche Komponenten des
Endocannabinoidsystems, wie z. B. CB;, CB2, TRPV1 und Cannabinoidrezeptor-
Liganden, spielen eine wichtige Rolle bei der Gewebeheilung (1zzo und Camilleri,
2009; Whyteet al., 2009; Kozono et al., 2010; Yu et al., 2010). Ein entscheidender
Faktor beim Gewebeheilungsprozess ist die zelluldre Migration. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Cannabinoide die zelluldre Migration an diversen
Stellen im Korper induzieren wie z. B. in Blutgefiden (Zhang et al., 2010), der
Hornhaut (Yang et al.,, 2010) und im Darmgewebe (Wright et al., 2005).
Vorangegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe haben in diesem
Zusammenhang gezeigt, dass das nicht-psychoaktive Phytocannabinoid
Cannabidiol auf ADSCs (engl. adipose-derived stem cells) promigrativ wirkt
(Schmubhl et al., 2014). Pluripotente mesenchymale Stammzellen spielen durch
thre Fdhigkeit zum Ort des Gewebeheilungsprozesses zu migrieren bei einer
ganzen Reihe von regenerativen Prozessen eine entscheidende Rolle, wie z. B. im
Myokard (Huang et al, 2010) und im Auge (Walker et al., 2010).
Weiterhin konnte anhand eines Rattenmodels nachgewiesen werden, dass die
Implantation von humanen ADSCs die Regeneration nicht-schlieBender Briiche
fordert (Shoji et al., 2010). Neuere Untersuchungen haben dariiber hinaus gezeigt,
dass Cannabinoid-Rezeptoren bei Remodelling-Prozessen des Knochengewebes
eine wichtige Rolle spielen (Idris et al., 2005, Gimble et al., 2006, Ofek et al.,
2006, Scutt und Williamson, 2007; Idris et al, 2009). Beziiglich der molekularen
Mechanismen, die den promigratorischen Effekt von Cannabinoiden auf
mesenchymale Stammzellen vermitteln, ist bekannt, dass eine CB;-
Rezeptoraktivierung zu einer erhdhten Migration flihrt (Sophocleous et al., 2011).

AuBlerdem ist gezeigt worden, dass die Aktivierung von p42/44 MAPK ein
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essenzieller intrazelluldrer Trigger der Stammzellmigration ist (Gao et al., 2009;
Yun et al., 2009). Vorangegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten,
dass Cannabidiol via p42/44 MAPK promigrativ wirkt (Schmuhl et al., 2014).
Auf der anderen Seite ist nicht bekannt, welche Rolle die Endocannabinoide AEA
und 2-AG bzw. die Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen OEA und PEA bei
der Migration von MSCs spielen. Aus diesem Grund riickte das Endocannabinoid-
abbauende Enzym FAAH, dessen Hemmung zu einer Verringerung der
Degradation und damit indirekt zu einer autokrinen protrahierten Cannabinoid-
Wirkung fiihrt (Cravatt et al., 2001; Patel et al., 2005), in den Fokus der
vorliegenden Dissertation. Es ist weiterhin bekannt, dass in verschiedenen Féllen
eine FAAH-Hemmung mit einer Aktivierung von PPARa assoziiert ist.
Die Arbeitsgruppe um Jhaveri zeigte, dass eine FAAH-Inhibierung zu Analgesie
via PPARa fithrt (Jhaveri et al., 2008). Justinova et al. demonstrierten, dass
FAAH-Inhibitoren den Belohnungseffekt von Nikotin via PPARa unterdriicken
(Justinova et al., 2015). Die Arbeitsgruppe um Mazzola konnte nachweisen, dass
FAAH-Inhibitoren die Gedéchtnisleistung via PPARa steigern (Mazzola et al.,
2009). Dariiber hinaus ist bekannt, dass eine exogene Zugabe dazu fiihrt, dass
Endocannabinoide und Endocannabinoid-dhnliche Verbindungen an PPARs
binden und diese aktivieren (O’Sullivan, 2007). In diesem Zusammenhang riickte
PPARa in den Fokus der vorliegenden Arbeit. Ziel der Dissertation war es, den
Einfluss der FAAH-Hemmer URB597 und AA-5HT auf das Migrationsverhalten
von MSCs und die einer moglichen Modulation zugrunde liegenden
Mechanismen im Hinblick auf involvierte Rezeptoren und Signaltransduktoren zu

klaren. Besonderes Augenmerk galt dabei der Kldarung der Rolle von PPARa.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Gerite

Tabelle 1 Liste der verwendeten Gerite

Geriit Vertrieb

CO»-Begasungsbrutschrank Binder GmbH, Tuttlingen, D

Chemi Doc XRS Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, D

Mikroskop Axiovert 25 mit Kamera
AxioCam ICCl1

AxioScope A.1 mit Kamera
Neubauer-Zahlkammer
Pipettierhilfe pipetus

Sterilbank

Vortexer REAX top
Zentrifuge 5810 R
Zentrifuge mit Kiihlung 5417 R
Wasserbad

Rollenmischer
Rollenmischer RM5-30V
MACS

Mehrkanalpipette

Pipetten

Multipette® stream
Absorbtionsreader

Tecan
Gelelektrophorese-System

Zellschaber
Thermomixer comfort

Absaugsystem Vacusafe comfort
Einfrierhilfe

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D
Feinoptik, Bad Blankenburg, D
Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG, Eberstadt, D

Nunc, Wiesbaden, D

Heidolph, Schwabach, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

GFL, Burgwedel, D

Ratek, Boronia, Victoria, Australien
CAT, Staufen, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Anthos, Krefeld, D

Tecan, Crailsheim, D

Bio-Rad Laboratories
Miinchen, D

Carl Roth GmbH, Miinchen, D
Eppendorf, Hamburg, D

IBS Integra Biosciences, Fernwald, D
Nalgene, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA

GmbH,
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3.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2 Liste der benutzten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Vertrieb

0,5/1,5/2-ml-Reaktionsgefille
15/50-ml-Zentrifugenrohrchen
96-Well-Platten

24-Well-Platten

6-Well-Platten

4-Well-Platten

Pipettenspitzen (10/100/1000/2000 pl)
serologische
Polystyren (2/5/10/25 ml)
0,5-ml-Combitips

Sterilfilter (40 um/100 pm)
Aussaatschalen
Zellkulturflaschen (T75er)
ELISA-Platten

gestopfte Spitzen (100 pl)
Nitrozellulosemembran
Culture Slides fiir Mikroskopie

Einmalpipetten aus

Sarstedt, Niimbrecht, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
Sarstedt, Niimbrecht, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

Eppendorf, Hamburg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
Carl Roth GmbH, Miinchen, D
BD Biosciences, Heidelberg, D

3.3 EDV-Programme

Tabelle 3 Liste der verwendeten Programme

Software Vertrieb

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA

GraphPad Prism GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,

Quantity One 1-D Analysis Software

USA
Bio-Rad
Miinchen, D

Laboratories GmbH,




Materialien und Methoden | Seite 19

3.4 Methoden
3.4.1 Zellbiologische Methoden
3.4.1.1 Stammezellisolierung

30 ml Fettgewebe' wurden vorsichtig mit einer serologischen Einmalpipette
abgenommen und in ein 50-ml-Zentrifugenrdhrchen {iberfiihrt. AnschlieBend
wurden jeweils 5 ml Kollagenase NB4 Standard Grade und PBS (mit Kalzium
und Magnesium) zugegeben, was einer Kollagenasekonzentration von 6 mg/ml
entsprach. Der enzymatische Verdau wurde 30 min bei 37 °C und 100 rpm
durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das Gewebe iiber einen 100-um-Filter in ein
50-ml-Zentrifugenréhrchen {tberfiihrt und mit 10 ml PBS (mit 10 % FKS)
gewaschen. Es folgte ein 10-min-Sedimentationsschritt. Die fliissige Fraktion
wurde tliber einen 40-um-Filter in ein neues 50-ml-Zentrifugenréhrchen gegeben.
AnschlieBend wurden die fliissige Fraktion und das ,,Fettgewebe 10 min bei
400 g (bei Raumtemperatur) zentrifugiert. Der Uberstand in beiden Zentrifugen-
rohrchen wurde vorsichtig abgesaugt. Die Pellets wurden in 10 ml PBS (mit 10 %
FKS) resuspendiert und vereinigt. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt
(s.0.). Zum Schluss wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 12 ml
ADSC-Expansionsmedium resuspendiert. Die Aussaat erfolgte in einer 75-cm?-
Zellkulturflasche (Passage 0). Nach einer Inkubation von 24 h (37 °C, 5 % CO»)
erfolgte die CD34 " -Trennung.

! Die Spender wurden iiber die Verwendung informiert und haben der wissenschafltichen Nutzung

zugestimmt.
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Materialienliste 1 Stammzellisolierung

Material Vertrieb
Fettgewebe Asthetik-Klinik, Dr. Weber, Rostock, D
Kollagenase NB4 Standard Grade Serva, Heidelberg, D

PBS (mit Kalzium und Magnesium) PAN Biotech, Aidenbach, D
PBS (mit 10 % FKS):

500 ml PBS (ohne Kalzium und ebenda

Magnesium)

50 ml FKS ebenda

ADSC-Expansionsmedium:

10 % FKS ebenda

1 % Penicillin/Streptomycin Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
DMEM mit GlutaMAX™-I, 4,5 g/l Ebenda

D-Glucose

3.4.1.2 Immunomagnetische Zellseparation von CD34"-Zellen

MACS (engl. Magnetic Activated Cell Sorting) ist ein Verfahren zur spezifischen
Isolierung einer Zellpopulation anhand charakteristischer Oberflachenantigene.
Dabei werden Beads, mikroskopisch kleine magnetische Partikel, an die ein
spezifischer Antikorper gekoppelt ist, verwendet. Diese Beads haben keinerlei
Einfluss auf die Struktur oder die Funktion der gebundenen Zellen. Setzt man
Zell-Beads-Komplexe einem Magnetfeld aus, werden diese zuriickgehalten.
Zellen, an die keine Beads gebunden sind, konnen ungehindert passieren.
Man trennt somit die Zellpopulation in eine Negativfraktion (Zellen ohne Beads)
und eine Positivfraktion (Zellen mit Beads). Nach dem Entsorgen der
Negativfraktion kann das Magnetfeld entfernt und die Positivfraktion gesammelt
werden. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Separationsstrategie handelt es sich

um eine Positivselektion.
Zur Durchfiihrung:

Zunéchst wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden
erneut 12 ml ADSC-Expansionsmedium zugegeben. Es folgte eine
mikroskopische Begutachtung der Zelldichte zur empirischen Ermittlung der
benotigten Menge CD34'-Beads. Im optimalen Fall wurden pro Zelle 3 bis
4 Beads gebunden. Die benétigte Menge Beads, im Durchschnitt 25 - 35 pl,
wurde in 7 ml PBS/0,1 % BSA aufgenommen und einem Magnetfeld ausgesetzt.
Der Uberstand wurde abgesaugt und die gewaschenen Beads in entsprechender

Menge ADSC-Expansionsmedium aufgenommen (2,5 - 3,5 ml). Es wurden zur
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Sicherheit 5 pl Beads zusdtzlich gewaschen. Das ADSC-Expansionsmedium der
Zellkulturflasche wurde abgenommen und die entsprechende Menge gewaschener
Beads gelost in Medium (ebenda) zugegeben. Es folgte eine 5- bis 10-min-
Inkubation (37 °C, 5% CO;) mit anschlieBender mikroskopischer Kontrolle.
Wenn nétig wurden die restlichen Beads dazugegeben. Es folgten ein zweimaliger
Waschschritt mit PBS und die Zugabe von 1 ml Trypsin (3.4.1.4), welches sofort
durch Schwenken der Flasche verteilt wurde. Nach 5-min-Inkubation (37 °C, 5 %
CO3) und mikroskopischer Kontrolle folgte die Aufnahme der Zellen in 7 ml PBS
(mit 10 % FKS) und die Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 15-ml-
Zentrifugenrohrchen. Letzteres wurde anschlieBend 8 min bei 4 °C auf den
Rollenmischer gelegt. Danach wurde die Zellsuspension iiber einen 40-um-Filter
in ein 50-ml-Zentrifugenrohrchen gegeben, anschlieBend in ein 15-ml-
Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und an den Magneten gehalten. Der Uberstand
wurde abgesaugt. Die Zell-Bead-Komplexe wurden in 7 ml PBS (mit 0,1 % BSA)
aufgenommen und erneut fiir 8 min bei 4 °C auf den Rollenmischer gelegt. Im
Anschluss wurde das 15-ml-Zentrifugenrohrchen wieder an den Magneten
gehalten. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zell-Bead-Komplexe wurden in
12 ml ADSC-Expansionsmedium aufgenommen und in eine 75-cm*-

Zellkulturflasche ausgesét (Passage 1).

Materialienliste 2 CD34-Trennung

Material Vertrieb

Dynabeads® CD34 Positive Isolation Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Kit
PBS (0,1 % BSA)

500 ml PBS 34.1.1

0,5 g BSA Sigma, Taufkirchen, D
ADSC-Expansionsmedium 34.1.1

PBS (ohne Kalzium und Magnesium) Ebenda

Trypsin/EDTA Life Technologies GmbH, Darmstadt, D

PBS (mit 10 % FKS) 3.4.1.1
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3.4.1.3 Kultivierung von ADSCs

ADSCs wurden in ADSC-Expansionsmedium bei 37 °C und 5 % CO; bis Passage
drei kultiviert (3.4.1.4). Dreimal in der Woche erfolgte ein Mediumwechsel. Die
Langzeitversuche zur Osteogenese wurden mit verminderter Serumkonzentration
(5%) 1im Expansionsmedium durchgefiihrt. Sémtliche Versuche mit
entsprechenden Testsubstanzen, gelost in Ethanol oder DMSO, wurden in Passage
4 durchgefiihrt (0,1 % v/v Ethanol bzw. DMSO). Als Vehikelkontrolle diente PBS
(3.4.1.1), welches entsprechend in Ethanol bzw. DMSO geldst wurde.

Materialienliste 3 Kultivierung von ADSCs

Material Vertrieb

5 % ADSC-Expansionsmedium:

5 % FKS 34.1.1

1 % Penicillin/Streptomycin ebenda

DMEM mit GlutaMAX™-], 4,5 g/l D- Ebenda

Glucose

Testsubstanzen.

URB597 Biomol GmbH, Hamburg, D

AA-SHT ebenda

AEA Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, D
2-AG Biomol GmbH, Hamburg, D

OEA ebenda

PEA ebenda

AM-251 ebenda

AM-630 ebenda

Capsazepin Sigma, Taufkirchen, D

GWo6471 Biomol GmbH, Hamburg, D
WY-14643 ebenda

SB203580 Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, D
PD98059 InvivoGen, Toulouse, F

DMSO AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Ethanol Apotheke Universitdtsmedizin Rostock

3.4.1.4 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden bei einem Konfluenzgrad von ~ 80 % passagiert und in neuen
Kulturflaschen ausgediinnt. Uberkonfluente Zellen wiirden anfangen zu
differenzieren oder sich zu iberlagern. Zum Passagieren wurde zunichst das
ADSC-Expansionsmedium abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen, um
das die Trypsin-Reaktion storende Serum vollstindig zu entfernen. Trypsin
schddigt die Zellmembran und zellulire sowie interzellulire Mucoproteine,

wodurch es zur Ablosung adhirenter Zellen vom Boden der Zellkulturflasche



Materialien und Methoden | Seite 23

kommt. Solange die Einwirkzeit nicht zu gro3 gewdhlt ist, schidigt Trypsin die
Zellen nicht und greift nur extrazelluldre Proteine an. Trypsin kann durch den
Einsatz von Serum gehemmt werden, da es Trypsin-Inhibitoren enthélt. Das PBS
wurde abgesaugt. AnschlieBend wurde der Zellrasen mit 1 ml Trypsin/EDTA
einmal tiberschichtet und 5 min bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. EDTA sorgt
hierbei als Ca?’-Chelator dafiir, dass Zell-Zell-Verbindungen geldst werden.
Im Folgenden wurde unter dem Mikroskop iiberpriift, ob die Zellen sich
vollstindig vom Flaschenboden gelost hatten. Die Trypsin-Reaktion wurde
anschlieBend durch Zugabe von mindestens des doppelten Volumens Medium
gestoppt, 1.d.R. 4 ml/Flasche. Danach wurde die Flasche griindlich gespiilt, die
Zellsuspension in ein 50-ml-Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und bei 1400 rpm fiir
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in einem
angemessenen Volumen ADSC-Expansionsmedium resuspendiert. Anschlieend
erfolgte die Aussaat der Zellen 1:3 in Kulturflaschen mit 75 cm? Oberfliche.
Beim Passagieren von Zellen in Passage drei erfolgte kein 1:3-Splitten der Zellen.
An dieser Stelle wurde nach dem Resuspendieren die Zellzahl mittels
Neubauerkammer bestimmt (3.4.1.6). Entsprechend dem experimentellen Ansatz
erfolgte anschlieend die Aussaat (Tabelle 4). 24 h nach Aussaat erfolgte ein

Mediumwechsel.

Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Zellkonzentrationen/cm? sowie verwendete Kulturvolumina fiir
die experimentelle Zellaussaat entsprechend der Zellkulturfliche

Zellkulturfliche Fliiche in cm? Aussaatvolumina Zellen pro Fliche

(20000/cm?)
96-Well-Platte 0,34 cm? 100 pl 6800
24-Well-Platte 1,90 cm? 600 pl 38000
6-Well-Platte 9,60 cm? 2000 pl 192000
4-Well-Platte 1,90 cm? 600 pl 38000

Materialienliste 4 Passagieren von Zellen

Material Vertrieb
PBS 34.1.1
ADSC-Expansionsmedium Ebenda

Trypsin/EDTA 34.1.2
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3.4.1.5 Auftauen von Zellen

Beim Auftauen der Zellen wurde beachtet, dass DMSO (enthalten im
Kryomedium) bei lédngerer Einwirkung eine zelltoxische Wirkung hat.
Somit musste dieser Prozess schnell erfolgen. Die aufzutauende Zellsuspension
wurde im Wasserbad bei 37 °C so weit aufgetaut, bis sie sich in ein vorbereitetes
Zentrifugenrbhrchen mit 10 ml ADSC-Expansionsmedium {iiberfithren lieB3.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension bei 1400 rpm fiir 5 min zentrifugiert.
Der DMSO-haltige Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in
entsprechender Menge ADSC-Expansionsmedium resuspendiert. Es folgte ein
erneuter Zentrifugationsschritt (1400 rpm, 5 min). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 12 ml ADSC-Expansionsmedium resuspendiert und in

einer 75-cm>-Zellkulturflasche ausgesit. 24 h spiter erfolgte ein Mediumwechsel.

Materialienliste S Auftauen von Zellen

Material Vertrieb

ADSC-Expansionsmedium 34.1.1

3.4.1.6 Zellzahlbestimmung

Aus der homogenisierten Zellsuspension wurden 20 pl entnommen und in eine
vorbereitete Neubauer-Zdhlkammer gegeben. Unter dem Lichtmikroskop wurden
die Zellen anschlieBend pro Grofquadrat gezdhlt und der Mittelwert der vier

Grof3quadrate ermittelt.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach folgender Formel:

Gesamtzellzahl = A x V x 10¢

A — Mittelwert der Zellzahlen in den Groflquadraten
\Y — Volumen der Zellsuspension
x 10*  —Neubauer-Faktor
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3.4.1.7 Osteogene Differenzierung

Zur osteogenen Differenzierung wurden die Zellen 28 Tage (14 Tage) mit

Osteogenese-Medium kultiviert (Positivkontrolle).

Materialienliste 6 osteogene Differenzierung

Material Vertrieb

Osteogenese-Medium:

4 ml 10 x Osteogenese-Mix

36 ml ADSC-Expansionsmedium 34.1.1

10 x Osteogenese-Mix:

48,23 ml Aqua ad iniectabilia Fresenius Kabi  Deutschland GmbH, Bad

Homburg, D
1250 pl Ascorbinsdure (10 g/l) Sigma, Taufkirchen, D
25 pl Dexamethason (2 mM) ebenda
500 pl B-Glycerolphosphat (1 M) ebenda

3.4.1.8 MTS-Fiirbung

Die MTS-Fiarbung ist ein  kolorimetrischer Test zur indirekten
Lebendzellzahlbestimmung. Konkret beruht dieser Test auf der Bestimmung der
in vitro-Vitalitdt, indem die Aktivitdit der mitochondrialen Dehydrogenasen
lebender Zellen gemessen wird. MTS ist ein Tetrazoliumsalz und wird von
lebenden Zellen aufgenommen und durch Dehydrogenasen zu einem
photometrisch quantifizierbaren Formazansalz reduziert. Die Konversionsrate

korreliert dabei linear mit der Lebendzellzahl.
Zur Durchfiihrung:

Eine 96-Well-Platte mit konfluenten Zellen wurde mit frischem Medium
(100 pl/Well) und MTS (20 pl/Well) fiir 1 h im Brutschrank inkubiert (37 °C, 5 %
CO»). Je 100 pl Uberstand wurden in eine ELISA-Reader-Platte iiberfiihrt.
Die Quantifizierung des Formazansalzes erfolgte bei 490 nm in einem
Absorptionsreader (Negativkontrolle = Medium + MTS ohne Zellen). Die Hohe
des Hintergrundes (z. B. durch Zelltriimmer oder Fingerabdriicke auf der Platte)

wurde bei 630 - 700 nm bestimmt.
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Materialienliste 7 MTS-Firbung

Material Vertrieb

CellTiter 96® Aqueous One Solution Promega, Mannheim, D
Cell Proliferation Assay

ADSC-Expansionsmedium 34.1.1

3.4.1.9 Kristallviolett-Firbung

Bei der Kristallviolett-Farbung KV, N-Hexamethylpararosanilin,
61135 FLUKA) handelt es sich um einen Zytotoxizititstest. Der Farbstoff ist in
lebenden Zellen nachweisbar und kann durch Zugabe von Essigsdure wieder
herausgelost werden. Die entstechende Farblosung ist photometrisch
quantifizierbar. Die Extinktion korreliert dabei direkt mit der vorliegenden
Zellzahl. Die KV-Fiarbung gibt somit eine quantitative Aussage liber die Vitalitét

einer in vitro-Kultur, denn nur lebensfahige Zellen nehmen den Farbstoff auf.
Zur Durchfiihrung:

Die KV-Firbung wurde, in derselben 96-Well-Platte, direkt im Anschluss an die
MTS- Firbung durchgefiihrt. Dabei wurden die Wells zundchst zweimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend 10 min mit Isopropanol (100 pl/Well) fixiert.
Im Anschluss wurden die Wells dreimal mit PBS/Tween® 20 (0,05 %) gewaschen
und fiir 20 min mit KV (50 pl/Well) iiberschichtet. Uberschiissiges KV wurde
anschlieBend durch vier- bis fiinfmaliges Waschen mit Aqua dest. entfernt.
Es folgte die Zugabe von 33%iger Essigsdure (100 ul/Well). Die 10- bis 15-min-
Inkubation erfolgte auf dem Plattenriittler. Je 70 ul Uberstand wurden in eine
ELISA-Reader-Platte iiberfiihrt. Die Messung erfolgte in einem Absorbtions-
reader (600 nm).
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Materialienliste 8 Kristallviolett-Firbung

Material Vertrieb

PBS 34.1.1

Isopropanol Serva, Heidelberg, D
PBS/Tween® 20 (0,05 %):

50 ml PBS 34.1.1

25 ul Tween® 20 Sigma, Taufkirchen, D
Kristallviolett (KV):

50 mg KV ebenda

50 ml Aqua dest. hausinterne Anlage
Essigsdure (33 %):

15 ml Essigsédure Sigma, Taufkirchen, D
30 ml Aqua dest. hausinterne Anlage

3.4.1.10 Alkalische-Phosphatase-Fiirbung

Alkalische Phosphatasen (GenBank: AAB59378.1) sind unspezifische
Phosphomono-esterasen. Sie arbeiten optimal bei hohen pH-Werten und gelten als
Knochenmarker. Para-Nitrophenylphosphat (pNpp) ist ein Substrat der
alkalischen Phosphatasen. Die Reaktion fiihrt zur Bildung von para-Nitrophenol,
was unter alkalischen Bedingungen intensiv gelb wund loslich ist.
Die Produktbildung kann mittels Absorbtionsreader gemessen werden und dient

der quantitativen Bestimmung der alkalischen Phosphatase.

Testprinzip: pNpp ALP » p-Nitrophenol + Phosphat

Zur Durchfiihrung:

Die Zellen (96-Well-Platte) wurden zunédchst zweimal mit TBS gewaschen und
anschlieBend mit Lyse-Puffer (50 pl/Well, PMSF frisch dazu gegeben)
iiberschichtet (10 min, bei Raumtemperatur). AnschlieBend wurden 200 pl/Well
Messpuffer hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation (37 °C, 5 % CO3) fiir eine
Stunde. Die Reaktion wurde darauthin mit85 pl/Well 2 M NaOH gestoppt.
Je 200 pul Uberstand wurden in eine ELISA-Reader-Platte iiberfiihrt. Die Messung
erfolgte bei 405 nm in einem Absorbtionsreader. Waren die gemessenen Werte
auBerhalb des Messbereiches des Absorbtionsreader, wurden die Uberstinde

entsprechend (1:4, 1:8, 1:16, 1:32) mit TBS verdiinnt.
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Materialienliste 9 Alkalische-Phosphatase-Firbung

Material Vertrieb

IBS:

8 g NaCL (137 mM) AppliChem GmbH, Darmstadt, D
0,2 g KC1 (2,7 M) ebenda

6,1 g Tris (50 mM) ebenda

1000 ml Aqua dest. hausinterne Anlage

pH=74

Lyse-Puffer:

990 ml TBS

10 ml Tween® 20 34.1.9

frisch dazugeben: 100 ul PMSF (100 x)

PMSF 100 x:

0,069 g PMSF Sigma, Taufkirchen, D

40 ml Isopropanol 3.4.1.9

Messpuffer:

0,185 g pNpp AppliChem GmbH, Darmstadt, D

5Sml 10 x AMPED (5,3 g AMPED, 50 Sigma, Taufkirchen, D

ml Aqua dest., pH = 10)

5 ml 10 x MgCl; (0,508 g, 50 ml Aqua  AppliChem GmbH, Darmstadt, D
dest.)

40 ml Aqua dest. hausinterne Anlage

3.4.1.11 Kresolphthalein-Fiirbung (Kreso-Firbung)

Bei der Kresolphthalein-Farbung handelt es sich um einen Test zur
Quantifizierung der in vitro-Kalzifikation. Er ermoglicht, die Konzentration der
Kalziumionen in der extrazelluldren Matrix photometrisch als Endpunktanalyse zu
quantifizieren. Die Farbintensitdt des gebildeten violetten Komplexes ist direkt
proportional ~ der  Kalziumkonzentration. @~ Da  diese  Reaktion laut
Weltgesundheitsorganisation auch mit Magnesium-, Strontium-, Barium- und
SO4*-Ionen stattfinden wiirde, wird der Kresolphthaleinlosung 8-Hydroxy-
chinolin zugesetzt, das mit vielen ein- und zweiwertigen Metallionen unldsliche
Chelatkomplexe bildet. Die Salzsdure hilft, die Kalziumionen aus der Matrix zu
mobilisieren. Das Protokoll folgt den Vorschligen der WHO (engl. Calcium-O-
Cresolphtalein Complexone Method).

Testprinzip: Kalzium + o-Kresolphthalein-Komplex (farblos)
l alkalische Losung
Kalzium-o-Kresolphthalein-Komplex (violett)
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Zur Durchfiihrung:

Die Zellen (96-Well-Platte) wurden zunichst zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend 7 min mit 4 % PFA fixiert. Danach erfolgten zwei weitere
Waschschritte mit Aqua dest. sowie die Zugabe von 100 ul/Well Kresolphthalein-
Losung (5-min-Inkubation). Im Anschluss wurde pro Well 100 ul AMP-Puffer
hinzugegeben (15-min-Inkubation). Je 100 ul Uberstand wurden in eine ELISA-
Reader-Platte {iiberfiihrt. Die Messung erfolgte bei 580 nm in einem

Absorbtionsreader.

Materialienliste 10 Kresolphthalein-Farbung

Material Vertrieb

PBS 3.4.1.1

PFA (4 %) Sigma, Taufkirchen, D
Aqua dest. hausinterne Anlage
Kresophthalein-Lésung:

2,5 mg o-Kresophthalein Komplex Sigma, Taufkirchen, D
25 mg 8-Hydroxychinolin ebenda

(8-Quinolinol)

23,5 ml Aqua dest. hausinterne Anlage

1,5 ml 37 % Salzsaure Sigma, Taufkirchen, D
AMP-Puffer:

3,8 ml AMP ebenda

21,2 ml Aqua dest. hausinterne Anlage
180 ul 37 % Salzsdure (pH = 7,4) Sigma, Taufkirchen, D

3.4.1.12 Migrationsassay

Unter Chemotaxis versteht man das Phdnomen, dass die Fortbewegung einer Zelle
durch einen extrazelluldren Gradienten einer Chemikalie beeinflusst wird. Der am
weitesten verbreitete Chemotaxisassay ist der Boyden-Kammer-Transwell-Assay.
Die Kammer besteht aus zwei Kompartimenten, die durch eine porése Membran
getrennt sind. Dabei werden in das Insert Zellen in serumfreiem
Zellkulturmedium mit der zu testenden Substanz eingebracht und in das untere
Kompartiment serumhaltiges Zellkulturmedium als Chemoattraktant. Durch
Diffusion bildet sich ein Konzentrationsgradient, den die Zellen versuchen entlang
zu wandern. Nach abgelaufener Inkubationszeit werden die migrierten Zellen via

WST-1 ermittelt.
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Zur Durchfiihrung:

Zu Beginn wurden die Inserts steril in die Wells einer 24-Well-Platte gesetzt und
ausgerichtet. Pro Insert wurden 1 x 10° Zellen in 250 pl serumfreien ADSC-
Expansionsmedium ausgesdt. Erfolgte keine Prdinkubation, wurden 250 pul
serumfreies ADSC-Expansionsmedium mit doppelter Konzentration der
entsprechenden Testsubstanz in das Well gegeben. Es folgte eine kurze
Einwirkzeit (ca. 5 min). War eine Pridinkubation vorgesehen, wurden 200 pl
serumfreies ADSC-Expansionsmedium mit der entsprechenden Testsubstanz
(Konzentration fiir 500 pl) hinzugegeben. Es folgte eine 1-h-Inkubation (37 °C,
5 % CO2). AnschlieBend wurde 50 pl serumfreies ADSC-Expansionsmedium (mit
Testsubstanz) entsprechend einer Konzentration fiir 500 pul hinzugegeben, sodass
sich am Ende 500 pl im Insert befanden. Es folgte eine kurze Einwirkzeit
(ca. 5 min). Die Migration wurde durch Zugabe von 750 pl serumhaltigem
ADSC-Expansionsmedium in das untere Kompartiment gestartet. Die Platten
wurden 6 h (bei 37 °C, 5 % CO») inkubiert (bei Zeitverlaufsexperimenten wurde
der Zeitraum entsprechend angepasst). Zur Messung wurde eine 24-Well-Platte
vorbereitet, indem 200 pl serumfreies ADSC-Expansionsmedium mit 20 ul
WST-1 in einer entsprechenden Anzahl Wells vorgelegt wurden. Das ADSC-
Expansionsmedium aus den Inserts wurde abgesaugt und der Zellrasen
wihrenddessen vorsichtig von der Oberfliche der Membran entfernt. Je 500 pl
serumfreies ADSC-Expansionsmedium wurde in die Inserts gegeben und mit
einem Wattestdbchen die letzten Zellreste entfernt. Die Inserts wurden aus der
24-Well-Platte entnommen und in die vorbereitete Messplatte umgesetzt.

Nach 90 min erfolgte die Messung (analog 3.4.1.13).

Materialienliste 11 Migration

Material Vertrieb
ADSC-Expansionsmedium 34.1.1
Testsubstanzen 34.1.3

WST-1 Roche Applied Science, Mannheim, D
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3.4.1.13 WST-1-Test

Bei dem WST-1-Test (engl. water-soluble tetrazolium) handelt es sich um einen
Viabilitits-Test zum Nachweis einer intakten Atmungskette. Viable Zellen
bewirken eine enzymatische Umsetzung des schwach rot gefarbten
Tetrazoliumsalzes WST-1 in das dunkelrote Formazan. Dieser Farbumschlag

kann photometrisch gemessen werden.
Zur Durchfiihrung:

Die Zellen (96-Well-Platte) wurden zunédchst 6 h mit der entsprechenden Test-
substanz (bei 37 °C, 5 % CO.) inkubiert. AnschlieBend wurde WST-1-Reagenz
(10 %) hinzugegeben und die Inkubation fortgesetzt, bis ein markanter Farb-
umschlag erkennbar war (ca. 30 min). Die Messung erfolgte bei 450 nm

(Referenzfilter 690 nm) in einem Absorbtionsreader.

Materialienliste 12 WST-1-Test

Material Vertrieb
WST-1 34.1.12
Testsubstanzen 34.1.3

3.4.1.14 Scratch-Assay

Fiir den Scratch-Assay wurden die Zellen in einer 6-Well-Platte ausgesit. Am Tag
der Stimulation wurden mithilfe einer 100-ul-Pipettenspitze drei parallele ,,Risse*
(Scratch) in den Zellrasen eingefiigt. Dabei wurde die Pipettenspitze vorsichtig
am oberen Rand des Wells angesetzt und anschlieBend langsam, aber mit einer
flieBenden Bewegung, an das untere Ende des Wells gezogen. Der Deckel der 6-
Well-Platte diente dabei als Fiihrungslinie. Nachdem alle drei ,,Risse” pro Well
gesetzt waren, wurden diese mit PBS gewaschen, um die Zelltrimmer im
Uberstand zu entfernen. AnschlieBend wurde erneut ADSC-Expansionsmedium
sowie die Testsubstanz in entsprechender Konzentration zugegeben. Die
Risse/Well wurden zum Zeitpunkt t = 0 fotografisch dokumentiert. Nach 24 h
(bzw. 12 h bei AA-5HT) wurden die Risse unter dem Mikroskop begutachtet und

erneut fotografiert.
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Materialienliste 13 Scratch-Assay

Material Vertrieb
PBS 34.1.1
ADSC-Expansionsmedium ebenda
Testsubstanzen 34.1.3

3.4.1.15 Vorbereitung LC-MS

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen (5 ml/Aussaatschale) und 4,5 ml/Aussaat-
schale serumfreies ADSC-Expansionsmedium zugegeben. Nach 3-h-Inkubation
(bei 37 °C, 5 % COy), wurden die Zellen mit URB597 (10 uM), AA-5HT (10 uM)
bzw. Vehikel stimuliert. Es folgte eine weitere 6-h-Inkubation. Das Medium
wurde abgesaugt und die Zellen mit 5 ml kaltem PBS {iberschichtet und mit dem
Zellschaber abgeschabt. Die Zellsuspension wurde in einem 50-ml-
Zentrifugenrbhrchen gesammelt und auf Eis gestellt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (2000 rpm, 5 min, 4 °C). AnschlieBend wurde der
Uberstand bis auf ~ 10 ml abgesaugt. Die Zellen wurden resuspendiert und in ein
15-ml-Zentrifugenréhrchen tiiberfithrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt
(2000 rpm, 5 min, 4 °C). Das Medium wurde komplett abgesaugt. Die Zellen
wurden durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff gefroren und anschliefend bis

zur LC-MS-Messung bei -80 °C gelagert.

Materialienliste 14 Vorbereitung LC-MS

Material Vertrieb

PBS 34.1.1
ADSC-Expansionsmedium ebenda
Testsubstanzen 34.13
Fliissigstickstoff hausinterne Anlage

3.4.1.16 LC-MS

Unter LC-MS versteht man die Kopplung von Fliissigkeitschromatographie
(HPLC) und Massenspektrometrie. Diese Kopplung ermoglicht Nachweise bis in
den unteren Femtobereich, die Detektion von Molekiilmassen und die
Durchfiihrung von MS/MS-Untersuchungen unmittelbar nach der chromato-
graphischen Auftrennung. Das Eluat von der Chromatographiesidule wird nach

einer Trennung in ein Elektrospray-MS geleitet, in dem die aufgetrennten
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Proteinmolekiile nacheinander die Ionenquelle erreichen, ionisiert und dann

bestimmt werden (Lottspeich und Engels, 2012).
Zur Durchfiihrung:

Die LC-MS wurde entsprechend einem etablierten Protokoll durchgefiihrt (Ivanov
et al., 2015). Die Zellpellets wurden in 1 ml 20 mM Tris-HCI Puffer (pH = 6,8)
mit 20 ng/ml AEA-ds resuspendiert und via Sonopols U-tip Sonifier (Bandelin,
Berlin, D) lysiert (dreimal mit 15 x 5 s Puls bei 75 %, gefolgt von einer 60 s
Pause). Die Lysate wurden anschlieend parallel zu den Standards mit der in der
Arbeitsgruppe etablierten Methode extrahiert und analysiert (Ivanov et al., 2015).
Die Proben (30 - 60 pl) wurden via HPLC separiert, wobei eine Multospher® 120
C18 Sdule (125 x 2 mm, 5 pm PartikelgroBe, CS-Chromatographie Service
GmbH, Langerwehe, D) zusammen mit einer Schutzsdule (20 X 2 mm, 5 pum)
verwendet wurde. Endocannabinoide und Endocannabinoid-dhnliche Substanzen
wurden mittels mobiler Phase A (Wasser mit 0,2 % Ameisensdure) bzw.
B (Acetonitril/2-Propanol (60:40, v/v) mit 0,2 % Ameisensdure) eluiert (Flussrate
0,15 ml/min). Das Elutionsschema sah folgendermallen aus: lineare Steigerung
der mobilen Phase B von 65 % auf 80 % in 10 min, isokratisch bei 80 % in 3 min
und linear zu 100 % Phase B in den weiteren 6 min. AnschlieBend wurde das
System reequilibriert bei 35 % Phase A iiber 4 min. Im Anschluss an die HPLC
folgte eine ESI-MS (Micromass Quatro Micro TM API Massenspektrometer
(Waters, Milford, MA)): m/z 300,8 fiir PEA, m/z 326,8 fiir OEA, m/z 348,8 fiir
AEA, m/z 379,8 fiir 2-AG und m/z 356,8 fiir den internen Standard (AEA-ds).
Die Einstellungen des Massenspektrometers waren wie folgt: Kapillarenspannung
3,5 kV; Kegelspannung 20 und 24 V fiir AEA/AEA-ds/2-AG und PEA/OEA,
Quellentemperatur 120 °C; Desolvatationstemperatur 350 °C; Flussrate des
Desolvatationsgases 700 1/h. Verweil- und Verzogerungszeiten 0,05 s und 0,1 s.
Die Auswertung der Daten erfolgte mittels MassLynx Software Version 4.1
(Micromass Ltd., Manchester, UK).
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Materialienliste 15 LC-MS

Material Vertrieb

Tris-HCI Puffer (pH = 6,8) 3423

AEA-dg Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, D
Acetonitril AppliChem GmbH, Darmstadt, D
2-Propanol Serva, Heidelberg, D

Ameisensiure AppliChem GmbH, Darmstadt, D

3.4.1.17 Mikroskopie mit Axio Scope 1.A

Fir die mikroskopischen Versuche wurden die Zellen in einem 4-Well-Slide
ausgesit. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 24 h
erfolgte die Stimulation. Zur Stimulation wurden die Zellen 3 h auf serumfreies
Zellkulturmedium gesetzt und anschlieBend mit den entsprechenden Test-
substanzen inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal vorsichtig mit PBS
(250 pl/Well) gewaschen und mit 200 pul PFA (4 %) (1 h bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 4 °C) {iiberschichtet. Es folgte ein weiterer Waschschritt
(ebenda). Zur Reduzierung des unspezifischen Hintergrundes wurden die Zellen
zunichst 1 h bei Raumtemperatur mit PBS (5 % FKS, 0,3 % Triton® X-100)
blockiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen (PBS) und fiir 1 h mit 200 pl
Primérantikorper (Anti-PPAR; PBS (1 % FKS, 0,3 % Triton® X-100), bei
Raumtemperatur) behandelt. Ab diesem Zeitpunkt wurde mdglichst dunkel
gearbeitet. Es folgte ein weiterer Waschschritt (PBS) und die Zugabe von
200 ul/Well Sekundirantikérper (Anti-Maus, PBS (1 % FKS, 0,3 % Triton®
X-100, Raumtemperatur). Nach einer Stunde wurden die Zellen gewaschen und
pro Well 200 pl Bisbenzimidldsung (20 pl auf 5 ml PBS (1 % FKS, 0,3 % Triton®™
X-100, Raumtemperatur) hinzugegeben. Es folgte eine 30-min-Inkubation bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen (PBS) und das
Medium komplett abgesaugt. Der Aufsatz wurde vom Objekttrager gelost und ein
Deckglas mithilfe von einem Tropfen 20 % Glycerin in PBS pro Well fixiert. Die
Culture Slides wurden in Alufolie im Kiihlschrank gelagert. Die Visualisierung
der Antikorper-Bindung und der Nuklei erfolgte mittels Axio Scope 1.A von Zeiss
(Jena, D). Die Bestimmung des PPARa im Neklus erfolgte durch Uberlagerung
der nukledren Regionen (Bisbenzimidfiarbung) und Alexa Fluor® 488-gelabeltem
PPARa.
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Materialienliste 16 Mikroskopie Axio Scope 1.A

Material Vertrieb

PBS 34.1.1

FKS Ebenda
ADSC-Expansionsmedium Ebenda

Testsubstanzen 34.13

PFA (4 %) 34.1.11

Triton® X-100 Sigma, Taufkirchen, D
Bisbenzimid AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Glycerin Ebenda

Anti-PPAR Abcam, Cambridge, UK
-1:500 in PBS (1 % FKS, 0,3 % Triton® X-

100)

Anti-Maus Alexa Fluor® 488 Ebenda

—1:1000 in PBS (1 % FKS, 0,3 % Triton®

X-100)

3.4.2 Proteinchemische Methoden

3.4.2.1 Ernte von Zelllysaten mit Kralewski-Puffer

Die Zelllyse ist ein wichtiger Schritt fiir die anschlieBende Analytik, da hier die
Zellen zerstort und die zu untersuchenden Proteine gelost werden. Es gibt eine
Reihe unterschiedlicher Lyse-Puffer, welche sich hauptsichlich in ihrer
Effektivitdt Proteine zu l0sen unterscheiden. Ein wichtiges Kriterium bei der
Wahl des Lyse-Puffers ist, ob die spiter verwendeten Antikorper in der Lage sind,
Proteine in ihrer denaturierten Form zu binden oder nicht. Der verwendete
Kralewski-Puffer besteht aus HEPES, NaCl, Triton® X-100, EDTA und Glycerin.
Bei der Verwendung als Lyse-Puffer werden noch Aprotinin, PMSF, Leupeptin
und ortho-Vanadat hinzugefiigt. Ein Grofiteil der Bestandteile sind
Protease/Phosphatase Inhibitoren. Von den restlichen Bestandteilen dient HEPES
(pH = 7,4) als Puffersubstanz mit einer guten Pufferkapazitit zwischen pH = 6,8 —
8,2 (Good et al., 1966). NaCl dient zum Erhalt des ionischen Mediums. Triton®
X-100 ist nicht-denaturierend und schidigt die Zellmembran (Sigma Aldrich

Produkt Information), Glycerin dient zur Stabilisierung des geldsten Proteins.
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Tabelle 5 Ubersicht iiber die im Kralewski-Puffer verwendeten Inhibitoren und deren Effekt (Quelle:
Western Blotting - A Beginner's Guide - Abcam)

Inhibitor inhibierte Protease/Phosphatase
Aprotinin Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin
Leupeptin Lysosomale Proteasen/Phosphatasen
PMSF Serin-, Cystein-Proteasen

EDTA Metalloproteasen, bendtogen Mg?*/Mn?*
ortho-Vanadat Tyrosin-Phosphatase

Zur Durchfiihrung:

Dieser Versuch wurde komplett auf Eis durchgefiihrt. Zu Beginn wurde das
Medium abgesaugt und die Wells anschliefend einmal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Das PBS wurde griindlich abgesaugt und die Zellen mit 80 pl/50 pl
(6-Well-Platte/24-Well-Platte) Lyse-Puffer pro Well iiberschichtet. Mit einem
Zellschaber wurde anschlieBend die gesamte Welloberflache abgeschabt und mit
dem Lyse-Puffer in ein 1,5-ml-Reaktionsgefdl aufgenommen. Zum Lysieren
wurden die Zellen fiir 30 min auf Eis gestellt, wobei periodisch gevortext wurde.
Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 14000 U/min (5 min). Der Uberstand
wurde in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt, das Pellet wurde verworfen.
Zum Schluss wurden 10 pl des Uberstandes fiir die Proteinbestimmung
abgenommen und in ein 0,5-ml-Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die Proben wurden bei

-20 °C weggefroren.

Materialienliste 17 Ernte von Zelllysaten mit Kralewski-Puffer

Material Vertrieb

PBS 34.1.1

Lyse-Puffer:

1,0 ml Kralewski-Puffer (4 °C)

5,2 ul Aprotinin (1,9 mg/ml; 4 °C) Sigma, Taufkirchen, D
10,0 pl PMSF (100 mM; 4 °C) Ebenda

2,0 ul Leupeptin (1,9 pg/ul; -20 °C) Ebenda
5,0 ul ortho-Vanadat (100 mM; 4 °C) Ebenda
Kralewski-Puffer:

5,89 g Hepes (50 mM; pH=7,4) AppliChem GmbH, Darmstadt, D
4,38 g NaCl (150 mM) Ebenda
5 ml Triton® X-100 (1 %, Fluka) 3.4.1.15
0,146 g EDTA (1 mM) AppliChem GmbH, Darmstadt, D

50 ml Glycerin (10 %, wasserfrei) 3.4.1.15




Materialien und Methoden | Seite 37

3.4.2.2 Proteinbestimmung mit BCA-Kit

Diese Proteinbestimmungsmethode beruht darauf, dass BCA (Bicinchoninséure)
zusammen mit Cu” einen farbigen Komplex bildet. Cu” entsteht durch Reduktion
von Cu?" mittels des zu bestimmenden Proteins. Die Auswertung erfolgt
photometrisch. Diese Methode macht jedoch die Aufnahme einer Eichkurve eines
Proteins (z. B. Rinderserumalbumin) bekannter Konzentration zwingend
erforderlich. Mithilfe dieser Eichkurve kann im weiteren Verlauf die

Proteinkonzentration in der Probe bestimmt werden.
Zur Durchfiihrung:

Zunéchst wurden die Proben 1:5 mit dest. H,O verdiinnt. Es folgte die Herstellung
der Standards nach folgender Tabelle:

Tabelle 6 Ubersicht des Standards zur Proteinbestimmung mit BCA-Kit

ug/ul  H>0 (ul)  Protein-Standard (ul)
1[0 490 10
210,02 490 10
310,04 240 10
40,1 90 10
5102 40 10
6|04 30 20
70,6 20 30
808 10 40
911 0 Stocklosung (1:1)

Die Stocklosung des Proteinstandards (2 mg/ml) wurde 1:1 mit dest. Wasser
verdiinnt, um 1 pg/ul zu erreichen. Je 10 ul Blank, Standards (Doppelansatz) und
Proben (Dreifachansatz) wurden in die Mitte eines Wells einer 96-Well-Platte
pipettiert. Es folgte die Herstellung der vorher berechneten erforderlichen Menge
Proteinbestimmungsreagenz (1 Teil Reagenz B zu 50 Teilen Reagenz A). Pro
Well wurden 200 pl dieses Reagenz hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer
Folie abgeklebt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte am
Plattenreader bei 570 nm.
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Materialienliste 18 Proteinbestimmung mit BCA-Kit

Material Vertrieb

BCA Assay Pierce®, Thermo Fisher Scientific,
Bonn, D

Aqua dest. hausinterne Anlage

3.4.2.3 Probenvorbereitung SDS-Gelelektrophorese

Auf Basis der Proteinbestimmung mittels BCA (3.4.2.2) wurde die benoétigte
Probenmenge berechnet (pro Geltasche 25 pg Protein). Daraufhin wurden die
Proben in benotigter Menge dest. H>O angesetzt und 5 pl Liammli-Puffer
zugefiigt. Die fertig pipettierten Proben wurden anschliefend kurz zentrifugiert
und bei 95 °C fiir 10 min im Thermomixer (300 rpm) inkubiert. Auf diese Art und
Weise werden Tertidir- und Sekundirstrukturen durch Aufspalten der
Wasserstoffbriicken und durch  Streckung der Molekille aufgeldst.
Schwefelbriicken werden durch die Zugabe von B-Mercaptoethanol aufgespalten
(Lottspeich und Engels, 2012). Die Proben wurden kurz anzentrifugiert und waren
bereit zur Gelelektrophorese, bzw. konnten an dieser Stelle weggefroren werden

(-20 °C).

Materialienliste 19 Probenvorbereitung SDS-Gelelektrophorese

Material Vertrieb

Aqua dest. hausinterne Anlage

Tris AppliChem, Darmstadt, D
HCl Sigma, Taufkirchen, D

Lammli-Puffer (5 x)
2 ml Tris HC1 0,625 M pH = 6,8

(20 %)

1g SDS (10 %) AppliChem, Darmstadt, D

5 ml Glycerin (50 %) Ebenda

0,5 ml B-Mercaptoethanol (5 %) Apotheke, Universititsmedizin

Rostock, D
0,5 ml Bromphenolblau (5 %, 1 % in Sigma, Taufkirchen, D
EtOH)
2 ml Aqua ad iniectabilia (20 %) 3.4.1.7
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3.4.2.4 Giefien der SDS-Gele

Entsprechend der Anzahl der zu gieBenden Gele wurden die Chemikalien im
richtigen Verhiltnis bis auf TEMED und APS, welche die Polymerisation starten,
bei Trenn- und Sammelgel zusammen pipettiert. Das pipettierte Sammelgel wurde
zur Seite gestellt (dunkel). Dem Trenngel wurde die entsprechende Menge
TEMED und APS zugegeben und das Gefill geschwenkt, um punktuelles
Auspolymerisieren zu verhindern. Mit einer serologischen Pipette (10 ml) wurde
das noch fliissige Gel vorsichtig in die vorbereiteten Gelkammern gegeben.
AnschlieBend wurden 300 - 400 pl Isopropanol auf die Gele pipettiert, um
wiéhrend des Polymerisationsvorganges das Austrocknen der Gele zu vermeiden.
Nach mindestens 30 min und maximal 2 - 3 h wurde dem Sammelgel TEMED
und APS zugegeben. Dieses wurde mit einer serologischen Pipette (5 ml) — nach
dem Entfernen des restlichen Isopropanols mittels Filterpapier — auf das Trenngel
gegeben. Die Kdmme zur Bildung der Geltaschen wurden eingesetzt. Es folgte ein
weiterer Polymerisationsschritt. Nach mindestens 30 min und maximal 2 - 3 h
wurden die Gele aus den Halterungen genommen und in feuchten Tiichern
verpackt im Kiihlschrank gelagert (max. 4 Wochen). Die Gele wurden nach dem
Giellen zur Polymerisation mindestens eine Nacht im Kiihlschrank gelagert, bevor

die Gelelektrophorese gestartet wurde.

Tabelle 7 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele fiir die SDS-Gelelektrophorese bei einem Ansatz
von 8 Gelen

8 Gele, 1,5 mm, 10 % SDS | Chemikalie Menge
Trenngel H>O 24,3 ml
1,5M Tris-HCl pH=8,8 15 ml
SDS (10 %) 0,6 ml
Acryl-/Bis-Acrylamid 19,8 ml
TEMED 30 ul
APS (10 %) 300 pl
Sammelgel H>O 18,3 ml
0,5M Tris-HCIpH=6,8 7,5 ml
SDS (10 %) 0,3 ml
Acryl-/Bis-Acrylamid 4,02 ml
TEMED 30 ul
APS (10 %) 150 pl
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Materialienliste 20 Giefien der SDS-Gele

Material Vertrieb

Aqua ad iniectabilia 34.1.7

APS (10 %) Carl Roth GmbH, Miinchen, D
SDS (10 %) AppliChem, Darmstadt, D
5 g auf 50 ml Aqua ad iniectabilia ebenda D

500 mM Tris-HCI

500 mM Tris Base (30,3 g) ebenda

auf 400 ml mit Aqua ad iniectabilia

auffiillen

~20 ml HCI (pH = 6,8) Sigma, Taufkirchen, D

—> mit Aqua ad iniectabilia auf 500 ml

auffiillen

1500 mM Tris-HCI

1500 mM Tris Base (181,7 g) AppliChem, Darmstadt, D
auf 800 ml mit Aqua ad iniectabilia

auffiillen

~ 35 ml HCI (pH = 8,8) Sigma, Taufkirchen, D

-> mit Aqua ad iniectabilia auf 1000 ml

auffiillen

TEMED Carl Roth GmbH, Miinchen, D
Acryl-/Bis-Acrylamid  (Rotiphorese® ebenda

Gel 30)

dest. H,O hausinterne Anlage

3.4.2.5 SDS-Gelelektrophorese

Elektrophorese bezeichnet die Wanderung geladener Teilchen in einem
elektrischen Feld. Die Auftrennung eines Substanzgemisches basiert auf
unterschiedlicher elektrophoretischer Bewegungen der Teilchen je nach Grof3e
und Ladung. SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergenz, welches

die Eigenladung von Proteinen iiberdeckt.
Zur Durchfiihrung:

Die Gele wurden in die Gelkammern gesetzt und diese mit Ladepuffer aufgefiillt.
Die vorbereiteten Proben wurden in die Gelkammern gegeben. 3 pl Standard
wurde ebenfalls in eine Tasche/Gel gegeben. Die Kammern wurden geschlossen.
Der Lauf begann mit 15 mA/Gel. Kurz bevor die Lauffront das Gel vollstindig
passierte, wurde die Gelelektrophorese gestoppt. Es folgte der Western Blot.
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Materialienliste 21 SDS-Gelelektrophorese

Material Vertrieb

Proteinstandard Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, D

Laufpuffer:

100 ml Stammldsung Laufpuffer 10 x

900 ml Aqua dest. hausinterne Anlage

Laufpuffer 10 x:

250 mM Tris Base (30,3 g) AppliChem GmbH, Darmstadt, D

1920 mM Glycin (144,1 g) ebenda

auf 1000 ml mit Aqua dest iniectabilia ~ 3.4.1.7

auffiillen

1 % SDS (10 g) (keine pH-Wert AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Einstellung)

3.4.2.6 Western Blot

Unter Western Blotting versteht man ein Verfahren, mit dem elektrophoretisch
aufgetrennte Proteine aus der Polyacrylamidmatrix auf eine Membran aus
Nitrozellulose unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes transferiert und
immobilisiert werden konnen. Der Nachweis erfolgt direkt, mit spezifischen
Bindungseigenschaften, iiber Antikorper, Lektine oder Enzymsubstrate
(Lottspeich und Engels, 2012).

Zur Durchfiihrung:

Unter dem Abzug wurde eine Plastewanne mit Blot-Puffer gefiillt. Darin wurde
die Blotkammer aufgebaut, d. h. pro Sandwichklammer zunichst ein Schwamm,
dann ein Filterpapier, darauf das Gel (ohne Sammelgel), darauf die beschriftete
Membran, gefolgt von einem Filterpapier und einem Schwamm. Es wurde
moglichst blasenfrei gearbeitet. Die schwarze Seite der Sandwichklammer war
,Hunten®, die weille Seite ,,oben®. Die Sandwichklammer wurde in die Blotkammer
(entsprechen der Laufrichtung des Stroms, d. h. die schwarze Seite der Sandwich-
klammer zeigte zur schwarzen Seite der Blotkammer) gesetzt. Nachdem ein
Kiihlakku eingesetzt und die Kammer mit Blot-Puffer gefiillt wurde, startete der
Blotlauf mit 200 mA/Gel fiir 130 min.
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Materialienliste 22 Western Blot

Material Vertrieb

Blot-Puffer:

100 ml Blot-Puffer 10 x

700 ml Aqua dest. hausinterne Anlage

200 ml Methanol Apotheke, Universitditsmedizin Rostock,
D

Blot-Puffer 10 x:

250 mM Tris Base (30,3 g) AppliChem GmbH, Darmstadt, D

1920 mM Glycin (144,1 g) ebenda

auf 1000 ml mit Aqua ad iniectabilia 34.1.7

auffiillen

0,5% SDS (5 g) (keine pH-Wert AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Einstellung)

3.4.2.7 Auswertung der Membranen mittels ChemiDoc

Zur Auswertung der Membranen mittels ChemiDoc ist zundchst eine Behandlung
mit unterschiedlichen Antikérpern nétig. Sdmtliche in der Durchfiihrung
beschriebene Blockierungs-, Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten auf dem
Rollmixer. Zur Reduzierung des unspezifischen Hintergrundes wurden die
Membranen zunichst 1 h mit 5 % Milchpulver (in TBS-T) (5 ml/Membran)
blockiert. Es folgte ein Waschschritt (3 x fiir 7 min mit TBS-T, 5 ml/Membran).
Dieser Waschschritt entfiel bei einem Primérantikdrper gelost in 5 %
Milchpulver. Dieser Primérantikdrper wurde entsprechend in TBS-T mit
Milchpulver verdiinnt und die Membran iiber Nacht bei 4°C inkubiert (3
ml/Membran). Als Ladekontrolle wurde ein B-Aktin Antikdrper verwendet.
Es folgte ein Waschschritt (ebenda). Der Sekundérantikorper wurde entsprechend
in TBS-T mit Milchpulver verdiinnt und die Membran fir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert (3 ml/Membran). Darauf folgte ein Waschschritt
(ebenda). Im Anschluss erfolgte die Auswertung am ChemiDoc, d. h. die
Antikorperbindung wurde mittels einer Chemilumineszenzlosung (ECL-Losung 1
und ECL-Losung 2 im Verhdltnis 1:1, 1,5 ml/Membran) visualisiert.
Die densitometrische Analyse der Bandenintensititen wurde mithilfe der
ChemiDoc Software Quantitiy One 1-D durchgefiihrt. Die Membranen wurden
nach der Behandlung mit der Chemilumineszenzldosung gestrippt und im
Anschluss konnten nach erneuter Blockierung mit einem weiteren

Primérantikorper inkubiert werden.
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Materialienliste 23 Auswertung der Membranen mittels ChemiDoc

Material Vertrieb

Tris 3423

HCI Ebenda

phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) Cell Signalling, Leiden, Niederlande
Antikorper

= 1:1000 in 5 % Milchpulver
p44/42 MAPK (Erk1/2) Antikorper
= 1:1000 in 5 % Milchpulver
FAAH-Antikorper

= 1:500 in 1 % Milchpulver
B-Aktin-Antikorper

= 1:10 000 in 1 % Milchpulver
Anti-Maus Antikorper
—1:1000 in 1 % Milchpulver
Anti-Hase IgG Antikorper
—1:1000 in 5 % Milchpulver
TBS-T:

100 ml Stammldsung

900 ml Aqua dest.

1 ml Tween® 20

TBS 10 x:

121,1 g 1000 mM Tris Base
87,7 g 1500 mM NaCl

800 ml Aqua ad iniectabilia

~ 60 ml HC1 (pH = 17.5)

—> mit Aqua ad iniectabilia auf 1000 ml
5 % Milchpulver:

200 ml TBS-T

10 g Milchpulver

ECL-Losung 1:

2,5 mM Luminol (500 pl)

400 uM p-Coumarséure (220 ul)
100 mM Tris HCI (pH = 8,5) (5 ml)

ECL-Lésung 2:

Wasserstoffperoxid (300 ul)

100 mM Tris HCI (pH = 8,5) (5 ml)

-> mit Aqua ad iniectabilia auf 50 ml
Strippuffer

5 x Stocklosung 1:5 verdiinnen (Aqua
dest.)

Strippuffer 5x

1000 mM Glycin (75,1 g)

2500 mM NaCl (146,1 g)

—> mit Aqua ad iniectabilia auf 800 ml
~20 ml HCI (pH =2.,5)

- mit Aqua ad iniectabilia auf 1000 ml

Ebenda

Abcam, Cambridge, UK

Sigma, Taufkirchen, D

Cell Signalling, Leiden, Niederlande

ebenda

hausinterne Anlage
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D
ebenda

3.4.1.7

Sigma, Taufkirchen, D

3.4.1.7

Bio-Rad
Miinchen, D

Laboratories GmbH,

Sigma, Taufkirchen, D

ebenda

mit Aqua ad iniectabilia auf 50 ml
auffiillen

AppliChem GmbH, Darmstadt, D
3.4.1.7

hausinterne Anlage

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Applihem GmbH, Darmstadt,
3.4.1.7

Sigma, Taufkirchen, D
34.1.7
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3.4.2.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte entweder via t-Test (two-tailed, 2-seitig) oder
ANOVA (mit post hoc Bonferroni- oder Dunnett-Test). Als Software wurde
GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) verwendet.
Es wurden unabhingige Gruppen verglichen. Die Normalverteilung wurde

vorausgesetzt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4 [Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein Nachweis fiir die Induktion der
Migration von mesenchymalen Stammzellen durch FAAH-Inhibitoren,
Endocannabinoide und Endocannabinoid-dhnliche = Substanzen erbracht.
Als zugrunde liegender Signalweg konnte die Phosphorylierung der p42/44
MAPK gefolgt von einer PPARa-Aktivierung ermittelt werden.

4.1 Kaultivierung von ADSCs

Die in dieser Arbeit verwendeten adulten humanen mesenchymalen Stammzellen
aus dem Fettgewebe (ADSCs) wurden am Tag der Liposuktion oder maximal 24 h
spéter isoliert (3.4.1.1). 20 bis 24 h nach Isolierung erfolgte die CD34"-Trennung
(3.4.1.2; Abb. 5), d. h. die Umsetzung der CD34"-Zellen von Passage 0 (P0) in
P1. Zu diesem Zeitpunkt waren zahlreiche Erythrozyten zu sehen. Am Ende der
CD34"-Trennung waren diese nahezu vollstindig entfernt worden. Die Zellen
blieben maximal flinf Tage in einer Passage und zeigten bis zum Ende der

Kultivierung eine fiir diese typische fibroblastoide Morphologie (Abb. 6).

Abb. 5 Exemplarische Darstellung der CD34*-Trennung in 100- und 200-facher VergroBerung (links
bzw. rechts). Dargestellt ist der Verlauf der CD34"-Trennung beginnend vor der Trennung und nach dem
Waschen (A). AnschlieBend erfolgte die mikroskopische Begutachtung der Zellen und die Zugabe der
entsprechenden Menge Beads (B) (ideal: 3 - 4 Beads pro Zelle). 24 h spiter, nach dem ersten Mediumwechsel
(C), war deutlich zu erkennen, dass artfremde Zellen wie z. B. Erythrozythen entfernt wurden.
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Abb. 6 Exemplarischer Kulturverlauf von ADSCs eines Donors in Passage 1 bis 3 (P1-3) in 100- und
200-facher Vergriofierung (links bzw. rechts). Die in dieser Arbeit verwendeten ADSCs waren maximal
fiinf Tage in einer Passage und behielten bis zum Ende der Kultivierung ihre fibroblastoide Morphologie bei.

4.2 Einfluss von URB597 und AA-5SHT auf die Migration von ADSCs
4.2.1 Scratch-Assay

Da der Einfluss der FAAH-Inhibitoren URB597 und AA-5HT auf das
Migrationsverhalten von ADSCs unbekannt war, wurde zunéchst als Vorversuch
ein  Wundheilungstest, d.h. ein Scratch-Assay, durchgefiihrt (Abb. 7).
Dazu wurden in einen konfluenten ADSC-Zellrasen eines Donors Risse gesetzt
und deren Heilungsprozess unter Einfluss von FAAH-Inhibitoren verfolgt.
Die ADSCs wurden 24 h mit 10 uM URBS597 bzw. 12 h mit 10 uM AA-5HT
inkubiert. Vor Beginn und am Ende der Inkubation wurden die gesetzten Risse
dokumentiert (Abb. 7). Als Kontrolle dienten ADSCs behandelt mit Vehikel.
Es konnte ein promigratorischer Effekt von URB597 und AA-5HT beobachtet

werden.
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Abb. 7 Scratch-Assay zur Untersuchung des promigratorischen Effekts von URB597 und AA-SHT. Zur
Ermittlung des promigratorischen Effekts wurden Risse in einen konfluenten ADSC-Zellrasen eingebracht
und deren Heilungsprozess unter Einfluss von FAAH-Inhibitoren untersucht. Die ADSCs eines Donors
wurden 24 h mit URB597 und 12 h mit AA-SHT (jeweils 10 uM) inkubiert. Zum Zeitpunkt to wurde der
Zustand der unbehandelten Risse dokumentiert. Diese wurden ebenso am Ende der Inkubationsphase

fotographisch festgehalten. Als Kontrolle diente Vehikel
4.2.2 Kinetik der promigratorischen Wirkung im Boyden-Kammer-

Versuch

Der durch den Scratch-Assay beobachtete promigratorische Effekt der FAAH-
Inhibitoren URB597 und AA-5HT konnte durch Boyden-Kammer-Versuche
bestitigt werden (Abb. 8). Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass
dieser promigratorische Effekt zeitabhingig ist. ADSCs wurden 15, 60, 120 und
360 min mit 10 pM URBS597 bzw. AA-5HT inkubiert. Im Vergleich zur
korrespondierenden Vehikelkontrolle zeigte URB597 nach 120 min einen
signifikanten Anstieg der Migration. Der FAAH-Inhibitor AA-5HT zeigte bereits

nach 60 min einen signifikanten promigratorischen Effekt.
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Abb. 8 Zeitabhingiger Einfluss von URB597 und AA-5HT auf die Migration von ADSCs. Zur
Ermittlung des zeitabhidngigen Migrationsverhaltens von ADSCs unter Einfluss der FAAH-Inhibitoren
URB597 und AA-5HT (jeweils 10 uM) wurden Boyden-Kammer-Versuche durchgefiihrt. ADSCs wurden
15, 60, 120 oder 360 min mit Vehikel, URB597 oder AA-5HT inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM
im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) eines Donors (n = 3 - 4). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels t-Test.*P < 0,05

4.2.3 Konzentrationsabhingigkeit der promigratorischen Wirkung im

Boyden-Kammer-Versuch

Neben dem Faktor Zeit wurde auch untersucht, welchen Einfluss die
Konzentration der FAAH-Inhibitoren URB597 und AA-5HT auf die Migration
von ADSCs hat (Abb. 9). Es konnte nachgewiesen werden, dass der
promigratorische Effekt konzentrationsabhidngig ist. ADSCs wurden 6 h mit
URB597 bzw. AA-5HT entsprechender Konzentration inkubiert. Im Vergleich zur
korrespondierenden Vehikelkontrolle zeigten die URB597-Konzentrationen 1 uM
und 10 uM einen signifikanten Anstieg der Migration. Der FAAH-Inhibitor
AA-5SHT zeigte bei einer Konzentration von 10 uM einen signifikanten

promigratorischen Effekt.
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Abb. 9 Konzentrationsabhéngiger Einfluss von URB597 und AA-SHT auf die Migration von ADSCs.
Zur Ermittlung des Migrationsverhaltens von ADSCs unter Einfluss der FAAH-Inhibitoren URB597 und
AA-5HT wurden Boyden-Kammer-Versuche durchgefiihrt. ADSCs wurden 6 h mit Vehikel, URB597 oder
AA-5HT inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei
Donoren (Vehikel, 1 pM, 10 uM n = 6 - 7) bzw. einem Donor (Vehikel, 0,01 pM, 0,1 pM). Aufgrund der
unterschiedlichen Vehikelkontrollen bei der statistischen Evaluierung der Experimente wurden diese ohne
SEM dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Dunnett-Test.
*P <0,05

4.3 Einfluss von URB597 und AA-SHT auf die Viabilitat von ADSCs

Um auszuschlieBen, dass die gesteigerte Migration von ADSCs durch URB597
bzw. AA-5HT das Ergebnis eines unspezifischen Effektes bedingt durch erhohte
Viabilitdit der Zellen war, wurden WST-1-Tests mit analogem
Behandlungsschema durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die FAAH-Inhibitoren
URB597 wund AA-5HT die Viabilitdit tendenziell eher erniedrigten.
Die entsprechenden Viabilititen fielen dabei jedoch nicht unter Werte von ca.

85 % gegeniiber der Vehikelkontrolle (Tabelle 8).
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Tabelle 8 Analyse der zelluliiren Viabilitit von ADSCs behandelt mit den FAAH-Inhibitoren URB597
und AA-SHT. ADSCs wurden 6 h mit Vehikel (Konzentration "0" uM) oder der angegebenen Konzentration
der Testsubstanz in serumfreien ADSC-Expansionsmedium inkubiert. Anschliefend wurde die Viabilitét
mittels WST-1-Test bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von n =30 (URB597, 5 Donoren) und n =
24 (AA-5HT, 4 Donoren) Experimenten. *P < 0,05 vs. korrespondierende Vehikelkontrolle (100 %), 1-way
ANOVA (post hoc Dunnett Test).

Konzentration (uM) Viabilitit (%)
URB597  AA-SHT
0 100,0+ 1,2 100,0+ 1,6
0,1 86,7+1,7° 912+32"
1 874+16" 89,8+29"
10 91,0+ 1,6" 88,7+25"

4.4 Rolle der p42/44 MAPK bei der promigratorischen Wirkung von
FAAH-Inhibitoren

4.5 Kinetik der MAPK-Aktivierung durch FAAH-Inhibitoren

Erst kiirzlich konnte demonstriert werden, dass die Aktivierung der p42/44
MAPK eine zentrale Rolle bei der Migration von ADSCs spielt (Schmubhl et al.,
2014). Basierend auf diesen Ergebnissen wurden URB597 und AA-5HT via
Western Blot hinsichtlich p42/44-M APK-Aktivierung untersucht. Beide FAAH-
Inhibitoren zeigten eine zeitabhdngige Aktivierung der p42/44-Signalkaskade.
Im Vergleich zur korrespondierenden Vehikelkontrolle riefen beide FAAH-
Inhibitoren einen signifikanten Anstieg der p42/44-MAPK-Aktivierung, URB597
nach 120 min (Abb. 10) und AA-5HT bereits nach 30 min, hervor (Abb. 11).
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Abb. 10 Kinetik der URBS597-bedingten Aktivierung der p42/44 MAPK. Zur Ermittlung der
zeitabhéngigen p42/44-MAPK-Aktivierung unter Einfluss von URB597 wurden Western Blots durchgefiihrt.
ADSCs wurden mit Vehikel oder 10 uM URBS597 entsprechend den gewéhlten Zeitrdumen inkubiert. Zur
Auswertung der densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-phosphorylierte MAPK-
Form normalisiert. -Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (100 %) von fiinf Donoren (n = 15, 15 min und 360 min), drei Donoren (n =9, 30 min) bzw.
sieben Donoren (n = 21, 60 min und 120 min). Die statistische Auswertung erfolgte mittels

t-Test. *P < 0,05
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Abb. 11 Kinetik der AA-SHT-bedingten Aktivierung der p42/44 MAPK. Zur Ermittlung der
zeitabhidngigen p42/44-MAPK-Aktivierung unter Einfluss von AA-SHT wurden Western Blots durchgefiihrt.
ADSCs wurden mit Vehikel oder 10 uM AA-5HT entsprechend den gewéhlten Zeitrdumen inkubiert. Zur
Auswertung der densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-phosphorylierte MAPK-
Form normalisiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 6). Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test.*P <

0,05
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4.5.1 Konzentrationsabhangigkeit der MAPK-Aktivierung durch FAAH-

Inhibitoren

Neben dem Faktor Zeit wurde auch untersucht, welchen Einfluss die
Konzentration der FAAH-Inhibitoren URB597 und AA-5HT auf die Aktivierung
der p42/44-Signalkaskade hat (Abb. 12; Abb. 13). Es konnte nachgewiesen
werden, dass der p42/44-MAPK-aktivierende Effekt von URB597 und AA-5SHT
konzentrationsabhingig ist. ADSCs wurden 2 h mit URB597 bzw. 1 h mit
AA-5HT entsprechender Konzentration inkubiert. Im  Vergleich zur
korrespondierenden Vehikelkontrolle zeigte die URB597- und AA-5SHT-
Konzentration von 10 uM einen signifikanten Anstieg der Aktivierung von p42/44
MAPK.
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Abb. 12 Konzentrationsabhéingiger Einfluss von URB597 auf die p42/44-MAPK-Aktivierung. Zur
Ermittlung des konzentrationsabhéngigen Effektes von URB597 auf die p42/44-MAPK-Aktivierung wurden
Western Blots durchgefiihrt. ADSCs wurden 2 h mit Vehikel oder URB597 entsprechender Konzentration
inkubiert. Zur Auswertung der densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-
phosphorylierte MAPK-Form normalisiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 6). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Dunnett-Test.*P < 0,05
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Abb. 13 Konzentrationsabhiingiger Einfluss von AA-SHT auf die p42/44-MAPK-Aktivierung. Zur
Ermittlung des konzentrationsabhingigen Effektes von AA-SHT auf die p42/44-MAPK-Aktivierung wurden
Western Blots durchgefiihrt. ADSCs wurden 1 h mit Vehikel oder AA-5HT entsprechender Konzentration
inkubiert. Zur Auswertung der densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-
phosphorylierte MAPK-Form normalisiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 6). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Dunnett-Test.*P < 0,05

4.5.2 Einfluss der p42/44-MAPK-Aktivierungshemmung auf die

promigratorische Wirkung von FAAH-Inhibitoren

Um einen kausalen Zusammenhang zwischen MAPK-Aktivierung und URB597-
bzw. AA-5HT-bedingter Migration zu demonstrieren, wurden Boyden-Kammer-
Versuche mit PD98059, einem Inhibitor der p42/44-MAPK-Aktivierung,
durchgefiihrt (Abb. 14). ADSCs wurden mit den FAAH-Inhibitoren URB597
bzw. AA-SHT (je 10 uM) inkubiert, wobei einem Ansatz 10 uM PD98059
zugegeben wurde. FEine Inhibierung der p42/44-MAPK-Aktiverung durch
PD98059 ging einher mit einer signifikant verminderten Migration. Ein weiterer
Inhibitor fiir das MAPK-System, SB203580, wurde als Negativkontrolle
untersucht. SB203580, ein Inhibitor der p38 MAPK, hatte keinen Einfluss auf die
URB597- bzw. AA-5HT-bedingte Migration (Abb. 14).
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Abb. 14 Rolle der p42/44 MAPK bei der URB597- bzw. AA-SHT-bedingten Migration von ADSCs. Zur
Untersuchung des FAAH-Inhibitor-bedingten promigratorischen Effekts in Anwesenheit eines p42/44-
MAPK-Aktivierungs-Inhibitors (PD98059) und eines p38-MAPK-Inhibitors (SB203580) wurden Boyden-
Kammer-Versuche durchgefiihrt. ADSCs wurden 1 h mit PD98059 bzw. SB203580 préinkubiert (jeweils 10
uM). AnschlieBend folgte eine 6-h-Inkubation mit URB597 bzw. AA-5HT (jeweils 10 uM). Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von vier Donoren (n = 16). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle;
#P < 0,05 vs. Testsubstanz

4.6 Rolle von CB1, CB2 und TRPV1 bei der FAAH-Inhibitor-bedingten
Migration

Zum Nachweis einer mdglichen Involvierung von Cannabinoidrezeptoren bzw.
TRPV1 in die promigratorischen Effekte von URB597 und AA-5HT wurden
Migrationsversuche durchgefiihrt, bei denen die Zellen vor der 6-h-Inkubation mit
URBS597 bzw. AA-5SHT (je 10 uM) fiir 1 h mit Antagonisten fiir CB;, CB> und
TRPV1 préiinkubiert wurden (Tabelle 9). Fiir einen Rezeptorantagonismus hat
sich eine Konzentration von 1 uM als ausreichend erwiesen (Ramer und Hinz,

2008; Schmuhl et al., 2014). AM-251, ein CBi-Antagonist, filhrte zu keiner
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signifikant verminderten Migration. AM-630 hingegen, ein CB:-Antagonist,
verminderte die URB597- bzw. AA-5HT-bedingte Migration signifikant.
Dies lédsst auf Involvierung des CB;-Rezeptors in die URB597- bzw. AA-5HT-
bedingte Migration schlieBen. Dariiber hinaus fiihrte die Kombination von AM-
251 und AM-630, im Vergleich zum alleinigen Einsatz von AM-630, zu einer
vollstdndigen Inhibierung der FAAH-Inhibitor-induzierten Migration von ADSCs.
Bei Capsazepin handelt es sich um einen TRPV1-Antagonisten. Dieser fithrt zu
einer signifikant verminderten Migration beider FAAH-Inhibitoren (Tabelle 9).
In Ubereinstimmung mit Literaturangaben (Schmuhl et al., 2014) fiihrte

Capsazepin allein zu einer Inhibition der basalen Migration.

Tabelle 9 Rolle von CB1, CB: und TRPV1 bei der URBS597- bzw. AA-SHT-bedingten Migration. ADSCs
wurden 1 h mit AM-251 (CBi-Antagonist), AM-630 (CBz-Antagonist) oder Capsazepin (Capsa, TRPV1-
Antagonist) mit einer Konzentration von 1 uM préinkubiert. AnschlieBend folgte die Zugabe von URB597
bzw. AA-5HT (10 uM) und eine weitere Inkubation von 6 h. Als Kontrolle diente Vehikel. Dargestellt sind
Mittelwerte = SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 3 - 4). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle; *P
< 0,05 vs. jeweiligen FAAH-Hemmer; n.s. (nicht signifikant)

Migration (% Kontrolle)

Vehicle 100,0 + 21,1
URB597 4143+270"
URB597 + AM-251 312,0 £43,0 "
URB597 + AM-630 151,7+20,3 *
URB597 + AM-251 + AM-630 118,3+12,4"
Vehicle 100,0 + 20,0
AA-SHT 599,3 +35,3 "
AA-SHT + AM-251 486,7 + 40,7 "
AA-SHT + AM-630 2727 +32,1%
AA-5HT + AM-251 + AM-630 92,7+ 13,7
Vehicle 100,0 + 5,8
URB597 335,5+56,4"
URBS597 + Capsa 51,3+13,1%
AA-SHT 4545+ 80,2 "
AA-5HT + Capsa 44,0+ 13,6
Capsa 68,0+4,0

4.7 Nachweis der Effizienz der FAAH-Inhibitoren mittels LC-MS

Zur Bestitigung, dass eine Inhibition der FAAH zu der Akkumulation von
Endocannabinoiden und Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen fiihrt, wurden
LC-MS-Analysen durchgefiihrt (Abb. 15). Dazu wurden ADSCs 6 h mit jeweils
10 uM URB597 bzw. AA-5HT inkubiert und anschlieBend hinsichtlich FAAH-
Substraten (AEA, 2-AG, OEA, PEA) analysiert (Abb. 15). Die intrazellulédre
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Konzentration sdmtlicher FAAH-Substrate stieg durch FAAH-Inhibierung im
Vergleich zur Vehikelkontrolle deutlich an. Eine Inhibierung via AA-SHT
(3 Donoren) fiihrte insbesondere zu einer starken AEA-Akkumulation,
wohingegen eine Inhibierung via URB597 (4 Donoren) eher zu einer starken
Akkumulation von Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen (OEA, PEA) fiihrte.
URBS597 fiihrte hinsichtlich 2-AG, welches hauptsidchlich durch MAGL abgebaut
wird, zu einer vergleichsweise geringen Akkumulation (Abb. 15).
Eine ungewollte Isomerisierung von 2-AG wurde durch die gewéhlte
experimentelle Durchfiihrung der Extraktion und HPLC minimiert (Ivanov et al.,
2015). Zusammenfassend spricht die durchgefiihrte LC-MS-Analyse dafiir, dass
FAAH-Inhibitoren in unserem experimentellen System zu einer Hemmung der
Degradation von Endocannabinoiden und Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen

fithren.
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Abb. 15 LC-MS-Analyse des intrazelluliiren Gehalts an Endocannabinoiden und Endocannabinoid-
dhnlichen Substanzen nach FAAH Inhibierung. ADSCs wurden 6 h mit 10 uM des jeweiligen FAAH-
Inhibitors (URB597 bzw. AA-5HT) inkubiert. Die Konzentration von intrazelluldiren FAAH-Substraten
(AEA, 2-AG, OEA, PEA) aus Zelllysaten wurde mittels LC-MS quantifiziert. Alle Konzentrationen wurden
auf die zelluldre Proteinmenge normalisiert. Die Angabe "% Kontrolle" bezieht sich auf die
korrespondierende Vehikelkontrolle (100 %). Die Vehikelkontrollen der FAAH-Inhibitoren sind als
gepunktete Linie im Scatter Dot Plot angedeutet. Zur Berechnung der Stimulation wurden die entsprechenden
Vehikelkontrollen von URB597 (n = 4) bzw. AA-SHT (n = 3) verwendet. Die horizontale Linie im Scatter
Dot Plot stellt den entsprechenden Mittelwert der einzelnen Experimente von vier (URB597) bzw. drei
Donoren (AA-5HT) dar. Basale Konzentrationen der FAAH-Substrate, gemessen in Vehikel-behandelten
Zellen, lagen bei 1,13 + 0,29 pmol/mg Protein (AEA), 24,62 + 2,42 pmol/mg Protein (2-AG), 6,20 = 1,37
pmol/mg Protein (OEA) und 4,13 + 0,87 pmol/mg Protein (PEA) (Mittelwerte £ SEM von
Einzelexperimenten von n =4 Donoren).
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4.8 Promigratorischer Effekt von Endocannabinoiden und

Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen
4.8.1 Scratch-Assay

Basierend auf den Ergebnissen der LC-MS-Analysen wurde ein potenzieller
promigratorischer Effekt von exogen applizierten Endocannabinoiden bzw.
Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen untersucht. Dazu wurde ein Scratch-
Assay mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen von AEA, 2-AG, OEA und
PEA (1 uM und 10 puM) durchgefiihrt. Vor Beginn und am Ende der Inkubation
wurden die gesetzten Risse dokumentiert (Abb. 16). Als Kontrolle dienten ADSCs
behandelt mit Vehikel. Es konnte ein promigratorischer Effekt von allen

Testsubstanzen beobachtet werden.

4.8.2 Konzentrationsabhiingigkeit der promigratorischen Wirkung im

Boyden-Kammer-Versuch

Der unter 4.7.1 beobachtete promigratorische Effekt der Endocannabinoide AEA
und 2-AG sowie der Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen OEA und PEA
konnte durch Boyden-Kammer-Versuche bestitigt werden (Abb. 17; Abb. 18).
Dieser promigratorische Effekt ist konzentrationsabhdngig. ADSCs wurden 6 h
mit AEA oder 2-AG bzw. OEA oder PEA entsprechender Konzentration
inkubiert. Im Vergleich zur korrespondierenden Vehikelkontrolle zeigten beide
Endocannabinoide sowie die Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen bei den
Konzentrationen 1 uM und 10 uM einen signifikanten Anstieg der Migration.
OEA wirkte dariiber hinaus auch bei 0,1 uM promigrativ. Um einen kausalen
Zusammenhang zwischen MAPK-Aktivierung und Endocannabinoid-bedingter
Migration zu demonstrieren, wurde bei den Boyden-Kammer-Versuchen
PD98059, ein Inhibitor fiir die p42/44-MAPK-Aktivierung, eingesetzt, welcher
den promigratorischen Effekt der Endocannabinoide bzw. der Endocannabinoid-

dhnlichen Substanzen authob(Abb. 17; Abb. 18).
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Abb. 16 Scratch-Assay zum Nachweis einer promigratorischen Wirkung von Endocannabinoiden und
Endocannabinoid-ihnlichen Substanzen. Zur Ermittlung des promigratorischen Effekts wurden Risse in
einen konfluenten ADSC-Zellrasen eingebracht und deren Heilungsprozess unter Einfluss von
Endocannabinoiden und Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen untersucht. Die ADSCs eines Donors
wurden 24 h mit 1 uM bzw. 10 uM Endocannabinoid oder Endocannabinoid-&dhnlichen Substanzen inkubiert.
Zum Zeitpunkt to wurde der Zustand der unbehandelten Risse dokumentiert. Diese wurden ebenso am Ende
der Inkubationsphase fotographisch festgehalten. Als Kontrolle diente Vehikel
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Abb. 17 Konzentrationsabhiingiger promigratorischer Effekt von Endocannabinoiden auf ADSCs. Zur
Untersuchung des konzentrationsabhingigen promigratorischen Effekts bedingt durch Endocannabinoide in
Anwesenheit eines p42/44-MAPK-Aktivierungs-Blockers (PD98059) wurden Boyden-Kammer-Versuche
durchgefiihrt. ADSCs wurden 1 h mit PD98059 priinkubiert (jeweils 10 pM). AnschlieBend folgte eine 6-h-
Inkubation mit AEA bzw. 2-AG entsprechender Konzentration. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im
Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 3). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle;
#P < 0,05 vs. Testsubstanz
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Abb. 18 Konzentrationsabhiingiger promigratorischer Effekt von Endocannabinoid-dhnlichen
Substanzen auf ADSCs. Zur Untersuchung des konzentrationsabhéngigen promigratorischen Effekts bedingt
durch Endocannabinoid-dhnliche Substanzen in Anwesenheit eines p42/44-MAPK-Aktivierungs-Blockers
(PD98059) wurden Boyden-Kammer-Versuche durchgefiihrt. ADSCs wurden 1 h mit PD98059 préiinkubiert
(jeweils 10 uM). AnschlieSend folgte eine 6-h-Inkubation mit OEA bzw. PEA entsprechender Konzentration.
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 3). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05 vs.
Vehikelkontrolle; P < 0,05 vs. Testsubstanz
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4.9 Einfluss von Endocannabinoiden und Endocannabinoid-ihnlichen

Substanzen auf die Viabilitit von ADSCs

Um auszuschlieBen, dass die gesteigerte Migration von ADSCs durch
Endocannabinoide bzw. Endocannabinoid-dhnliche Substanzen das Ergebnis
eines unspezifischen Effekts bedingt durch erhohte Viabilitit der Zellen war,
wurden WST-1-Tests mit analogem Behandlungsschema durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass AEA, 2-AG, OEA bzw. PEA zu keiner signifikanten Anderung der
Viabilitidt filhren. Interessanterweise zeigten 2-AG und PEA in einer
Konzentration von 10 uM einen minimalen Anstieg der Viabilitit. Dieser Effekt

war jedoch nicht statistisch relevant (Tabelle 10).

Tabelle 10 Analyse der zelluliren Viabilitit von ADSCs behandelt mit Endocannabinoiden und
Endocannabinoid-ihnlichen Substanzen. ADSCs wurden 6 h mit Vehikel (Konzentration ,,0 uM) oder der
angegebenen Konzentration der Testsubstanz in serumfreien ADSC-Expansionsmedium inkubiert.
Anschlieend wurde die Viabilitdt mittels WST-1-Test bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von n =
12 (3 Donoren) Experimenten. n.s. (nicht signifikant) vs. korrespondierende Vehikelkontrolle (100 %), 1-
Way ANOVA (post hoc Dunett Test).

Konzentration Viabilitdt (%)
(uM) AEA 2-AG OEA PEA
0 100,0 £4,0 100,0 £ 3,5 100,0 £ 3,6 100,0 £ 6,1
0,1 793+7,6™  93,6+£9,7™  943+49" 932+6,3™%
1 850+7,8™ 954+£79™  91,5£51™ 999+56"%
10 93,3+3,7™ 126,9+9,0™  957+51" 1157+43"%

4.9.1 Konzentrationsabhingigkeit der MAPK-Aktivierung durch

Endocannabinoide und Endocannabinoid-ihnliche Substanzen

Zur Bestitigung der Ergebnisse der Boyden-Kammer-Versuche wurde ein
Nachweis auf Proteinebene via Western Blot nach 2-h-Inkubation durchgefiihrt.
Es konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Migration durch Endocannabinoide
und Endocannabinoid-dhnliche Substanzen das Ergebnis erhohter Aktivierung der
p42/44-Signalkaskade ist. Alle getesteten Substanzen zeigten im Vergleich zur
Vehikelkontrolle eine signifikante Erhohung der p42/44-MAPK-Aktivierung bei
einer Konzentration von 10 uM (Abb. 19; Abb. 20). Eine Konzentration von 1
uM Testsubstanz fiihrte bei AEA (140 % + 18 %), OEA (150 % + 19 %) und PEA
(138 % =+ 21 %) zu einer Erhohung der Aktivitéit, dargestellt als Mittelwerte +
SEM. Die Aktivierung bedingt durch 2-AG erscheint als Schwellen (Threshold)-
Effekt.
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Abb. 19 Konzentrationsabhiingige Aktivierung der p42/44 MAPK bedingt durch Endocannabinoide.
Zur Ermittlung des konzentrationsabhéngigen Effekts der Endocannabinoide auf die p42/44-MAPK-
Aktivierung wurden Western Blots durchgefiihrt. ADSCs wurden 2 h mit Vehikel oder mit der Testsubstanz
entsprechender Konzentration inkubiert. Zur Auswertung der densitometrischen Daten wurde die
phosphorylierte auf die nicht-phosphorylierte MAPK-Form normalisiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (AEA, n =
6) bzw. einem Donor (2-AG, n = 3). Die statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post

hoc Dunnett-Test. *P < 0,05
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Abb. 20 Konzentrationsabhiingige Aktivierung der p42/44 MAPK bedingt durch Endocannabinoid-
dhnliche Substanzen. Zur Ermittlung des konzentrationsabhéngigen Effekts der Endoncannabinoid-
dhnlichen Substanzen auf die p42/44-MAPK-Aktivierung wurden Western Blots durchgefiihrt. ADSCs
wurden 2 h mit Vehikel oder mit der Testsubstanz entsprechender Konzentration inkubiert. Zur Auswertung
der densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-phosphorylierte MAPK-Form
normalisiert. f-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 6). Die statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way

ANOVA plus post hoc Dunnett-Test. *P < 0,05
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4.10 Rolle von CBi1, CB2 und TRPV1 bei der Endocannabinoid-bedingten
Migration

Zur Ermittlung der Rolle von Cannabinoidrezeptoren bzw. TRPV1 bei der
promigratorischen Wirkung der FAAH-Substrate wurden Migrationsversuche
durchgefiihrt, bei denen die Zellen vor der 6-h-Inkubation mit AEA bzw. 2-AG (je
10 uM) fiir 1 h mit Antagonisten fiir CB;, CB2 und TRPV1 préinkubiert wurden
(e 1 uM, Tabelle 11). Hierbei konnte in Einklang mit den in Kapitel 4.5
vorgestellten Befunden mit FAAH-Inhibitoren gezeigt werden, dass CB:; und
TRPV1 maBgebend an der durch die FAAH-Substrate hervorgerufenen
Migrationssteigerung beteiligt sind.

Tabelle 11 Rolle von CB1, CB: und TRPV1 bei der Endocannabinoid-bedingten Migration. ADSCs
wurden 1 h mit AM-251 (CBi-Antagonist), AM-630 (CBz-Antagonist) oder Capsazepin (Capsa, TRPV1-
Antagonist) in einer Konzentration von 1 uM préinkubiert. Anschlieend folgte die Zugabe von AEA bzw. 2-
AG (10 uM) und eine weitere Inkubation von 6 h. Als Kontrolle diente Vehikel. Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 3 - 4). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle; P < 0,05 vs.
Testsubstanz; n.s. (nicht signifikant)

Migration (% Kontrolle)

Vehikel 100,0 + 24.6
AEA 229.5+30,5"
AEA + AM-251 180,3 + 10,6 ™
AEA + AM-630 1293 +8,5"
AEA + AM-251 + AM-630 1278+ 11,0
AEA + Capsa 95,0+ 3,87
Vehikel 100,0 £ 9,1
2-AG 240,3+359 "
2-AG + AM-251 170,0 + 19,2 ™
2-AG + AM-630 157,5+89"
2-AG + AM-251 + AM-630 66,5+25"
2-AG + Capsa 1383+ 16,4

4.11 Rolle von PPARa bei der promigrativen Wirkung von FAAH-
Hemmern und FAAH-Substraten

4.11.1 Rolle von PPARa bei der FAAH-Hemmer-bedingten Migration

Um zu ermitteln, ob PPARa in den promigratorischen Effekt von URB597 bzw.
AA-5HT involviert ist, wurde der Einfluss des selektiven PPARa-Antagonisten
GW6471 auf die Migration von ADSCs untersucht. Dazu wurden Boyden-
Kammer-Versuche durchgefiihrt. Der FA AH-Inhibitor-induzierte
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promigratorische Effekt konnte durch Zugabe von GW6471 vollstindig
aufgehoben werden (Abb. 21).
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Abb. 21 Einfluss des PPARo-Inhibitors GW6471 auf die URB597- bzw. AA-SHT-bedingte Migration.
Zur Untersuchung der Rolle von PPARa beim promigratorischen Effekt bedingt durch FAAH-Inhibitoren
wurden Boyden-Kammer-Versuche mit GW6471 durchgefiihrt. ADSCs wurden 1 h mit GW6471
préinkubiert (10 uM). Anschlieend folgte eine 6-h-Inkubation mit URB597 bzw. AA-5HT (jeweils 10 uM).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 4). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05 vs.
Vehikelkontrolle; P bzw. *P< 0,05 vs. jeweiligen FAAH-Hemmer

4.11.2 Rolle von PPARo bei der promigrativen Wirkung von

Endocannabinoiden bzw. Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen

Zur Untersuchung, ob PPARa ebenso in die promigratorische Wirkung von
Endocannabinoiden bzw. Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen involviert ist,
wurde auch hier der Einfluss von GW6471 auf die Migration von ADSCs
untersucht. In den hierzu durchgefiihrten Boyden-Kammer-Versuchen wurde der
promigratorische Effekt aller vier FAAH-Substrate durch Zugabe von GW6471
vollstindig aufgehoben (Abb. 22). Zusitzlich wurde mittels Capsazepin
untersucht, ob TRPV1 bei der Migration bedingt durch Endocannabinoid-éhnliche
Substanzen eine Rolle spielt. Der TRPV1-Antagonist Capsazepin (Capsa) fiihrte
zu einer signifikant verminderten Migration beider Endocannabinoid-&hnlicher

Substanzen (Abb. 22).
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Abb. 22 Rolle von GW6471 bei der Migration bedingt durch Endocannabinoide bzw.
Endocannabinoid-dhnliche Substanzen. Zur Untersuchung der Rolle von PPARa beim promigratorischen
Effekt bedingt durch Endocannabinoide und Endocannabinoid-dhnliche Substanzen wurden Boyden-
Kammer-Versuche mit GW6471 durchgefithrt. ADSCs wurden 1 h mit GW6471 préinkubiert (10 pM).
AnschlieBend folgte eine 6-h-Inkubation mit Endocannabinoiden bzw. Endocannabinoid-dhnlichen
Substanzen (jeweils 10 pM). Die Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen wurden zusétzlich 1 h mit Capsa (1
uM), einem TRPVI1-Antagonisten, pridinkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 4). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle; *P < 0,05 vs. jeweiliger
Testsubstanz
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4.11.3 Wirkung des PPARa-Agonisten WY14643 auf die Migration von
ADSCs

Um zu untersuchen, ob die konzentrationsabhédngige Induzierung der Migration
bedingt durch FAAH-Inhibitoren (4.2.3) und Endocannabinoide bzw.
Endocannabinoid-dhnliche Substanzen (4.8.2) durch den synthetischen PPARa-
Agonisten WY14643 nachgeahmt wird, wurden Boyden-Kammer-Versuche
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass WY14643 ebenfalls einen
konzentrationsabhdngigen promigrativen Effekt auf ADSCs ausiibt (Abb. 23).

Migration (% Kontrolla]
5

- 1 10 50
[WY14843] (M)

Abb. 23 Konzentrationsabhiéingiger promigratorischer Effekt von WY14643 auf ADSCs. Zur Ermittlung
des Migrationsverhaltens von ADSCs unter Einfluss des selektiven PPARa-Agonisten WY 14643 wurden
Boyden-Kammer-Versuche durchgefiihrt. ADSCs wurden 6 h mit Vehikel sowie WY14643 der
entsprechenden Konzentration inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 3 - 4). Die statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way
ANOVA plus post hoc Dunnett-Test.*P < 0,05
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4.12 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur PPARa-Aktivierung
4.12.1 FAAH-Inhibitoren

Zur Bestitigung der Involvierung von PPARa in die FAAH-Inhibitor-induzierte
Migration wurden fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Ein
PPARa-Antikdrper wurde als Primérantikdrper benutzt, ein fluoreszenzmarkierter
Anti-Maus-Antikorper als Sekundérantikdrper. Bisbenzimid, ein DNA-bindender
Fluoreszenzfarbstoff, wurde zur Einfirbung des Zellkerns verwendet.
Die Translokation und Akkumulation von PPARa im Kern stellt ein anerkanntes
Aktivierungsmerkmal dar (Xu et al, 2002). Um einen kausalen Zusammenhang
zwischen PPARa-Aktivierung und p42/44-M APK-Phosphorylierung aufzuzeigen,
wurde der p42/44-MAPK-Inhibitor PD98059 verwendet. Die fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen zeigten, dass eine 2-h-Inkubation mit 10 pM
URB597 bzw. AA-5HT im Vergleich zur Vehikelkontrolle zu einer signifikanten
Steigerung der PPARa-Aktivierung fiihrt, welche durch PD98059 aufgehoben
wird (Abb. 24; Abb. 25). Dies bestitigt die Involvierung von p42/44 MAPK.
Als Kontrolle wurde weiterhin GW6471, ein PPARa-Antagonist, eingesetzt.
GW6471 fiihrte zu einer signifikant verringerten Translokation von PPARa in den
Zellkern, d. h. zu einer signifikant verringerten PPARa-Aktivierung (Abb. 24;
Abb. 25)
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Abb. 24 Mikroskopische Untersuchungen zur Rolle der p42/44 MAPK bei der URB597-bedingten
Aktivierung von PPARa. ADSCs wurden 1 h mit dem p42/44-MAPK-Aktivierungs-Inhibitor PD98059 (10
uM) bzw. dem PPARa-Antagonisten GW6471 priinkubiert. Anschlieend folgte eine 2-h-Inkubation mit
URB597 (10 uM). Die PPARa-Aktivierung wurde durch Messung der PPARa-Akkumulation im Zellkern
ermittelt. Die Fluoreszenzfarbung basiert auf der Bindung eines primédren Anti-PPARa-Antikdrpers an
fixierte Zellen und einem fluoreszenzmarkierten Anti-Maus-Sekundarantikorper (Alexa Fluor® 488). Der
Zellkorper wurde mithilfe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, Bisbenzimid, sichtbar gemacht. Die
Quantifizierung des PPARa im Kern erfolgte durch iiberlagerte Messung der Fluoreszenzintensitit des
Zellkerns und des PPARa via Zeiss Zen Pro 2012 Analysis Software. Die exemplarischen Bilder zeigen die
Zellkerne (Blau), PPARa (Griin) sowie Zellkern und PPARa iiberlagert (Tiirkis). Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 45 - 65 Nuklei). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle;
#P < 0,05 vs. URB597
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Abb. 25 Mikroskopische Untersuchungen zur Rolle der p42/44 MAPK bei der AA-SHT-bedingten
Aktivierung von PPARa. ADSCs wurden 1 h mit dem p42/44-MAPK-Aktivierungs-Inhibitor PD98059 (10
uM) bzw. dem PPARa-Antagonisten GW6471 prainkubiert. AnschlieBend folgte eine 2-h-Inkubation mit
AA-SHT (10 uM). Die PPARa-Aktivierung wurde durch Messung der PPARa-Akkumulation im Zellkern
ermittelt. Die Fluoreszenzfarbung basiert auf der Bindung eines primdren Anti-PPARa-Antikdrpers an
fixierte Zellen und einem fluoreszenzmarkierten Anti-Maus-Sekunddrantikorper (Alexa Fluor® 488). Der
Zellkorper wurde mithilfe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, Bisbenzimid, sichtbar gemacht. Die
Quantifizierung des PPARa im Kern erfolgte durch iiberlagerte Messung der Fluoreszenzintensitdt des
Zellkerns und des PPARa via Zeiss Zen Pro 2012 Analysis Software. Die exemplarischen Bilder zeigen die
Zellkerne (Blau), PPARa (Griin) sowie Zellkern und PPARa iiberlagert (Tiirkis). Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 44 - 51 Nuklei). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle;
#P < 0,05 vs. AA-5HT

PPARa
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4.12.2 Endocannabinoide und Endocannabinoid-dhnliche Substanzen

Um die Frage zu beantworten, ob auch FAAH-Substrate, welche nach
Behandlung der ADSCs mit FAAH-Inhibitoren in den Zellen akkumulieren, eine
p42/44-MAPK-abhéngige PPARa-Aktivierung hervorrufen, wurden die
Endocannabinoide AEA und 2-AG sowie die Endocannabinoid-dhnlichen
Substanzen OEA und PEA mit dem in Kapitel 4.12.1. vorgestellten
Versuchsprotokoll untersucht. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
zeigten, dass eine 2-h-Inkubation mit 10 uM AEA, 2-AG, OEA bzw. PEA im
Vergleich zur Vehikelkontrolle zu einer signifikanten Steigerung der PPARa-
Aktivierung fiihrt, welche durch PD98059 aufgehoben wird (Abb. 26; Abb. 27;
Abb. 28). Dies bestitigt die Involvierung von p42/44 MAPK. Als Kontrolle wurde
weiterhin GW6471, ein PPARa-Antagonist, eingesetzt. GW6471 flihrte zu einer
signifikant verringerten Translokation von PPARa in den Zellkern, d. h. zu einer

signifikant verringerten PPARa-Aktivierung.
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Abb. 26 Mikroskopische Untersuchungen zur Rolle der p42/44 MAPK bei der AEA-bedingten
Aktivierung von PPARa. ADSCs wurden 1 h mit dem p42/44-MAPK-Aktivierungs-Inhibitor PD98059 (10
uM) bzw. dem PPARa-Antagonisten GW6471 priinkubiert. Anschlieend folgte eine 2-h-Inkubation mit
AEA (10 pM). Die PPARa-Aktivierung wurde durch Messung der PPARa-Akkumulation im Zellkern
ermittelt. Die Fluoreszenzfiarbung basiert auf der Bindung eines primdren Anti-PPARa-Antikdrpers an
fixierte Zellen und einem fluoreszenzmarkierten Anti-Maus-Sekundarantikdrper (Alexa Fluor® 488). Der
Zellkorper wurde mithilfe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, Bisbenzimid, sichtbar gemacht. Die
Quantifizierung des PPARa im Kern erfolgte durch iiberlagerte Messung der Fluoreszenzintensitdt des
Zellkerns und des PPARa via Zeiss Zen Pro 2012 Analysis Software. Die exemplarischen Bilder zeigen die
Zellkerne (Blau), PPARa (Griin) sowie Zellkern und PPARa iiberlagert (Tiirkis). Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von einem Donor (n = 40 - 43 Nuklei). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle;
#P < 0,05 vs. AEA
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Abb. 27 Mikroskopische Untersuchungen zur Rolle von p42/44 bei der 2-AG-bedingten Aktivierung
von PPARa. ADSCs wurden 1 h mit dem p42/44-MAPK-Inhibitor PD98059 (10 uM) bzw. dem PPARa-
Antagonisten GW6471 priinkubiert. AnschlieBend folgte eine 2-h-Inkubation mit 2-AG (10 uM). Die
PPARo-Aktivierung wurde durch Messung der PPARo-Akkumulation im Zellkern ermittelt. Die
Fluoreszenzfarbung basiert auf der Bindung eines primiren Anti-PPARa-Antikdrpers an fixierte Zellen und
einem fluoreszenzmarkierten Anti-Maus-Sekundérantikoérper (Alexa Fluor® 488). Der Zellkorper wurde
mithilfe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, Bisbenzimid, sichtbar gemacht. Die Quantifizierung
des PPARa im Kern erfolgte durch iiberlagerte Messung der Fluoreszenzintensitit des Zellkerns und des
PPARa via Zeiss Zen Pro 2012 Analysis Software. Die exemplarischen Bilder zeigen die Zellkerne (Blau),
PPARa (Griin) sowie Zellkern und PPARa iberlagert (Tiirkis). Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM im
Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei Donoren (n = 13 - 18 Nuklei). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle; #P < 0,05 vs.
2-AG
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Abb. 28 Mikroskopische Untersuchung zur Rolle der p42/44 MAPK bei der Aktivierung von PPARa
bedingt durch Endocannabinoid-dhnliche Substanzen. ADSCs wurden 1 h mit dem p42/44-MAPK-
Aktivierungs-Inhibitor PD98059 (10 uM) bzw. dem PPARa-Antagonisten GW6471 préinkubiert.
Anschliefend folgte eine 2-h-Inkubation mit OEA bzw. PEA (jeweils 10 uM). Die PPARa-Aktivierung
wurde durch Messung der PPARa-Akkumulation im Zellkern ermittelt. Die Fluoreszenzfarbung basiert auf
der Bindung eines primdren Anti-PPARa-Antikorpers an fixierte Zellen und einem fluoreszenzmarkierten
Anti-Maus-Sekundarantikorper (Alexa Fluor® 488). Der Zellkdrper wurde mithilfe eines interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffs, Bisbenzimid, sichtbar gemacht. Die Quantifizierung des PPARa im Kern erfolgte
durch tiberlagerte Messung der Fluoreszenzintensitit des Zellkerns und des PPARa via Zeiss Zen Pro 2012
Analysis Software. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei
Donoren (OEA: n = 46; PEA: n = 24 Nuklei). Die statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA
plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle; P < 0,05 vs. OEA bzw. PEA

4.12.3 Einfluss von PD98059, GW6471 und WY14643 auf die PPARa-

Aktivierung

Um auszuschlieBen, dass die gezeigten Effekte das Resultat eines Eigeneffektes
von PD98059 bzw. GW6471 sind, wurden entsprechende mikroskopische
Untersuchungen zum Einfluss dieser Substanzen auf die Aktivierung von PPARa
durchgefiihrt. Diese zeigten, dass eine Inkubation mit 10 uM PD98059 bzw.
GW6471 im Vergleich zur Vehikelkontrolle zu keiner signifikanten Steigerung
der PPARa-Aktivierung fiihrt. Um den promigratorischen Effekt von WY14643
auf ADSCs zu bestdtigen und einen kausalen Zusammenhang zwischen PPARa-

Aktivierung und Migration zu unterstreichen, wurden ebenfalls mikroskopische
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Versuche durchgefiihrt. Eine Inkubation mit 50 pM WY 14643 fiihrte zu einer
signifikanten Steigerung der PPARa-Aktivierung (Tabelle 12).

Tabelle 12 Einfluss von PD98059, GW6471 und WY14643 auf die PPARa-Aktivierung in ADSC-
Kernen. ADSCs wurden mit dem p42/44-MAPK-Aktivierungs-Inhibitor PD98059 (10 uM), dem PPARa-
Antagonisten GW6471 bzw. dem PPARa-Agonisten WY 14643 (50 uM) inkubiert. Die PPARa-Aktivierung
wurde durch Messung der PPARa-Akkumulation im Zellkern ermittelt. Die Fluoreszenzfarbung basiert auf
der Bindung eines primédren Anti-PPARa-Antikérpers an fixierte Zellen und einem fluoreszenzmarkierten
Anti-Maus-Sekundirantikorper (Alexa Fluor® 488). Der Zellkorper wurde mithilfe eines interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffs, Bisbenzimid, sichtbar gemacht. Die Quantifizierung des PPARa im Kern erfolgte
durch iiberlagerte Messung der Fluoreszenzintensitét des Zellkerns und des PPARa via Zeiss Zen Pro 2012
Analysis Software. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von drei
Donoren (Vehikel: n = 96, PD: n = 99; WY: n = 102 Nuklei), bzw. einem Donor (n = 42 Nuklei). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test (Vehikel, PD., WY)
bzw. t-Test (Vehikel, GW). *P < 0,05 vs. Vehikelkontrolle; Protokoll analog 4.12.1 bzw. 4.12.2; n.s. (nicht
signifikant).

PPARa-Aktivierung
(% Kontrolle)
Vehikel 100,0 £ 1,1
GWo6471 959 +1,7"%
Vehikel 100,0 £ 3,4
PD98059 114,8 + 4,9
WY14643 1375+ 7,7

4.12.4 Einfluss von GW6471 auf die FAAH-Hemmer-induzierte p42/44-
MAPK-Aktivierung

Anhand der bisher ermittelten Daten wurde deutlich, dass die Inhibierung der
p42/44-MAPK-Aktivierung der durch FAAH-Hemmer und -Substrate
hervorgerufenen PPARa-Aktivierung entgegenwirkt. Dies lie vermuten, dass die
p42/44-MAPK-Aktivierung upstream zur PPARa-Aktivierung stattfindet.
Um diese Hypothese zu untermauern wurden Western Blots durchgefiihrt. Es
konnte gezeigt werden, dass GW6471 keinen Einfluss auf die URB597-induzierte
p42/44-MAPK-Aktivierung hat. Die AA-5HT-induzierte p42/44-MAPK-
Aktivierung wurde durch GW6471 leicht, jedoch nicht signifikant, gehemmt
(Abb. 29). GW6471 allein zeigte keinen Einfluss auf die basale p42/44-MAPK-
Aktivierung (Abb. 29; Abb. 31). Analog konnte gezeigt werden, dass die p42/44-
MAPK-Aktivierung bedingt durch Endocannabinoide bzw. Endocannabinoid-
dhnliche Substanzen durch GW6471 nicht beeinflusst wurde (Abb. 30).
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Abb. 29 Einfluss des PPARa-Antagonisten GW6471 auf die p42/44-MAPK-Aktivierung bedingt durch
FAAH-Inhibitoren. ADSCs wurden 1 h mit dem PPARa-Antagonisten GW6471 (10 uM) prédinkubiert. Es
folgte eine 2-h-Inkubation mit URB597 (10 uM) bzw. AA-5HT (10 pM). Zur Auswertung der
densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-phosphorylierte MAPK-Form normalisiert.
p-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle
(100 %) von drei Donoren (URB597, n = 5) bzw. zwei Donoren (AA-5HT, n = 6). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.*P < 0,05
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Abb. 30 Einfluss von PPARa auf die p42/44-MAPK-Aktivierung bedingt durch Endocannabinoide
bzw. Endocannabinoid-ihnliche Substanzen. ADSCs wurden 1 h mit dem PPARa-Antagonisten GW6471
(10 uM) préinkubiert. Es folgten 2-h-Inkubationen mit Endocannabinoid bzw. Endocannabinoid-ghnlicher
Substanz (je 10 uM). Zur Auswertung der densitometrischen Daten wurde die phosphorylierte auf die nicht-
phosphorylierte MAPK-Form normalisiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von drei Donoren (n = 6). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05
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Abb. 31 Einfluss von GW6471 auf das basale Level der p42/44-MAPK-Aktivierung. ADSCs wurden 3 h
mit dem PPARa- Antagonisten GW6471 (10 uM) inkubiert. Zur Auswertung der densitometrischen Daten
wurde die phosphorylierte auf die nicht-phosphorylierte MAPK-Form normalisiert. B-Aktin diente als
Ladekontrolle. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von zwei
Donoren (n = 6). Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test. *P < 0,05



Ergebnisse | Seite 78

4.13 Einfluss von FAAH-Hemmern auf die osteogene Differenzierung von
ADSCs

Aufgrund ihres hohen Proliferations- und Differenzierungspotenzials sind
mesenchymale Stammzellen, zu denen ADSCs zdhlen, fiir diverse
pharmakotherapeutische Anwendungen ein interessantes Ziel (Fiedler et al., 2002;
Augello et al.,, 2010; Bakhshayesh et al., 2012). Sie sind zum Beispiel ein
wichtiger Faktor bei der Gewebeheilung im Myokard (Huang et al., 2010), Auge
(Walker et al., 2010) und Knochen (Yao et al., 2013). Weiterhin ist bekannt, dass
transplantierte ADSCs die Knochenregenerierung fordern (Shoji et al., 2010;
Choi et al., 2011). Eine neuere Studie konnte dariiber hinaus nachweisen, dass
eine Langzeit-Exposition mit Cannabidiol (CBD) die osteogene Differenzierung
von ADSCs fordert (Schmuhl et al.,, 2013). Aus diesem Grund riickte die
Induzierung dieser, als zusitzlicher Nachweis des funktionellen Effekts von
FAAH-Inhibitoren auf ADSCs, in den Fokus unseres Interesses. ADSCs wurden
28 Tage (14 Tage) mit FAAH-Inhibitoren inkubiert. Als Kontrolle diente Vehikel.
Die zwei untersuchten Faktoren fiir die osteogene Differenzierung waren die
alkalische Phosphatase (ALP) und die Mineralisierung. ALP wurde mittels ALP-
Farbung untersucht (Abb. 32), die Mineralisierung mittels Kresolphthalein-
Firbung (Abb. 33). Die ALP-Firbung wurde mit einer Positivkontrolle
durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um ADSCs, welche durchgingig mit
Osteogenesemedium (3.4.1.7) stimuliert wurden. Die ermittelten Daten wurden
jeweils durch Bezug auf die Kristallviolett-Farbung normalisiert. URB597 bzw.
AA-SHT zeigte keinen Einfluss auf die alkalische Phosphatase (Abb. 32).
Hinsichtlich der Mineralisierung zeigten beide FAAH-Hemmer einen positiven
Effekt (Abb. 33). Dieser positive Einfluss ist bei URB597 scheinbar durch einen
Threshold gekennzeichnet. AA-5HT hingegen zeigte einen konzentrations-
abhédngigen Einfluss auf die Mineralisierung. Aufgrund der hohen Varianzen
zwischen den Donoren wurden die auf Kristallviolett-Farbung normalisierten

Daten in der Form von min/max nominierten Box-Plots dargestellt.
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Abb. 32 Einfluss von URB597 bzw. AA-SHT auf die alkalische Phosphatase. ADSCs wurden 28 d (14 d)
mit FAAH-Inhibitoren entsprechender Konzentration inkubiert. Zur Auswertung wurden die ermittelten
Daten der ALP-Farbung auf die Kresolphthalein (KV)-Féarbung normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte +
SEM im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von vier Donoren (n = 16). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels 1-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. *P < 0,05
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Abb. 33 Einfluss von URB597 bzw. AA-SHT auf die Mineralisierung. ADSCs wurden 28 d mit FAAH-
Inhibitoren entsprechender Konzentration inkubiert. Zur Auswertung der Daten wurden die optischen Dichten
der Kresolphthalein (Kreso)-Férbung auf die Kristallviolett (KV)-Farbung normalisiert. Dargestellt sind
min/max normierte Box-Plots im Vergleich zur Vehikelkontrolle (100 %) von vier Donoren (URB597; n =
17) bzw. sechs Donoren (AA-5HT; n = 31). Die statistische Auswertung erfolgte mittels 1-way ANOVA plus
post hoc Dunnett-Test. *P < 0,05
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5 Diskussion

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand das Endocannabinoid-abbauende Enzym
FAAH, dessen Hemmung zu einer Verringerung der Degradation und damit
indirekt zu einer autokrinen protrahierten Wirkung von Endocannabinoiden fiihrt
(Cravatt et al., 2001; Patel et al., 2005). Es konnte ein erstmaliger Nachweis
dartiiber erbracht werden, dass FAAH-Inhibitoren eine promigratorische Wirkung
auf MSCs haben. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Endocannabinoide und
Endocannabinoid-dhnliche Substanzen die Migration von MSCs induzieren.
Als zugrunde liegender Signalweg wurde die p42/44-MAPK-Phosphorylierung
mit anschlieBender PPARa-Aktivierung identifiziert.

Als experimentelles System dienten ADSCs, d. h. mesenchymale Stammzellen
aus dem Fettgewebe (Lin et al., 2010). ADSCs sind aufgrund mangelnder
definitiver Zellmarker schwer zu charakterisieren. Als guter Marker hat sich
CD34 erwiesen. Wihrend der Kultivierungsphase waren die ADSCs,
entsprechend der Literaturangaben, durchgingig spindelformig und &hnelten

Fibroblasten (Pittenger et al., 1999).

Obwohl FAAH-Inhibitoren derzeit in Phase-II-Studien zur Schmerzbehandlung
getestet werden (Benson et al., 2014), gab es bislang keinerlei Daten beziiglich
der Rolle dieser Substanzen bei der Migration bzw. osteogenen Differenzierung
von ADSCs. Die vorliegende Arbeit belegt erstmals, dass die Inhibierung der
FAAH durch URB597 bzw. AA-5HT die Migration von ADSCs induziert. Dieser
promigratorische Effekt konnte durch PD98059, einen Inhibitor der p42/44
MAPK Aktivierung, riickgingig gemacht werden. Weiterhin zeigte sich, dass
dieser promigratorische Effekt zeit- und konzentrationsabhidngig ist und nicht das
Ergebnis einer gesteigerten Viabilitdt darstellt. SB203580, ein Inhibitor der p38
MAPK, fiihrte hingegen zu keiner signifikanten Verminderung des FAAH-
Inhibitor-bedingten promigratorischen Effekts. Die Aktivierung der p42/44-
MAPK-Signalkaskade durch FAAH-Inhibitoren war ebenfalls zeit- und
konzentrationsabhéngig. Zusammenfassend sprechen diese Befunde dafiir, dass
die Inhibierung der FAAH durch URB597 bzw. AA-5HT einen via p42/44-
MAPK-wirkenden promigratorischen Effekt auf ADSCs hat. Im Hinblick auf die
Involvierung der p42/44 MAPK konnte bereits in einer fritheren Arbeit unserer

Gruppe demonstriert werden, dass die promigrative Wirkung von Cannabidiol via
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Aktivierung der p42/44 MAPK vermittelt wird (Schmuhl et al., 2014). Dariiber
hinaus belegen Arbeiten von Yang sowie Song und Zhong einen Zusammenhang
zwischen Cannabinoid-bedingter Migration und p42/44-MAPK-Aktivierung
(Song und Zhong, 2000; Yang et al., 2010). Im néichsten Schritt wurden exogene
Endocannabinoide (AEA, 2-AG) und Endocannabinoid-&hnliche Substanzen
(OEA, PEA) hinsichtlich ihres Einflusses auf die Migration von ADSCs und
p42/44-MAPK-Aktivierung untersucht. Dabei konnten die FAAH-Inhibitor-
Versuche bestitigt werden. Dementsprechend wurde nach exogener Zugabe von
Endocannabinoiden = bzw.  Endocannabinoid-dhnlichen = Substanzen  ein
konzentrationsabhédngiger, via p42/44-MAPK-vermittelter Anstieg der Migration
registriert. Auch dieser Effekt war nicht das Ergebnis gesteigerter Viabilitat durch

die Testsubstanzen.

Wie bereits erwédhnt fiihrt die Hemmung der FAAH zu einer Verringerung der
Degradation und damit indirekt zu einer autokrinen protrahierten Cannabinoid-
Wirkung (Cravatt et al., 2001; Patel et al., 2005). Um diesen Einfluss zu belegen,
wurden LC-MS-Analysen durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
AEA, 2-AG, OEA und PEA nach Inhibierung der FAAH durch URB597 bzw.
AA-5HT in den Zellen akkumulieren.

Es ist bekannt, dass Endocannabinoide und Endocannabinoid-dhnliche Substanzen
mit PPARa interagieren (Kozak et al., 2002; Fu et al., 2003; LoVerme et al.,
2005; Sun et al., 2007). Dariiber hinaus werden eine Reihe von biologischen
Effekten der Inhibierung von FAAH mit der Aktivierung von PPARa assoziiert
(O’Sullivan, 2007; Jhaveri et al., 2008; Mazzola et al., 2009; Justinova et al.,
2015). Aus diesem Grund wurden Migrationsversuche zum Einfluss des PPARa-
Inhibitors GW6471 auf die FAAH-Inhibitor-bedingte Migration durchgefiihrt.
Im Ergebnis dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass der URB597- bzw.
AA-5HT-bedingte promigratorische Effekt durch GW6471 vollstindig
aufgehoben wird. Damit konnte eine Schliisselrolle fiir PPARa in der
promigratorischen Wirkung der beiden Testsubstanzen nachgewiesen werden.
Der kausale Zusammenhang zwischen PPARa-Aktivierung und Migration von
ADSCs wurde durch Migrationsversuche mit dem PPARa-Agonisten WY 14643
untermauert, der zu einer konzentrationsabhédngigen Steigerung der Migration

fiihrte. Analoge Migrationsversuche wurden auch mit exogen applizierten
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Endocannabinoiden (AEA, 2-AG) und Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen
(OEA, PEA) durchgefiihrt, wobei auch der durch diese Substanzen bedingte
promigratorische Effekt durch GW6471 vollstindig aufgehoben wurde.

Zur Bestitigung der Rolle von PPARa als Vermittler der promigrativen Wirkung
von FAAH-Hemmern und -Substraten wurden fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen zur Quantifizierung der PPARa-Aktivierung durchgefiihrt.
Dabei handelt es sich um ein anerkanntes Verfahren zur Bestimmung der PPARa-
Aktivierung, bei dem die Translokation von PPARa in den Nukleus gemessen
wird (Xu et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl FAAH-Inhibitoren
als auch Endocannabinoide und Endocannabinoid-&dhnliche Substanzen PPARa
aktivieren. In jedem Fall wirkt GW6471 dieser Aktivierung entgegen.
Dariiber hinaus konnte demonstriert werden, dass der Inhibitor der p42/44-
MAPK-Aktivierung PD98059 die Aktivierung von PPARa hemmt. Die p42/44-
MAPK-Aktivierung ist somit in der promigratorischen Signalkaskade der PPARa-
Aktivierung vorgeschaltet. Ein Eigeneffekt von PD98059 oder GW6471 konnte
ausgeschlossen werden. Zur Untermauerung der p42/44 MAPK — PPARa-
Signalkaskade wurden Western Blots durchgefiihrt. Die Aktivierung der p42/44
MAPK, bedingt durch FAAH-Inhibitoren bzw. Endocannabinoide oder
Endocannabinoid-dhnliche Substanzen, wurde nicht durch GW6471 inhibiert.
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die PPARa-Aktivierung der p42/44-
MAPK-Aktivierung vorgeschaltet ist. Dieses Kontrollexperiment wurde
durchgefiihrt, da es durchaus in der Literatur Daten gibt, die belegen, dass PPARs
an unterschiedlichen Stellen der Signalkaskade eingreifen konnen, wie z. B. durch
Eingriff in die Phosphorylierungskaskade oder durch DNA-Bindung von
Transkriptionsfaktoren (Rotman und Wahli, 2010). Auch in diesen Experimenten
zeigte GW6471 keinen Eigeneffekt, der die entsprechende Dateninterpretation
infrage hitte stellen konnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die PPARa-
Aktivierung bei allen getesteten Endocannabinoiden (AEA, 2-AG) bzw.
Endocannabinoid-dhnlichen =~ Substanzen (OEA, PEA) durch PD98059
aufgehoben, was darauf schlieffen ldsst, dass die genannten Substanzen PPARa
via p42/44 MAPK aktivieren. Neben der direkten Bindung an PPARa (Sun et al.,
2006) erscheint demnach ein komplexerer Mechanismus der PPAR-Aktivierung
zu existieren. Eine Aktivierung von PPARa durch p42/44 MAPK ist auch in der

Literatur dokumentiert. So fiihrt die Behandlung von Hepatozyten mit Insulin zu
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einer Phosphorylierung und Aktivierung von PPARa via p42/44 MAPK (Shalev
et al., 1996). Die Insulin-induzierte Transaktivierung basiert auf der
Phosphorylierung zweier Serine (12 und 21) in der A/B Doméne des humanen
PPARa (Vanden Heuvel et al., 2003). Die Arbeitsgruppe um Vanden Heuvel
demonstrierte weiterhin eine Inhibierung der PPARa-Aktivierung durch PD98059
(Vanden Heuvel et al., 1999).

PPARs sind fiir die Forschung von besonderem Interesse, da sie ein interessantes
Ziel fir die pharmakotherapeutische Behandlung diverser Erkrankungen
darstellen, wie z. B. Fettstoffwechselstérungen oder Typ-2-Diabetes (Rotman und
Wahli, 2010). Ein Verstdndnis der involvierten Signalkaskaden ist demnach
entscheidend. Die Wirkung von PPAR-Liganden via MAPK wurde z. B. auch
durch die Arbeitsgruppe um Gardner gezeigt, welche demonstrierte, dass PPARa-
und PPARy-Agonisten p42/44 MAPK bzw. p38 MAPK aktivieren (Gardner et al.,
2003). Wie bereits erwidhnt, ist bekannt, dass Endocannabinoide und
Endocannabinoid-dhnliche Substanzen mit PPARa interagieren (Burns und
Heuvel, 2007). Den ersten Nachweis zur Interaktion von PPARs und
Cannabinoiden erbrachte die Arbeitsgruppe um Kozak, welche zeigen konnte,
dass ein Metabolit von 2-AG, generiert durch die 15-Lipoxygenase, mit PPARa
interagiert (Kozak et al., 2002). Im Jahre 2003 erbrachte die Arbeitsgruppe um Fu
den ersten Beweis, dass OEA an PPARa bindet und dessen transkriptionelle
Aktivitdt erhoht (Fu et al.,, 2003). Die Arbeitsgruppe konnte dariiber hinaus
zeigen, dass PPARa-knockout-Mduse den OEA-induzierten appetithemmenden
und gewichtsreduzierenden Effekt nicht aufweisen (Fu et al., 2003). Andere OEA-
assoziierte Effekte, wie Lipolyse und Neuroprotektion, konnten ebenfalls auf eine
PPARa-Interaktion zuriickgefiihrt werden (Guzman et al., 2004; Sun et al., 2007).
Die Arbeitsgruppe um LoVerme konnte weiterhin PEA-induzierte, anti-
inflammatorische und analgetische Effekte auf die Aktivierung der
transkriptionellen Aktivitit von PPARa zuriickfiihren (LoVerme et al., 2005).
Andere an PPARo bindende Cannabinoide sind AEA, Noladin Ether und
Virodhamin (Sun et al., 2007). Erst vor Kurzem konnte die Relaxation der
Augenarterien auf eine Interaktion von AEA mit PPARa zuriickgefiihrt werden

(Romano et al., 2012).
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Die Rolle von PPARa bei der Migration wird kontrovers diskutiert. Die in dieser
Studie vorgelegten Daten decken sich mit den Aussagen der Arbeitsgruppen um
Rothman und Wahli und Werner (Rotmana und Wahli, 2010; Werner et al., 2014).
Rotman und Wahli demonstrierten, dass eine erhohte PPARa-Aktivierung zu
einer gesteigerten Migration von zirkulierenden angiogenen Zellen fiihrt
(Rotmana und Wahli, 2010). Werner et al. (2014) demonstrierten den
Zusammenhang zwischen PPARa-Aktivierung und Migration bei U937-Zellen.
Im Gegensatz dazu wird die Migration von glatten Muskelzellen und Nabelvenen-
Endothel-Zellen durch PPARa-Aktivierung gehemmt (Hornung et al., 2001;
Stephen et al., 2013). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen mit den
Daten der Literatur verdeutlichen, dass die Regulation der Migration durch
PPAR« Zell- und Stimulus-abhéngig vermittelt wird. Werner et al. demonstrierten
weiterhin, dass Akt mechanistisch bei der PPARa-induzierten Migration eine

Rolle spielt (Werner et al., 2014).

Entsprechend frither publizierter Daten unserer Gruppe exprimieren ADSCs
sowohl CB; und CB; als auch TRPV1 (Schmuhl et al., 2014). In der Literatur ist
beschrieben, dass CB: und CB: die p42/44-MAPK-Signalkaskade triggern
konnen. So wird der Einfluss von Endocannabinoiden auf die Migration von
hamatopoetischen Stammzellen via CB>-Rezeptor moduliert, welcher wiederum
die p42/44-MAPK-abhingige Signalkaskade aktiviert (Galve-Roperh et al., 2013).
In murinen Osteoblasten-artigen Zellen, d. h. Zellen der mesenchymalen Nische,
zeigte HU-308 einen promigratorischen Effekt via Aktivierung von CB»
(Sophocleous et al., 2011). Die Aktivierung von CB; in neuralen Vorlduferzellen
verursacht eine Aktivierung der p42/44-MAPK-Signalkaskade (Galve-Roperh et
al., 2013). AEA und 2-AG wirken via Cannabinoidrezeptoren, OEA und PEA
wirken via PPARa (Brown, 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass CB, und TRPVI1 eine entscheidende Rolle in diesem Prozess
spielen. Dies wird durch die vollstindige (URB597, AA-5HT, AEA, OEA, PEA)
bzw. partielle (2-AG) Inhibierung der Migration durch Capsazepin (Capsa)
bestitigt. Literaturangaben zur Aktivierung von TRPV1 durch AEA (Wisnoskey
et al.,, 2003), 2-AG (Zygmunt et al., 2013), OEA (Ahern, 2003) und PEA
(Ambrosino et al., 2013) sowie die Untersuchungen von Schmuhl et al. (2014),
die zeigen konnten, dass die durch CBD hervorgerufene p42/44-MAPK-
Aktivierung durch AM-630 abgeschwiacht wird (Schmuhl et al., 2014),
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unterstreichen die erhobenen Daten. Dariiber hinaus gibt es Studien, die belegen,
dass TRPV1 die p42/44 MAPK aktivieren kann (Chen et al., 2009). Allerdings
wird die Interpretation unserer Daten dadurch abgeschwécht, dass Capsazepin
selbst die basale Migration mindert (Schmuhl et al., 2014). Die experimentelle
Durchfiihrung der LC-MS-Analyse zur Ermittlung der FAAH-Substrat-Level in
Zelllysaten fiihrte dazu, dass die akkumulierten Endocannabinoide bzw.
Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen in pmol/mg Protein angegeben wurden.
Als Konsequenz daraus waren endogene und exogene Konzentrationen der
Endocannabinoide bzw. der Endocannabinoid-dhnlichen Substanzen nicht direkt

vergleichbar.

In der Literatur gibt es viele Beispiele fiir den Einfluss von Cannabinoiden auf die
Differenzierung von Stammzellen. AEA spielt eine wichtige Rolle bei der
Proliferation und Differenzierung von Trophoblasten (Wang et al., 1999; Wang
und Dey, 2005; Habayeb et al., 2008; Sun et al., 2010). Bei neuralen Vorldufer-
/Stammzellen wirkt das Endocannabinoidsystem via CB; regulatorisch beziiglich
Zellproliferation, Differenzierung und Migration (Harkany et al, 2007;
Diaz-Alonso et al., 2012). Studien der Arbeitsgruppen um Carayon, Lombard und
Sugawara haben gezeigt, dass das Endocannabinoidsystem eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung von B-, T- und Mastzellen spielt (Carayon et al., 1998;
Lombard et al., 2011; Sugawara et al., 2012). AEA stimuliert die Adipozyten-
Differenzierung via CB; oder PPARy (Bouaboula et al., 2005; Gasperi et al.,
2007). Eine Inhibierung bzw. genetische Inaktivierung von CB; fiihrt zu einer
defekten Osteoklasten-Differenzierung (Idris et al., 2005). In der vorliegenden
Arbeit wurde der Einfluss von FAAH-Inhibitoren auf die Differenzierung von
ADSCs untersucht. Die Knochenbildung geht von den Osteoblasten aus und
verlduft schrittweise: 1) Bereitstellung der Vorlduferzellen; 2) Proliferation; 3)
Differenzierung zu Osteoblasten; 4) Ablagerung der organischen Knochenmatrix;
5) Kalzifizierung; 6) Knochenumbau (Jerosch et al., 2002). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass FAAH-Inhibitoren die Mineralisierung
stimulieren. Allerdings konnte eine verstirkte alkalische Phosphatase-
Generierung nicht nachgewiesen werden. ALP gilt allgemein als Osteoblasten-
Marker, ist aber nicht knochenspezifisch. Die Prdsenz von ALP kann als
Differenzierungsmarker angesehen werden, aber nicht als Lineage-Marker

(Kollmer et al., 2013). Die Tatsache, dass eine FAAH-Inhibitor-induzierte
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Mineralisierung bzw. Kalzifizierung nachgewiesen werden konnte, spricht jedoch
dafiir, dass die untersuchten FAAH-Inhibitoren die Osteogenese induzieren.
Eine mdgliche Erkldrung fiir den nicht erbrachten Nachweis der erhohten ALP-
Aktivitit konnte in der limitierten Anzahl entsprechender Messzeitpunkte liegen.
Im Gegensatz zu den Befunden der vorliegenden Arbeit konnten Schmubhl et al.
(2014) zeigen, dass Cannabidiol zu einer Erhohung der ALP-Aktivitdt fiihrt.
In der entsprechenden Arbeit wurde die ALP-Aktivitdt nach 35 Tagen gemessen.
Zu diesem Zeitpunkt begann die Cannabidiol-bedingte Mineralisierung. In der
vorliegenden  Arbeit war die durch FAAH-Hemmer hervorgerufene
Mineralisierung bereits nach 28 Tagen stark fortgeschritten, was vermuten lésst,
dass die ALP aus diesem Grund zum genannten Zeitpunkt nicht mehr
nachweisbar war. In der Literatur ist belegt, dass die ALP einen frithen
Osteogenese-Marker darstellt (Malaval et al., 1994). Dafiir wiirde auch die
konzentrationsabhingige Abnahme der ALP bedingt durch AA-5HT sprechen.
Um die genauen Vorgédnge zu verstehen, ist es notig, die Kinetik der FAAH-

Inhibitor-bedingten Mineralisierung zu untersuchen.

Zusammenfassend sprechen die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten
dafiir, dass FAAH-Inhibitoren und -Substrate promigrativ auf ADSCs wirken.
Dieser promigratorische Effekt wird via CB; und TRPV1 vermittelt, ist
p42/44-MAPK-abhidngig und verlduft via p42/44-MAPK-abhingige PPARa-
Aktivierung. Die Ergebnisse bilden eine interessante Forschungsgrundlage fiir
in vivo Studien zur Rolle der FAAH bei regenerativen Therapien. Es gibt in
diesem Zusammenhang bereits Daten von Tierexperimenten, welche die
Effektivitit einer FAAH-Inhibition bei der Behandlung von akuten,
inflammatorischen, viszeralen und neuropathischen sowie osteoarthritischen
Schmerzen demonstrieren (Pertwee, 2014). Ein weiteres Anwendungsgebiet,
impliziert durch die vorliegenden Ergebnisse, ist die Wundheilung. Ein
entscheidender Faktor beim Gewebeheilungsprozess ist die zelluldre Migration,
welche durch Endocannabinoide bzw. Endocannabinoid-dhnliche Substanzen

positiv beeinflusst wird.
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Abb. 34 Grafische Darstellung der Ergebnisse. FAAH-Inhibitoren, Endocannabinoide und
Endocannabinoid-dhnliche Substanzen induzieren die Migration von mesenchymalen Stammezellen. Als
zugrunde liegender Signalweg wurde die Phosphorylierung der p42/44 MAPK und eine nachfolgende
Aktivierung von PPARa identifiziert.
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6 Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen spielen aufgrund ihres Migrations- und
Differenzierungspotenzials eine entscheidende Rolle bei
Gewebeheilungsprozessen. Das Endocannabinoidsystem (Rezeptoren, Liganden,
Synthese- und Degradationsenzyme) ist eine attraktive Zielstruktur fiir
verschiedene pharmakotherapeutische Strategien zur Behandlung von
osteodegenerativen Erkrankungen und Knochenbriichen. Im Fokus der
Dissertation steht das Endocannabinoid-abbauende Enzym FAAH, dessen
Hemmung zu einer Verringerung der Degradation und damit indirekt zu einer
autokrinen protrahierten Cannabinoid-Wirkung fiihrt. Substrate der FAAH sind
Anandamid (AEA), 2-Arachidonoylglycerol (2-AG), N-Oleoylethanolamin
(OEA) und N-Palmitoylethanolamin (PEA). Mittels Boyden-Kammer-Versuchen
konnte gezeigt werden, dass die FAAH-Inhibitoren URB597 und AA-5HT
promigrativ wirken. Dieser Effekt war zeit- und konzentrationsabhéngig. LC-MS-
Analysen demonstrierten, dass alle genannten FAAH-Substrate durch FAAH-
Inhibitoren in den Zellen akkumulieren. Nach exogener Zugabe zu ADSCs
zeigten alle gemessenen FAAH-Substrate die gleiche promigratorische Wirkung
wie die FAAH-Inhibitoren. Der promigratorische Effekt von FAAH-Inhibitoren
und -Substraten ist kausal auf die Aktivierung der p42/44 MAPK sowie die
Zytosol-zu-Nukleus Translokation von PPARa zuriickzufiihren. Die beobachtete
PPARa-Aktivierung durch FAAH-Inhibitoren und -Substrate konnte durch
Inhibierung  der  p42/44-MAPK-Signalkaskade  aufgehoben  werden.
Eine Blockierung von PPARa hatte keinen Einfluss auf die p42/44-MAPK-
Aktivierung. Zusammenfassend sprechen die erhobenen Daten dafiir, dass FAAH-
Inhibitoren und -Substrate die p42/44-MAPK-Phosphorylierung induzieren,
welche wiederum dazu fiihrt, dass PPARo aktiviert wird, was ultimativ den
promigratorischen Effekt induziert. Zusétzlich konnte nachgewiesen werden, dass
FAAH-Inhibitoren die Osteogenese induzieren. Diese Effekte bilden eine
mogliche Grundlage der regenerativen Wirkung von Endocannabinoiden.
Die endogene Endocannabinoid-Degradation konnte somit ein interessantes

Target fiir entsprechende pharmakotherapeutische Intervention darstellen.
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7 Summary

Regenerative activity in tissues of mesenchymal origin depends on the migratory
potential of mesenchymal stem cells (MSCs). The present study focused on
inhibitors of the enzyme fatty acid amide hydrolase (FAAH), which catalyzes the
degradation of endocannabinoids (anandamide, 2-arachidonoylglycerol) and
endocannabinoid-like substances (N-oleoylethanolamine, N-palmitoyl-
ethanolamine). Using Boyden chamber assays, the FAAH inhibitors, URB597 and
arachidonoyl serotonin (AA-5HT) were found to increase the migration of human
adipose-derived MSCs. LC-MS analyses revealed increased levels of all four
aforementioned FAAH substrates in MSCs incubated with either FAAH inhibitor.
Following addition to MSCs, all FAAH substrates mimicked the promigratory
action of FAAH inhibitors. Promigratory effects of FAAH inhibitors and
substrates were causally linked to activation of p42/44 MAPKs, as well as to
cytosol-to-nucleus translocation of the transcription factor, PPARa. Whereas
PPARa activation by FAAH inhibitors and substrates became reversed upon
inhibition of p42/44 MAPK activation, a blockade of PPARa left p42/44 MAPK
phosphorylation unaltered. Collectively, these data demonstrate FAAH inhibitors
and substrates to cause p42/44 MAPK phosphorylation, which subsequently
activates PPARa to confer increased migration of MSCs. This novel pathway may
be involved in regenerative effects of endocannabinoids whose degradation could

be a target of pharmacological intervention by FAAH inhibitors.
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