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Theoretische Grundlagen

1 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachen weltweit die hochste Sterblichkeitsrate.
Chronisch ischdmische Herzerkrankungen einschlielich des Myokardinfarkts sind durch
das Absterben von Kardiomyozyten charakterisiert (BRAUNWALD & BRISTOW 2000, VIRANI
ET AL. 2020).

Der Myokardinfarkt entsteht durch den Verschluss eines oder mehrerer Koronargefif3e.
Dabei entsteht ein Sauer- und Néhrstoffmangel im umliegenden Herzmuskelgewebe. Dieser
ischdmische Zustand fiihrt zum Absterben von Herzmuskelzellen und hat eine verminderte
Pumpleistung des Herzens zur Folge. Eine Regeneration aus eigener Kraft ist dem Herzen
aufgrund der geringen mitotischen Fdhigkeit von Herzmuskelzellen nur bedingt moglich
(BusA & VELA 2008, BROUGHTON ET AL. 2018). Nach aktuellen wissenschaftlichen
Erkenntnissen geht man nicht mehr davon aus, Stammzellen aus dem Knochenmark in das
Herz zu infundieren bzw. zu injizieren, um eine Bildung von neuen Herzmuskelzellen zu
erreichen, sondern um parakrine Effekte der Stammzellen als Trigger der Herzregeneration
zu nutzen (HOLLRICHTER 2017). Als Alternative zu den schwer gewinnbaren adulten
multipotenten mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark erweist sich aufgrund
der hoheren Verfiigbarkeit zunehmend das Fettgewebe als wertvolle Quelle der
Stammzellgewinnung. Adipose tissue-derived mesenchymal stem/stromal cells (ADMSCs)
sind aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark
eine interessante Option in der autologen und allogenen Stammzelltherapie. Dartiber hinaus
konnen sie in vitro liber einen langeren Zeitraum unter gleichbleibender Verdopplung der
Population und geringer Seneszenz kultiviert werden (ZUK ET AL. 2001). Jedoch limitiert die
hohe Zelltodrate nach einer Transplantation, wahrscheinlich verursacht durch oxidativen
Stress infolge der Ischidmie, den therapeutischen Einsatz (TSE ET AL. 2012).

Cannabinoide vermitteln eine Vielzahl pharmakologischer Effekte. Sie wirken analgetisch,
antiemetisch,  spasmolytisch,  sedierend, appetitanregend sowie  anxiolytisch
(GROTENHERMEN & BRENNEISEN 2004). Thr Wirkmechanismus ist sehr komplex und
beinhaltet die Interaktion mit dem Endocannabinoid-System, welches mit zahlreichen
Signaltransduktionswegen und Rezeptorfamilien interagiert, wodurch physiologische
Prozesse beeinflusst werden konnen. In diesem Zusammenhang beschreiben Studien der
letzten Jahre einen protektiven Effekt von Cannabinoiden auf das Uberleben

kardiovaskulédrer Zellen unter ischdmischen und ndhrstoffarmen Bedingungen (DURST ET

1
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AL. 2007, DURST & LOTAN 2011). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass ADMSCs
das Endocannabinoid-System exprimieren. Sowohl die Endocannabinoide als auch die
Phytocannabinoide Cannabidiol (CBD) und A’-Tetrahydrocannabinol (THC) stimulieren
die Migration von ADMSCs. Dies wird als wichtige Funktion bei der Wundheilung und
Geweberegeneration angesehen (SCHMUHL ET AL. 2014, WOLLANK ET AL. 2015, LUDER ET
AL. 2017).

Studien der letzten Jahre zeigen ein Interaktionspotenzial der Himoxygenase-1 (HO-1) mit
anderen Stresssystemen. In verschiedenen Zelltypen wurde eine HO-1-abhéngige
Autophagie beschrieben (CARCHMAN ET AL. 2011, ZHAO ET AL. 2013, LINET AL. 2014). Die
Autophagie, ein Prozess der zelluldren Selbstverdauung, wird als protektive Reaktion auf
den Entzug von Wachstumsfaktoren oder als Antwort auf oxidativen Stress angesehen
(RAVIKUMAR ET AL. 2010). In diesem Zusammenhang wurde auch die Autophagie als ein
wesentlicher Schutzmechanismus mesenchymaler Stammzellen identifiziert (SALEMI ET AL.
2012, WARR ET AL. 2013) und der Einfluss der Autophagie auf die Regulierung
bioenergetischer Anforderungen an die Aktivierung von Stammzellen beschrieben (TANG &
RANDO 2014). Auf der anderen Seite lassen erste Daten darauf schlieBen, dass eine
Herabregulation des nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)/HO-1 in ADMSCs
die Autophagie-abhingige Differenzierung in Osteoblasten fordert, was wiederum auf eine
negative Regulierung der Autophagie durch HO-1 in diesen Zelltyp hinweist (TAO ET AL.
2016).

Eine positive Beeinflussung von Cannabinoiden auf die Uberlebensrate von mesenchymalen
Stammzellen durch Stirkung autophager Prozesse stellen mogliche Ansatzpunkte bei der
autologen Stammzelltherapie nach einem Myokardinfarkt dar. Vor diesem Hintergrund
sollte in dieser Arbeit erstmalig der Einfluss des nicht psychoaktiven Cannabinoids CBD
und des Anandamid-Analogons R(+)-Methanandamid (MA) auf das Uberleben von
ADMSC:s unter ndhrstoffarmen Bedingungen durch Regulierung der HO-1 und Autophagie

untersucht werden.

1.1 Humane mesenchymale Stammzellen

Stammzellen charakterisieren sich durch ihre Regenerationsfahigkeit und ihr Potenzial zur
Differenzierung in verschiedene Zelltypen (BOURIN ET AL. 2013). Es werden zwei
Kategorien von Stammzellen unterschieden: pluripotente und multipotente Stammzellen
bzw. embryonale und adulte. Pluripotente Zellen besitzen die Fahigkeit, sich zu Zellen aller

drei Keimblitter (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) zu differenzieren, wihrend das
2
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Differenzierungspotenzial multipotenter Zellen auf das umliegende Gewebe begrenzt ist
(siche Abb. 1). Obwohl der Einsatz von embryonalen Stammzellen aufgrund ihrer
Pluripotenz attraktiv zu sein scheint, ist ihre Verwendung mit einem erhohten Risiko von
tumorigenen Entartungen verbunden. Da ebenso ethische Griinde gegen einen Einsatz
sprechen, riicken andere Stammzellen aufgrund ihrer Multipotenz immer stdrker in den
Fokus des wissenschaftlichen Interesses (ZUK ET AL. 2002).

Im adulten Knochenmark befinden sich multipotente Vorlauferzellen, die mesenchymalen
Stammzellen (bone marrow MSCs/BMMSCs). Sie wurden erstmalig von Friedenstein und
Kollegen aus dem Knochenmark isoliert und beschrieben (FRIEDENSTEIN ET AL. 1970,
FRIEDENSTEIN ET AL. 1974). In ihrer Morphologie sind sie Fibroblasten-artig, vermehren sich
in vitro als plastisch-adhésive Zellen und bilden Kolonien aus (UCCELLI ET AL. 2008). Die
Adhésion auf Zellkulturflaschen ist zwar eine unspezifische Eigenschaft, sie schlie3t aber

Zellsubpopulationen mit hématopoetischen Funktionen aus. Die Kapazitit zur

Selbstregeneration der MSCs ist bemerkenswert, in vitro ist ihre Proliferationsfahigkeit
allerdings auf wenige Passagen begrenzt. Die Proliferationsfdhigkeit ist von vielen Faktoren,
wie Gewebequelle, Alter des Spenders und Kulturbedingungen (Zelldichte, rdumliche
Konformation) abhéngig (VIA ET AL. 2012).

Ektoderm

[
Epithelzelle

Neuron
A
/
/
/
/
’
/
’

A\
, “d(m:e
/7

Selbsterneuerung
adlpogen
) Mesoderm
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A w‘
yl \\
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MSC Y @
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Y‘
\ Y

1 N
\ \ _
\ Y
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Abb.1 Differenzierungspotenzial von MSCs. Die Abbildung zeigt die Féhigkeit zur Selbsterneuerung

und die Differenzierung in Richtung der mesodermalen Linie. Die Féhigkeit von MSCs zur
Transdifferenzierung in andere Zelllinien (Ektoderm und Endoderm) in vivo werden noch
kontrovers diskutiert. Die Abbildung wurde modifiziert und entnommen aus UCCELLIET AL. 2008.

Die Differenzierung in Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten stellt ein

charakteristisches Merkmal der MSCs dar, wiahrend die Transdifferenzierung in andere
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Zelllinien (Ektoderm und Endoderm) zwar moglich, in vivo aber umstritten ist (UCCELLI ET
AL. 2008). Der klinische Einsatz von BMMSC:s ist mit einigen Komplikationen verbunden,
einschlieBlich einer erhohten Morbiditdt, sowie einer geringen Ausbeute bei der
Zellentnahme. Infolgedessen ist es nicht verwunderlich, dass alternative Quellen (adulte und
fetale Gewebe) zur Gewinnung von MSCs beschrieben werden, darunter bspw. Trabekel-
und Kortikalknochen, Synovialmembranen, Fettgewebe, Sehnen, Skelettmuskel, peripheres
Blut, Periost, Nabelschnurblut, Haut und Nervensystem (VIA ET AL. 2012). Wenngleich die
Anzahl der MSCs zwischen den einzelnen Spendern und Gewebetypen variiert und der
MSC-Titer mit dem Alter abnimmt, bleibt die Differenzierungsféhigkeit davon unberiihrt
(CAPLAN 2007). MSCs sind perivaskuldr in Stammzellnischen lokalisiert (MEIRELLES ET AL.
2009). Diese Mikroumgebung beinhaltet stromale Stiitzzellen, einschlieBlich
Adhéasionsmolekiile und l6sliche Faktoren in unmittelbarer Ndhe der Stammzellen,
extrazellulire Matrixproteine als Geriiststabilisator und zur Signaliibertragung, Blutgefile
fiir die Versorgung und systemische Signaltransduktionen sowie neuronale Impulse. Dies
ermoglicht die Erhaltung der Selbsterneuerung und Differenzierung (FERRARO ET AL. 2010).
Die International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT, ehemals International Society
for Cellular Therapy) verdffentlichte Mindestkriterien fiir die Definition humaner MSCs.
Neben der Adhirenz auf Zellkulturplastik unter Standardkulturbedingungen muss folgendes
Expressionsmuster an Oberfldchenantigenen vorliegen: die Expression von cluster of
differentiation (CD) 105 (Endoglin), CD73 (5'-Nukleotidase) und CD90 (Thy-1) sowie eine
fehlende Expression von CD45 (Pan-Leukozyten), CD34 (hdmatopoetische und endotheliale
Zellen), CD14 oder CD11b (Monozyten und Makrophagen) und CD79a oder CDI19
(B-Zellen) und human leukocyte antigen (HLA)-DR. Die Fahigkeit zur Differenzierung in
osteogene, chondrogene und adipogene Zellen in vitro beschreibt das dritte Kriterium
(DOMINICI ET AL. 2006, BROOKS ET AL. 2019).

Die CD34-Expression wurde lange Zeit ausschlieBlich zur Charakterisierung von
hdmatopoetischen Stammzellen verwendet. Aber es hat sich gezeigt, dass CD34 als positiver
Zelloberflichenmarker zur Identifizierung von MSCs herangezogen werden kann. Dass
humane MSCs keine CD34-Expression aufweisen, wurde erstmals 1999 von Pittenger et al.
publiziert. In dieser Studie wurden humane BMMSCs in einer unbekannten Anzahl von
Passagen kultiviert und als CD34-arm beschrieben. Die Beweise dafiir, dass MSCs CD34-
negativ (CD34") sind, beziehen sich somit groftenteils auf kultivierte MSCs und nicht auf
MSCs im Knochenmark. Es gibt Hinweise darauf, dass MSCs dazu neigen, die CD34-
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Expression wihrend der Zellkultur zu verlieren (LIN ET AL. 2012, BORA & MAJUMDAR
2017).

Die Differenzierung in unterschiedliche Zelltypen, welche mesenchymales Gewebe
ausbilden, wie Knochen, Knorpel, Fett, Muskeln, Knochenmarksstroma, Sehnen und andere
Bindegewebe (PITTENGER ET AL. 1999), erkldrt den potenziellen Einsatz von MSCs in der
regenerativen Medizin. Die Erwartung war, dass sich die in das geschidigte Gewebe
implantierten MSCs ansiedeln, in die Zielzellen differenzieren und somit Léasionen
reparieren. Jedoch spiegelt die In-vitro-Differenzierungskapazitéit diesen Wirkmechanismus
in vivo nicht wider. Es gibt nur wenige Studien, die eine langfristige Persistenz in situ von
MSC-basierten differenzierten Zellen belegen. Daher scheinen andere Mechanismen an der
Gewebereparatur beteiligt zu sein (VIA ET AL. 2012).

Einige der mit der Stammzelltherapie erlangten Vorteile sind nicht auf den Zellersatz
zuriickzufithren, sondern auf die protektive Wirkung trophischer und antiapoptotischer
Faktoren, welche entweder von den transplantierten Zellen selbst oder von endogenen Zellen
nach Interaktion mit den transplantierten Stammzellen in das geschidigte Gewebe sezerniert
werden. Manche dieser Faktoren sind Entziindungsmediatoren, wie Zelladhidsionsmolekiile
und Chemokinrezeptoren, welche es der Stammzelle ermoglichen zu tiberleben und gezielt
in den geschédigten Bereich einzuwandern (BIFARI ET AL. 2010). MSCs sezernieren viele
verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine, die die Gewebsregeneration
beeinflussen konnen (VIA ET AL. 2012). Immunmodulatorische Eigenschaften sind nicht nur
bei der autologen und allogenen Stammzelltherapie von Bedeutung, sondern auch bei der
endogenen Geweberegeneration findet ein Zusammenspiel zwischen MSCs und dem
Immunsystem statt (BIFARIET AL. 2010). Diese komplexen parakrinen Mechanismen sind in
den letzten Jahren in den Fokus geriickt, aber noch nicht vollstindig aufgeklart (VIA ET AL.
2012).

Beruhend auf der intrinsischen sekretorischen Aktivitdt, welche eine regenerative
Mikroumgebung im Bereich der Gewebeverletzung schafft, wurden tierische und humane
MSCs im Tiermodell eingesetzt, um die Ischdmie beim Herzinfarkt und Schlaganfall, die
Meniskusregeneration, die Tendinitis sowie Riickenmarksverletzungen zu beeinflussen.
Diesen unterschiedlichen Therapieoptionen scheint derselbe Mechanismus zugrunde zu
liegen: MSCs sezernieren bioaktive Faktoren, welche die Narbenbildung und Apoptose
hemmen sowie die Angiogenese und die Mitose von gewebeeigenen Stamm- oder

Vorlduferzellen stimulieren (CAPLAN 2007).



Theoretische Grundlagen

Eine Mobilisierung von Stammzellen in das ischdmische Gebiet bietet eine weitere Option
in der Stammzelltherapie. An Ratten konnte gezeigt werden, dass eine provozierte Freigabe
des stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) aus dem verletzen Gewebe beim Herzinfarkt
intrinsische MSCs mobilisiert und die Herzfunktion verbessert (ASKARI ET AL. 2003). Eine
lokale Uberexpression von monocyte chemotactic protein-3 (MCP-3) im Infarktgewebe
zeigte im Tiermodell der Ratte ebenfalls ein Rekrutieren von MSCs in das entziindete
Gewebe nach einem Herzinfarkt, was eine Remodellierung im Infarktbereich moglich

macht, unabhéngig von der Regeneration kardialer Myozyten (SCHENK ET AL. 2007).

1.1.1 Adipose tissue-derived mesenchymal stem/stromal cells (ADMSCs)

Als Alternative zu den schwer gewinnbaren adulten multipotenten Stammzellen aus dem
Knochenmark erweist sich aufgrund der héheren Verfiigbarkeit zunehmend das Fettgewebe
als wertvolle Quelle der Stammzellgewinnung. ADMSCs sind in der Zellgewinnung
einfacher, bieten eine hohere Ausbeute und zeigen in vitro eine gute Proliferationskapazitit
(VIA ET AL. 2012). Letzteres ist abhidngig vom Alter des Spenders, dem Typ (braunes oder
weilles Fettgewebe) und der Lage des Fettgewebes (subkutan oder viszeral). Ebenso haben
das Isolationsverfahren, die Kulturbedingungen und das verwendete Medium Einfluss auf
die Proliferation (MizUNO ET AL. 2012). Eine autologe Implantation wére sogar ohne
vorherige In-vitro-Zellkultur denkbar (JOO ET AL. 2017). Im Fettgewebe sind ADMSCs
sowohl perivaskuldr als auch stromal lokalisiert (BORA & MAJUMDAR 2017). ADMSCs
besitzen dhnliche Eigenschaften wie BMMSCs. Sie konnen in vitro in Gegenwart von
Induktionsfaktoren in adipogene, chondrogene, osteogene und myogene Zellen
differenzieren (ZUK ET AL. 2001).

Das Liposuktionsgewebe enthilt eine stromal vascular fraction (SVF), in der ADMSCs
enthalten sind. Die SVF besteht aus einer heterogenen mesenchymalen Zellpopulation,
welche neben mesenchymalen und hdamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen unter
anderem  auch  Endothelzellen,  Erythrozyten,  Fibroblasten, = Lymphozyten,
Monozyten/Makrophagen und Perizyten beinhaltet (BOURIN ET AL. 2013).

Die vom ISCT im Jahr 2006 festgelegten Mindeskriterien zur Charakterisierung von MSCs
sind in Zusammenarbeit mit der International Federation of Adipose Therapeutics and
Science fiir die Identifizierung von ADMSCs im Jahr 2013 angepasst und erweitert worden.
Nach ihrer Definition konnen kultivierte ADMSCs phénotypisch anhand folgender
Oberflichenmarker identifiziert werden und sind positiv fiir CD90, CD73, CD105 und CD44
sowie negativ fiir CD45 und CD31 (BOURIN ET AL. 2013). Die fehlende CD31-Expression
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ermoglicht eine Unterscheidung zu Endothelzellen (VARMA ET AL. 2007), wéhrend ihre
Positivitét fiir CD36 und Negativitét flir CD106 eine Differenzierung zu BMMSCs moglich
macht (BOURINET AL. 2013). Die CD106-Expression in BMMSCs bestitigt die funktionelle
Verbindung dieser Zellen mit der Hamatopoese. Die fehlende Expression bei ADMSCs steht
im Einklang mit der Lokalisation dieser Zellen auf nicht hiimatopoetischem Gewebe (ZUK
ET AL. 2002).

Dartiber hinaus wurde der Oberflaichenmarker CD34 in die phénotypische Charakterisierung
von ADMSCs aufgenommen (BOURIN ET AL. 2013). Allerdings wird die CD34-Expression
von ADMSCs in der Kultur schnell downreguliert, sodass nur frisch isolierte ADMSCs
CD34-positiv (CD34") sind (TRAKTUEV ET AL. 2008). In diesem Zusammenhang zeigen die
Ergebnisse von Suga et al., dass CD34 die Proliferation in ADMSCs fordert und die
Differenzierung hemmt. Die CD34-Expression scheint mit der Replikationsfahigkeit und
dem Stammzellcharakter zu korrelieren, wiahrend der Verlust der CD34-Expression mit der
Festlegung der osteogenen oder adipogenen Zelllinie zusammenhangt (SUGA ET AL. 2009).
Die CD34-Expression ist somit abhingig von der Zellumgebung, scheint jedoch die
therapeutische Wirksamkeit nicht zu beeintrichtigen, da sowohl frisch isolierte (CD34") als
auch kultivierte (CD34) ADMSCs in Tierversuchen ihre Wirksamkeit zeigen (LIN ET AL.
2012).

ADMSCs konnen in geschéddigtes Gewebe einwandern und verschiedene Zytokine und
Wachstumsfaktoren, wie hepatocyte growth factor (HGF), vascular endothelial growth
factor (VEGF), transforming growth factor beta (TGF-B), fibroblast growth factor 2
(FGF-2) (REHMAN ET AL. 2004, NAKAGAMI ET AL. 2005, SADAT ET AL. 2007) und
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CFS) freisetzen, welche unter
hypoxischen Kulturbedingungen verstirkt exprimiert werden. Dies gilt vor allem fiir die
VEGF-Induktion unter Hypoxie (REHMAN ET AL. 2004). Eine Regeneration wird durch
parakrine Effekte herbeigefiihrt, transplantierte ADMSCs stimulieren die Stammzellnische,
sodass eine Rekrutierung endogener Stammzellen angeregt wird. In diesem Zusammenhang
konnten ADMSCs auch Antioxidantien, freie Radikalfanger und Hitzeschockproteine an
einer ischdmischen Stelle freisetzen, die toxische Substanzen neutralisieren und so das
Uberleben der Zelle sichern (GIMBLE ET AL. 2007). Dariiber hinaus wird beschrieben, dass
die von ADMSCs freigesetzten Faktoren durch Exposition mit anderen Substanzen
moduliert werden kdnnen. So wird bspw. die Expression von HGF nach Stimulation mit dem
epidermal growth factor 2 (EGF-2) oder mit Ascorbinsdure erhoht. Dadurch entsteht die

Moglichkeit, ADMSCs in entziindliche oder ischdmische Regionen zu transplantieren,
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sodass Wachstumsfaktoren aktiv sezerniert und die Wundheilung sowie die

Gewebereparatur gefordert werden (MIZUNO ET AL. 2012).

1.2 Cannabinoide

Cannabis sativa L. ist eine einjdhrige, krautige Pflanze der Familie der Cannabaceae
(Hanfgewiachse) und gehort zu den dltesten Nutzpflanzen der Welt. Wahrend die Stangel zur
Fasergewinnung und die 6lreichen Samen als Nahrungs- und Futtermittel eingesetzt werden,
findet das Harz im medizinischen Bereich Anwendung. Derzeit sind ungefdhr 600
Inhaltstoffe der Hanfpflanze bekannt. Neben natiirlichen Substanzklassen, wie Mono- und
Sesquiterpenen, welche fiir den charakteristischen Geruch verantwortlich sind, sowie
Zuckern, Kohlenwasserstoffen, Steroiden, Flavonoiden, Stickstoffverbindungen und
Aminoséduren, wurden mehr als 100 Cannabinoide identifiziert, von denen einige jedoch nur
in Spuren vorkommen und Artefakte darstellen (AHMED ET AL. 2008, GROTENHERMEN
2017). Cannabinoide werden in Cannabis sativa L. als sekundire Pflanzenstoffe
synthetisiert, bei denen es sich um Terpen-phenolische Verbindungen handelt, welche in den
Driisenhaaren akkumulieren. Unter dem Begriff Cannabinoide werden natiirliche
Phytocannabinoide der Hanfpflanze sowie endogene und synthetische Cannabinoid-

Rezeptor-Liganden zusammengefasst (CHAKRAVARTI ET AL. 2014).

1.2.1 Vertreter und Rezeptorpharmakologie

Die bedeutendsten Phytocannabinoide sind das psychoaktive THC und das CBD, welches
keine psychotropen Effekte zeigt. Die chemischen Strukturen wurden von Raphael
Mechoulam und seinen Kollegen in den 1960er Jahren aufgeklirt (MECHOULAM & SHVO
1963, GAONI & MECHOULAM 1964).

A°-Tetrahydrocannabinol Cannabidiol

Abb. 2 Strukturformel von THC und CBD (OESCH & GERTSCH 2009).

Cannabinoide vermitteln ihre Wirkung durch Interaktion mit Cannabinoid-Rezeptoren,
deren Hauptunterschied ihr Gewebeexpressionsmuster darstellt (MATSUDA ET AL. 1990).

Der Cannabinoid-Rezeptor 1 (CBi-Rezeptor) wurde 1988 aufgrund seiner Reaktivitdt auf
8
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THC und Analoga entdeckt (DEVANE ET AL. 1988) und kurze Zeit spater kloniert (MATSUDA
ET AL. 1990). Im zentralen Nervensystem ist der CB1-Rezeptor prasynaptisch lokalisiert und
bewirkt als Gi-Protein-gekoppelter Rezeptor eine Hemmung auf die Freisetzung diverser
Neurotransmitter. Weitere Wirkungen von THC sind auch auf die Lokalisierung des CB-
Rezeptors  zuriickzufiihren: = Beeintrachtigung von  Kognition und Gedéchtnis
(Hippocampus), unwillkiirliche Bewegung und Kontrollverluste motorischer Féhigkeiten
(Basalganglien und Kleinhirn) sowie Hemmung der Emesis (Hirnstamm). Der wohl
bedeutendste therapeutische Effekt beruht auf der Beteiligung der CBi-Rezeptoren an der
Hemmung nozizeptorischer Impulse, wodurch THC analgetisch wirkt (APPENDINO ET AL.
2011).

Der Cannabinoid-Rezeptor 2 (CB2-Rezeptor) wurde erstmals 1993 isoliert (MUNRO ET AL.
1993) und wird hauptsédchlich in Zellen (B-Lymphozyten, natiirliche Killerzellen) und
Geweben (Milz, Tonsillen) des Immunsystems exprimiert (GALIEGUE ET AL. 1995), was die
immunmodulierenden Eigenschaften von THC erklért.

CBi- und CB-Rezeptoren sind auch auf Adipozyten lokalisiert, eine Stimulation der
Lipogenese wird bei Aktivierung postuliert (APPENDINO ET AL. 2011).

Beide Cannabinoid-Rezeptortypen sind transmembrandre  Gi,-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die mitogen-activated protein kinases (MAPK) aktivieren und die
Adenylatcyclase-Aktivitdt inhibieren. Durch Hemmung der Adenylatcyclase sinkt die
cyclische Adenosinmonophosphat (cAMP)-Konzentration, was wiederum die Aktivitét der
Proteinkinase A hemmt. Eine Cannabinoid-induzierte Verringerung von cAMP und die
Aktivierung der MAPK-Kaskade fithren folglich zu einer Verdnderung in der
Phosphorylierung und beeinflussen somit die Funktion zelluldrer Molekiile, einschlieBlich
zahlreicher Transkriptionsfaktoren (FISAR 2009).

Zusitzlich sind CB;-Rezeptoren iiber Gio-Proteine negativ an spannungsabhingige Ca®'-
Kanile vom N- und P/Q-Typ sowie positiv an K*-Kanile gekoppelt (AMERI 1999). Der CB»-
Rezeptor zeigt keine Beeinflussung dieser lonenkandle (FELDER ET AL. 1995). Die
Expression von CBi-Rezeptoren auf Nervenenden hat aufgrund der Modulation von
Ionenkanédlen primidr eine Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung (Glutamat,
y-Aminobuttersdure (GABA), Acetylcholin, Noradrenalin) zur Folge (FISAR 2009), wihrend
die Lokalisation von CB:-Rezeptoren auf Immunzellen im Zusammenhang mit der
Zytokinfreisetzung sowie der Migration von Immunzellen steht (FELDER ET AL. 1995,

HOWLETT ET AL. 2002, PERTWEE 2006).



Theoretische Grundlagen

Der CBi-Rezeptor interagiert in einigen Féllen auch mit Gs-Proteinen, wodurch die cAMP-
Produktion stimuliert wird. Diese duale Wirkung (Hemmung wie auch Aktivierung der
Adenylatcyclase) scheint Liganden-spezifisch zu sein (BONHAUS ET AL. 1998). Des Weiteren
ist eine Interaktion via G¢-Proteine moglich, infolgedessen die Phospholipase C aktiviert und
eine Inositoltriphosphat (IP3)-abhingige Ca’'-Freisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) und den Lysosomen ausgeldst wird (LAUCKNER ET AL. 2005, BRAILOIU ET
AL. 2011).

Das Vorhandensein von Cannabinoid-Rezeptoren impliziert die Existenz von endogenen
Liganden. Erst spiter wurden Substanzen gefunden, die als physiologische Liganden der
beschriebenen Cannabinoid-Rezeptoren THC-dhnliche Effekte ausldosen und selbst vom
Korper gebildet werden. Diese Endocannabinoide sind lipophile Derivate der
Arachidonsédure, welche bedarfsweise aus Lipid-Precursoren im Korper synthetisiert
werden. Anandamid (N-Arachidonylethanolamin) wurde 1992 als erstes Endocannabinoid
aus dem Gehirn eines Schweines isoliert (DEVANE ET AL. 1992), gefolgt von
2-Arachidonylglycerol (2-AG), welches drei Jahre spéter als zweiter Ligand an
Cannabinoid-Rezeptoren identifiziert wurde (MECHOULAM ET AL. 1995). 2-AG besitzt eine
groBere Affinitdt zu Cannabinoid-Rezeptoren als Anandamid und wirkt somit als kompletter
Agonist, wiahrend Anandamid einen partiellen Agonisten an CBi- und CB:2-Rezeptoren
darstellt (CONSOLE-BRAM ET AL. 2012). Endogene Cannabinoide werden nach ihrer
Synthese und Freisetzung schnell wieder abgebaut. Anandamid wird dabei hauptsédchlich
durch die Fettsdureamidohydrolase (FAAH) metabolisiert und 2-AG wird durch die
Monoacylglycerollipase = (MAGL) abgebaut. Cannabinoid-Rezeptoren, endogene
Cannabinoid-Rezeptoren aktivierende Liganden sowie Endocannabinoide
biosynthetisierende und abbauende Enzyme bilden ein komplexes Endocannabinoidsystem
(Izzo ET AL. 2009).

Als Cannabinoid-bindender Rezeptor wurde zudem der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 55
(GPRS55), welcher an die Proteine Gi2/13 und Gq koppelt, identifiziert (SHARIR & ABOOD
2010). Er wurde 1999 erstmals kloniert (SAWZDARGO ET AL. 1999) und spiter als
Lysophosphatidylinositol (LPI)-sensitiver Rezeptor (OKA ET AL. 2007) mit einer Affinitdt zu
Cannabinoiden identifiziert. Von den Phytocannabinoiden wurde THC als Agonist und CBD
als Antagonist am GPRS55 entdeckt (SHARIR & ABOOD 2010). Das endogene Cannabinoid
Anandamid sowie sein synthetisches Analogon MA zeigen agonistische Eigenschaften am
GPR55 (LAUCKNER ET AL. 2008). Eine Aktivierung von GPRS55 hat eine Ras homolog gene

family, member A (RhoA)-abhingige Freisetzung von Ca’" aus intrazelluliren Speichern zur
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Folge. Weiterhin konnen Rezeptorliganden die extracellular-signal regulated kinase
(ERK)1/2-Phosphorylierung induzieren und die Transkriptionsfaktoren cAMP response
element binding protein (CREB) sowie den nuclear factor kappa B (NF-xB) aktivieren
(HENSTRIDGE ET AL. 2010).

Cannabinoide interagieren auch mit peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy)
und dem transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), was eine Beteiligung an
Entziindungs- und Schmerzprozessen nahelegt (APPENDINO ET AL. 2011).

In den folgenden Unterkapiteln werden die verwendeten Cannabinoide und Analoga genauer

charakterisiert.

1.2.1.1 Cannabidiol

Ein therapeutischer Ansatz zur Minimierung der psychotropen Nebenwirkungen von
Cannabis ist neben der pharmakologischen Modulation des Endocannabinoidsystems der
Einsatz von Phytocannabinoiden ohne psychoaktive Effekte. Als vielversprechende
Alternative wird CBD beschrieben. Es wurde 1940 von Roger Adams erstmals isoliert
(ADAMS ET AL. 1940), die Struktur und Stereochemie wurden allerdings erst spiter
vollstédndig aufgeklart (MECHOULAM & SHVO 1963).

CBD weist ein komplexes pharmakodynamisches Profil auf. Es besitzt im Gegensatz zu
THC (partieller Agonist am CBjp-Rezeptor) nur eine geringe Affinitdt zu den
Cannabinoid-Rezeptoren (PERTWEE 1997, 1zz0 ET AL. 2009). Dabei zeigt CBD eine
praferenzielle Bindung an den CB»-Rezeptor. An diesem scheint es als inverser Agonist zu
wirken, der die Rezeptoraktivierung blockiert. Dies wird als Mechanismus der
antientziindlichen Wirkung von CBD diskutiert (THOMAS ET AL. 2007). Reaktionen am
CBi-Rezeptor sind noch nicht vollstdndig geklart, sodass fiir verschiedene Effekte von CBD
bisher auch zahlreiche Rezeptor-unabhingige Mechanismen nachgewiesen wurden (MASSI
ET AL. 2006, RAJESH ET AL. 2010). Dennoch existieren einige Arbeiten, die eine Involvierung
von Cannabinoid-Rezeptoren belegen (SACERDOTE ET AL. 2005, MASSIET AL. 2006, RAMER
ET AL. 2012). So hemmt CBD die berauschende Wirkung und die Appetitsteigerung, welche
von THC iiber den CBi-Rezeptor ausgeldst wird. Die Bindung von CBD am CB-Rezeptor
ist vermutlich allosterischer Art. Die CBD-vermittelte Vasodilatation beruht auf einer
Aktivierung des CBi- und Vanilloid-Rezeptors (GROTENHERMEN 2017).

CBD kann den nicht-selektiven Kationenkanal TRPV1 ebenso aktivieren wie sein
bekanntester Agonist Capsaizin. Die Aktivierung bewirkt einen intrazelluldren
Ca?"-Einstrom (BISOGNO ET AL. 2001, LIGRESTI ET AL. 2006). Die durch CBD ausldsbare

Hemmung des Anandamid-abbauenden Enzyms FAAH erhoht die Prdsenz des
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Endocannabinoids an den Cannabinoid-Rezeptoren, sodass CBD auf diese Weise indirekt
entsprechende Anandamid-Effekte verstirken kann (BISOGNO ET AL. 2001, MASSI ET AL.
2008). Eine antagonistische Wirkung am GPRS55 wurde ebenfalls gezeigt (RYBERG ET AL.
2007, SHARIR & ABOOD 2010, LIET AL. 2013).

Rezeptor-unabhidngige Mechanismen von CBD beruhen unter anderem auf einer
intrazelluldren Inaktivierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Lipidperoxide (MASSI
ET AL. 2006, RAJESH ET AL. 2010). CBD zeigt starke antioxidative Eigenschaften, in
Tumorzellen scheint es jedoch iiber einen Ca’**-Anstieg zur Bildung von ROS mit
anschlieender Apoptose beizutragen. Dieser Effekt wurde mit der Bildung von CBD-
Hydrochinon in Verbindung gebracht, welches wahrend der hepatischen Metabolisierung
von CBD gebildet wird und selbst in der Lage ist, ROS zu erzeugen und so eine Zytotoxizitit
bewirkt (1zzo ET AL. 2009).

CBD beeinflusst verschiedene Stadien der Kanzerogenese, es hemmt die Migration und
Adhésion von Tumorzellen und zeigt folglich antiinvasive, antimetastatische (RAMER ET AL.
2010, RAMER ET AL. 2012) und antiproliferative (LIGRESTI ET AL. 2006) Effekte. Des
Weiteren wird die Autophagie (SHRIVASTAVA ET AL. 2011, NABISSI ET AL. 2015) und
Apoptose (MASSIET AL. 2004) durch CBD in Krebszellen induziert, sowie die Angiogenese
inhibiert (SOLINAS ET AL. 2012).

Obwohl bisher nur wenige klinische Studien mit CBD exisitieren, bis dato vor allem
priklinische Zell- und Nagetierstudien (BRITCH ET AL. 2021), weisen zahlreiche Ergebnisse
der Grundlagenforschung neben den antitumorigenen Effekten auch auf weitere
pharmakologische Wirkungen wie analgetische (NEELAKANTAN ET AL. 2015),
antiinflammatorische, antioxidative (ATALAY ET AL. 2019), anxiolytische (ZUARDI ET AL.
2006), neuroprotektive (HAMPSON ET AL. 1998, PEREZ ET AL. 2013), antiischdmische,
kardioprotektive (FENG ET AL. 2015) und antiemetische Effekte hin (ROCK ET AL. 2012).
Diese vielféltigen pharmakologischen Targets fithren zu einem breiten Wirkspektrum und

begriinden das rege Interesse an Phytocannabinoiden in der Forschung.

1.2.1.2 R(+)-Methanandamid

Das hydrolysestabile Anandamid-Analogon MA zeigt als CB1-Agonist eine im Vergleich zu
Anandamid hohere Affinitdt zum CBi-Rezeptor (PERTWEE ET AL. 2010). Wie Anandamid
aktiviert MA zudem den TRPV1-Rezeptor (D1 MARZO & PISCITELLI 2015).
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A~_-OH

Anandamid R(+)-Methanandamid

Abb.3  Strukturformel vom Endocannabinoid Anandamid im Vergleich zum hydrolysestabilen
Analogon MA (OESCH & GERTSCH 2009). Die Einfiihrung einer Methylgruppe am
Methylenkohlenstoff neben dem Amid verleiht Anandamid nicht nur eine héhere Affinitit zum
Cannabinoid-Rezeptor, sondern auch eine hohere metabolische Stabilitdit. MA zeigt dadurch eine
starke cannabimimetische Potenz (ABADITET AL. 1994).

1.2.1.3 Synthetische Cannabinoid-Rezeptor Antagonisten

Die Entdeckung des Endocannabinoidsystems ging mit der Synthese von chemischen
Cannabinoid-Analoga einher, mit denen das System moduliert werden kann. Die
sogenannten synthetischen Cannabinoide binden an die Cannabinoid-Rezeptoren, jedoch
mit unterschiedlicher Selektivitit. Der erste selektive CBi-Antagonist Rimonabant
(SR141716A) wurde 1995 entdeckt (RINALDI-CARMONA ET AL. 1995) und erlangte seine
Zulassung zur Behandlung von Adipositas. Aufgrund erhdhter Nebenwirkungen hinsichtlich
psychiatrischer Stérungen (Angstzustinde, Depressionen) empfahl die Européische
Arzneimittelbehorde EMA 2008 das Ruhen der Zulassung und forderte bis zum Vorliegen
weiterer Studienergebnisse die Marktriicknahme. Sanofi-Aventis® kam dem nach und stellte
anschlieend alle beantragten Studien zum Arzneimittel ein (MOREIRA & CRIPPA 2009). Ein
Analogon von Rimonabant ist AM-251. Das Aminoalkylindol AM-630 ist ein selektiver
CB:2-Antagonist (HOWLETT ET AL. 2002).

1.2.2 Cannabinoid-basierte Arzneimittel

Partialsynthetisch gewonnenes THC (INN: Dronabinol, Marinol®) und das synthetische
THC-Analogon Nabilon (Cesamet™; Canemes®) sind in mehreren Lindern zur Therapie
von Ubelkeit und Schmerzen bei Krebspatienten mit Chemotherapie zugelassen
(CHAKRAVARTI ET AL. 2014). In Deutschland ist Dronabinol als verordnungsfihiges
Cannabinoid nur als Rezeptursubstanz einsetzbar und wird als solches in Kapseln oder
Oligen Tropfen verarbeitet. Entsprechende Vorschriften sind im Deutschen Arzneimittel-
Codex (DAC) monografiert. Das Mundspray Sativex® hat mittlerweile seine Zulassung auch
in Europa zur Behandlung neuropathischer Schmerzen und Spastik bei Multipler Sklerose
erhalten. Das Fertigarzneimittel basiert auf einem standardisierten Cannabisextrakt (INN:
Nabiximols), der CBD und THC zu etwa gleichen Teilen enthdlt (REKAND 2014). In einer
kiirzlich durchgefiihrten randomisierten, doppelblinden placebokontrollierten Studie wurde

Nabiximols als Add-on-Therapie mit dem Zytostatikum Temozolomid bei Patienten mit
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rezidivierendem Glioblastom untersucht. Die 1-Jahres-Uberlebensrate bei den mit
Nabiximols behandelten Patienten betrug 83% im Vergleich zu 44% bei Add-on-Gabe von
Placebo (TWELVES ET AL. 2021).

Eine Anderung im SozialgesetzbuchV (SGBV) im Jahr 2017 betrifft die
Erstattungsfahigkeit von Cannabinoiden. Bei drztlichen Verordnungen von Cannabis in
Form von Extrakten und getrockneten Bliiten in standardisierter Qualitdt oder bei
Verordnungen mit Arzneimitteln, welche als Wirkstoff Dronabinol oder Nabilon enthalten,
konnen diese zu Lasten der gesetzlichen Krankenkasse dem Patienten tliberlassen werden,
wenn konventionelle Behandlungsmethoden ausgeschopft wurden (§31 Abs. 6 SGB V).
Das erste fast ausschlieBlich auf CBD-basierte Arzneimittel erhielt 2018 seine Zulassung
durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA). Epidyolex® ist eine CBD-L&sung und
als Orphan Drug bei Dravet-Syndrom und Lennaux-Gastaut-Syndrom, zwei schweren
Formen der kindlichen Epilepsie, indiziert. Die neuronale Hyperaktivitit wird auf der einen
Seite durch die Modulation von GPR55 (Antagonismus) und TRPV1 (Desensibilisierung)
reduziert und auf der anderen Seite werden Adenosin-vermittelte Signale moduliert, indem
die intrazellulire Wiederaufnahme dieses Neurotransmitters durch CBD gehemmt wird

(SILVESTRO ET AL. 2019, GRAY & WHALLEY 2020).

1.2.3 Cannabinoide in der Stammzelltherapie

ADMSCs exprimieren Cannabinoid-Rezeptoren (CB; und CBz), GPR55 sowie den nicht
selektiven Kationenkanal TRPV1 (SCHMUHL ET AL. 2014). Sowohl Endocannabinoide als
auch CBD und THC stimulieren unter anderem die Migration von ADMSCs. Dies wird als
wichtige Funktion bei der Wundheilung und Geweberegeneration angesehen (SCHMUHL ET
AL. 2014, WOLLANK ET AL. 2015, LUDER ET AL. 2017).

Eine gefiirchtete immunologische Reaktion in Folge einer allogenen Knochenmarks- oder
Stammzelltransplantation ist die graft-versus-host-disease (GvHD). Das Risiko dieser
Abstofungsreaktion ist abhingig vom HLA und wird durch die Kompatibilitidt zwischen
dem Transplantat und dessen Empfénger bestimmt. Die etablierte Behandlung der GvHD ist
suboptimal, sodass neue Strategien von grofler Bedeutung sind. CBD zeigte in einer Phase-
II-Studie protektive Effekte aufgrund seiner immunsuppressiven und antiinflammatorischen
Eigenschaften. In Kombination mit der Standardprophylaxe Cyclosporin und Methotrexat

entwickelte keiner der Probanden eine GvHD (YESHURUN ET AL. 2015).
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1.3 Autophagie und Apoptose

Autophagie ist ein evolutiondr konservierter kataboler Prozess, bei dem zytoplasmatische
Bestandteile, wie Fragmente von Mitochondrien und anderen intrazelluldren Strukturen, in
Vesikel eingeschlossen und lysiert werden. Auf diesem Weg werden geschéddigte Organellen
und Proteine eliminiert. Die basale Autophagie fungiert als Kontrollmechanismus und
ermoglicht ein Uberleben auch unter nihrstoffarmen Bedingungen. Damit fillt der
Autophagie auf der einen Seite eine zytoprotektive Rolle zu, auf der anderen Seite kann eine
verstarkte und unkontrollierte Autophagie Apoptose induzieren. (COSTA ET AL. 2016). Eine
durch Nihrstoffentzug oder Stoffwechselstorung ausgeloste Autophagie ist relativ
unselektiv, dahingegen verlduft die Autophagie in einigen Organellen sehr spezifisch. Die
Selektivitit bezieht sich auf Mitochondrien, Peroxisomen, Ribosomen, das ER, bakterielle
Pathogene oder auf Proteinaggregate (YIN ET AL. 2016). Neben der Autophagie, welche fiir
einen Lysosom-abhingigen Abbau von Proteinen, Proteinkomplexen und Organellen
verantwortlich ist, gibt es auch noch einen zweiten universellen intrazelluldren
Stoffwechselweg, das Proteasom. Das Ubiquitin-Proteasom-Abbausystem ist hauptsédchlich

fiir den direkten Abbau intrazytoplasmatischer Proteine zustindig (PASQUIER 2016).

1.3.1 Autophagie-Prozess

Der Autophagie-Prozess wurde zuerst in der Hefe Saccharomyces cerevisiae untersucht
(TAKESHIGE ET AL. 1992) und zeigte eine Regulierung durch autophagy-related genes (Atg)
(TAKESHIGE ET AL. 1992, TSUKADA & OHSUMI 1993). Diese groBe Genfamilie beeinflusst
die Induktion der Autophagie, die Vesikelbildung und signalisiert den Abbau des
Autophagosoms. Der Ablauf der Autophagie gliedert sich in folgende Prozesse: Induktion,
Nukleation, Elongation, Fusion und Recycling. Nach autophagem Stimulus ist der erste
Schritt der Autophagie die Bildung des Phagophors, einer Doppelmembran. Der Ursprung
dieser autophagosomalen Membran ist noch nicht vollstindig verstanden. Sie stammt nach
den bisherigen Kenntnissen vor allem vom ER ab. Es werden aber auch das trans-Golgi oder
die Endosomen als potenzielle Quelle benannt. Die Bildung des Phagophors ist von einer
transienten Rekrutierung der Atg-Proteine begleitet. Die Nukleation wird durch die
Phosphoinositid-3-Kinase-111 (P13K-III) unter Komplexbildung mit Beclin-1 aktiviert sowie
durch die Hemmung von mammalian target of rapamycin complex I (mTORC1) stimuliert.
Wihrend der Elongation dehnt sich der Phagophor zum Autophagosom aus. Diese
Doppelmembran-Vesikel schlieen intrazellulire Komponenten, einschlieBlich 16slicher

Proteine und komplette Organellen, ein. Entscheidend fiir die Autophagosombildung ist die
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Bildung des Atgl2-5-16-Komplexes sowie die Lipidierung des microtubule-associated
protein 1 light chain 3-I (LC3-I) und dessen Umwandlung in ein LC3-
Phosphatidylethanolamin-Konjugat (LC3-II). Die Umwandlung von LC3-I in LC3-II
signalisiert die Reifung des Autophagosoms. Die Autophagosomen verschmelzen mit dem
Lysosom (bei Sdugetierzellen) oder der Vakuole (bei Hefe und Pflanzen) zum Autolysosom.
Der Inhalt der Autophagosomen wird dabei durch lysosomale Hydrolasen abgebaut. Die auf
diese Weise entstehenden Metabolite (Nukleotide, Aminosduren, freie Fettsduren) werden
in das Zytoplasma transportiert und entweder als Energiequelle oder als Bausteine fiir die
Synthese neuer Makromolekiile genutzt (LEVINE & YUAN 2005, COSTA ET AL. 2016,
PASQUIER 2016, QIN 2019). Der beschriebene Autophagie-Flux ist in Abb. 4 graphisch

zusammengefasst.
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Abb. 4 Autophagie-Flux. Abbildung wurde erstellt wund modifiziert auf Grundlage von
LEVINE & YUAN 2005 und COSTA ET AL. 2016.

Ausloser der Autophagie sind Hypoxie/Serumentzug, ER-Stress, DNA-Schédden, ROS, der
Aminosduremetabolit Ammoniak, Eisenmangel sowie das Fehlen von Wachstumsfaktoren
(FILOMENI ET AL. 2015, ELIOPOULOS ET AL. 2016, YINET AL. 2016).

Die mammalian target of rapamycin (mTOR)-Kinase reagiert auf Nihrstoffe sowie
Wachstumsfaktoren und koordiniert folglich den Stoffwechsel, das Zellwachstum und die
Autophagie, indem sie ihre nachgeschalteten Effektoren aktiviert (QIN 2019). Bei einem
Uberangebot an Nihrstoffen wird die Autophagie durch Aktivierung von mTOR (AKT
(Proteinkinase B)- und MAPK-Signalweg) gehemmt. Eine negative Regulation von mTOR
(AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK)- und p53-Signalweg) hingegen induziert
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Autophagie (FENG ET AL. 2005, MENG ET AL. 2018). Als zweiter evolutiondr konservierter
Néhrstoffsensor 16st der eukaryotic initiation factor 2a (elF2a) bei einem Néhstoffmangel
die Autophagie aus (LEVINE & YUAN 2005). Die wichtigsten Signaltransduktionswege, die
in einem engen Zusammenhang mit der Regulation der Autophagie stehen, sind in Abb. 5

kompakt zusammengefasst.
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Abb.5  Signaltransduktionswege der Autophagie. Die PI3K-I katalysiert die Phosphorylierung von PIP,
zu PIP;. Der second messenger PIP; rekrutiert AKT und hebt durch Phosphorylierung von TSC
dessen hemmende Wirkung auf mTORCI auf. TSC wird durch die Phosphorylierung inaktiv und
kann das G-Protein Rheb nicht mehr aktivieren. Uber den MAPK/ERK-Signalweg wird TSC durch
direkte Phosphorylierung mittels ERK gehemmt. Beide Signaltransduktionswege aktivieren
mTORCI und inhibieren folglich die Autophagie. Dariiber hinaus wird mTORCI1 auch durch TNFa,
Hypoxie und durch DNA-Schéden (iiber p53) kontrolliert. Die Aktivierung von p53 beeinflusst die
mTOR-Aktivitit auf gleiche Weise, wie bei der Regulierung aufgrund von Néhrstoffentzug: iiber
Aktivierung der AMPK (FENG ET AL. 2005, MENG ET AL. 2018, QIN 2019). PIP; - Phosphoinositol-
4,5-Bisphosphat, PIP3 - Phosphoinositol-3,4,5-Trisphosphat, Rheb - ras homolog enriched in brain,
TSC — tuberous sclerosis complex.

1.3.2 Autophagie-Inhibitoren

An der Regulation der Autophagie, ausgeldst durch extra- und intrazelluldre Stimuli, sind
unterschiedliche Signaltransduktionsmechanismen beteiligt. Dieser dynamische Prozess
bietet eine Vielzahl an Angriffspunkten fiir potenzielle Inhibitoren. Die meisten wirken
jedoch sehr unspezifisch. Die PI3K werden in drei Klassen unterteilt. Der dlteste Vertreter
der Klasse 111, vacuolar protein sorting 34 (Vps34), aktiviert die Autophagie. Im Gegensatz
dazu aktivieren Vertreter der Klasse I den mTOR-Signalweg, was zu einer Hemmung der
Autophagie fiihrt. Zu der Kategorie der PI3K-Inhibitoren gehoren 3-Methyladenin (3-MA),

Wortmannin und LY294002. 3-MA, ein Nukleotid-Derivat, zeigt eine duale Wirkung auf
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die Autophagie. Es hemmt die Aktivitdt der PI3K-I und zeigt eine hemmende Wirkung auf
Vps34. Der Inhibitor muss sehr hoch konzentriert (~10 mM in vitro) eingesetzt werden,
weshalb weitere Kinasen (p38 MAPK, c-Jun) beeinflusst werden. Ein weiterer Einwand
gegen diese Substanz ist seine schlechte Loslichkeit. Wortmannin, ein
Schimmelpilzmetabolit, scheint eine anhaltende Wirkung auf Vps34 auszuiiben, wihrend es
die PI3K der Klasse I unabhingig von den aktuellen Nihrstoffbedingungen zeitweise
hemmt. LY294002 ist der erste synthetische Inhibitor der PI3K (PASQUIER 2016).

Eine weitere Moglichkeit, die Autophagie zu beeinflussen, besteht darin, die spiteren
Stadien des Autophagie-Prozesses zu hemmen. Diese Inhibitoren zielen auf den Abbau des
Autophagosomeninhalts durch Lysosomen ab. Die Membranen von Lysosomen enthalten
Vacuolar-type H -ATPasen (V-ATPasen). Hierbei handelt es sich um Transportproteine, die
fiir den Protonentransport (ATP-gekoppelte Hydrolyse) verantwortlich sind und den sauren
pH-Wert in den Lysosomen aufrecht halten. Bei Hemmung der V-ATPase steigt der
pH-Wert und die Hydrolase bleibt inaktiv. Ein wichtiger Vertreter dieser Inhibitoren ist
Bafilomycin A;. Er hemmt den lysosomalen Protonentranstransport und folglich den
Autophagie-Flux (PASQUIER 2016).

Die Autophagie-Inhibitoren Chloroquin und Hydroxychloroquin diffundieren ungeladen
durch die Plasmamembran, in der sauren Umgebung werden sie protoniert und im Lysosom
retiniert. Dies fiihrt zu einem pH-Anstieg, welcher die Aktivitit der abbauenden Enzyme
hemmt. Die Autophagie wird folglich auf der Ebene der lysosomalen Verdauung gehemmt

(PASQUIER 2016).

1.3.3 Autophagie-Marker

LC3 wird als Marker fiir Autophagosomen und folglich als Stellvertreter fiir den
Autophagie-Flux analysiert (BAEKEN ET AL. 2020). Es ist das Sdugetier-Homolog von
autophagy-related protein 8§ (Atg8) und wurde im Jahr 2000 identifiziert (KABEYA ET AL.
2000). Bei LC3 handelt es sich um ein 16sliches Protein mit einer Molekularmasse von
~17 kDa, welches ubiquitdr in Siugetiergeweben und kultivierten Zellen vorkommt
(TANIDA ET AL. 2008). Beim Menschen werden drei Isoformen exprimiert: LC3A, LC3B
und LC3C. Die kommerziellen anti-LC3B Antikorper erkennen auch LC3A, jedoch nicht
LC3C, welches eine geringere Sequenzhomologie aufweist. Die Unterschiede zwischen den
LC3-Isoformen beziiglich ihrer Funktion und Gewebeexpression sind bislang nicht bekannt
(KLIONSKY ET AL. 2016). Eine jiingste Studie deutet auf eine gegenseitige funktionelle

Kompensation hin, weitere Untersuchungen sind jedoch erforderlich (BAEKEN ET AL. 2020).

18



Theoretische Grundlagen

Waéhrend der Autophagie wird die zytosolische Form von LC3, LC3-I, mit
Phophatidylethanolamin konjugiert (Lipidierung). Die lipidierte Form von LC3 wird als
LC3-II bezeichnet und an die autophagosomale Membran rekrutiert. Wiahrend des
lysosomalen Verdaus wird parallel LC3-II im autolysosomalen Lumen abgebaut. Deshalb
spiegelt der lysosomale Umsatz von LC3-II die autophagische Aktivitit wider. Das
Signalverhiltnis von LC3-II/LC3-I wird oft fiir die Auswertung im Western Blot und den
anschliefenden Nachweis der Autophagie herangezogen (KABEYA ET AL. 2000, TANIDA ET
AL. 2008). Aufgrund des unterschiedlichen Expressionsniveaus von LC3-I und LC3-II, je
nach Zelllinie und Gewebe, sowie infolge differenzieller Affinititen der Antikorper zu
LC3-I und LC3-II, fiihrte diese Auswertung jedoch gehduft zu falsch-positiven oder falsch-
negativen Ergebnissen. LC3-II unterliegt zusétzlich selbst einem autophagen Abbau am
Lysosom, sodass die Gesamtkonzentration von LC3-II auf ein Housekeeping Gen (z.B.
B-Aktin) normalisiert werden sollte (BARTH ET AL. 2010, JIANG & MIZUSHIMA 2015,
KLIONSKY ET AL. 2016).

Erhohte  LC3-II-Konzentrationen konnen entweder mit einem  verminderten
Autophagosomenumsatz oder mit einer gesteigerten Autophagosomensynthese assoziiert
sein. Ein verzogerter Transport von LC3-II zu den Lysosomen, eine Beeintrachtigung der
lysosomalen proteolytischen Aktivitit oder eine verminderte Fusion zwischen den
Kompartimenten konnen die Ursache sein. In Gegenwart von Inhibitoren, wie dem in der
vorliegenden  Arbeit verwendeten Bafilomycin A;, wird der Abbau des
Autolysosomengehalts durch Hemmung der Na™/H"-Pumpe am Lysosom inhibiert, sodass
LC3-II nicht mit dem Lysosom fusionieren kann. Ein Anstieg des LC3-II-Proteins unter
diesen Bedingungen weist auf einen effizienten Autophagie-Flux hin. Da lediglich die
Fusion gehemmt wird, kommt es parallel nicht zu einer Anreicherung von LC3-I. Im
Gegensatz dazu wiirde ein Defizit des LC3-II-Anstiegs auf einen Defekt oder eine
Verzogerung zu einem fritheren Zeitpunkt des Autophagie-Prozesses (vor dem Abbau am

Autolysosom) hindeuten (BARTH ET AL. 2010, OLIVER ET AL. 2012, QIN 2019).

1.3.4 Einfluss von Cannabinoiden auf die Autophagie

Die Hauptfunktion der Autophagie besteht in der Aufrechterhaltung des Zelliiberlebens,
wenn Verdnderungen in der zelluldren Umgebung auftreten. Folglich ist die Autophagie in
zahlreiche pathophysiologische Prozesse involviert, sodass es in der Forschung zu
neurodegenerativen  Erkrankungen  sowie  bei  Tumor-, Infektions-  und

Stoffwechselerkrankungen ein attraktives Target darstellt (CHOIET AL. 2013).
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Fiir Cannabinoide konnte ein Einfluss auf die Autophagie gezeigt werden. Dabei wurden die
meisten Studien zur Cannabinoid-induzierten Autophagie an Tumorzellen durchgefiihrt. In
diesem Zusammenhang wurde die Rolle der Autophagie bei der antiproliferativen/
antitumorigenen Wirkung von Cannabinoiden beschrieben (SHRIVASTAVA ET AL. 2011,
SALAZAR ET AL. 2013, NABISSI ET AL. 2015). Es gibt aber auch Studien zur Cannabinoid-
induzierten Autophagie in nicht tumorigenen Zellen (COSTA ET AL. 2016). Erst vor einigen
Jahren zeigte eine Studie, dass CBD in ausdifferenzierten CaCo-2-Zellen (Modell des reifen
Darmepithels) konzentrationsabhingig die Autophagie induziert. Im Vergleich zum
Endocannabinoid Anandamid und synthetischen Cannabinoid Arachidonyl-2'-
Chlorethylamid (ACEA) war die CBD-vermittelte Induktion CB-Rezeptor-unabhéngig
(KoAY ET AL. 2014). In der Lipidhomoostase der Leber spielt die Autophagie eine
regulierende Rolle. In diesem Kontext zeigt eine Studie die protektive Wirkung von CBD
gegeniiber einer akuten alkoholinduzierten Steatose der Mausleber. Der protektive Effekt
beruht zum einen auf der Abschwichung des Alkohol-vermittelten oxidativen Stresses
(antioxidative Wirkung) und zum anderen auf einer Induktion der Autophagie (YANGET AL.
2014). In Reproduktionsprozessen induziert das synthetische Cannabinoid MA in vivo und
in vitro autophage Prozesse in pridimplantierten Mausembryonen; in den Blastozysten war

die Apoptose nach Injektion mit MA erhdht (OH ET AL. 2013).

1.3.5 Autophagie in Stammzellen

Es wird diskutiert, dass die Autophagie fiir die Aufrechterhaltung der zelluldiren Homdoostase
in Stammzellen lebenswichtig ist. Jiingste Studien zeigen, dass die Differenzierung und
Selbsterneuerung von Stammzellen abhédngig von der Aktivierung der Autophagie ist (CHEN
ET AL. 2018). Statine kénnen unter Hypoxie/Serumentzug sowie unter Ischdmie in MSCs die
Apoptose reduzieren und die Autophagie in einigen Zelllinien induzieren. In priméren
BMMSCs der Ratte schiitzt Autophagie die Zellen vor Apoptose, ausgeldst durch Hypoxie
bzw. Serumentzug. Der Nachweis erfolgte durch eine erhohte LC3-II-Expression und die
Bildung von Autophagosomen. Parallel wurde die mittels Hypoxie/Serumentzug induzierte
Apoptose durch den Autophagie-Inhibitor 3-MA erhéht und durch den autophagen Induktor
Rapamycin verringert (ZHANG ET AL. 2012). Eine weitere Publikation zeigt, dass MSCs bei
Serum-/Néahrstoffentzug, wie es im Mikromilieu solider Tumore vorkommen kann, die
Autophagie als Uberlebensmechanismus nutzen. Parallel werden parakrine Faktoren
freigesetzt, welche das Wachstum solider Tumore erleichtern kdnnen (SANCHEZ ET AL.

2011). In humanen MSCs ist die konstitutive Autophagie hoch. In einer Studie von Oliver
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et al. wurde gezeigt, dass die basale Autophagie wihrend der Differenzierung der
Stammzellen downreguliert wird (OLIVER ET AL. 2012). Des Weiteren berichten Lee et al.,
dass eine durch Hypoxie induzierte Autophagie in MSCs zur Aufrechterhaltung ihrer
Selbsterneuerungskapazitét fiihrt (LEE ET AL. 2013). Die protektive Rolle der Autophagie
unter Hypoxie-induzierter Apoptose oder Serumentzug kann das Uberleben von MSCs
fordern. Es gibt aber auch Studien, die zu einem gegenteiligen Ergebnis fiihren. Dies steht
im Zusammenhang mit der Lokalisierung der MSCs und der damit einhergehenden Varianz
in ihren Eigenschaften (SBRANA ET AL. 2016). Die Aufkldrung der regulatorischen Rolle der
Autophagie beim Uberleben der Stammzellen erfordert somit weitere Aufmerksamkeit in

der Forschung.

1.3.6 Zusammenspiel von Autophagie und Apoptose

Autophagie und Apoptose sind zwei evolutionédr konservierte Prozesse und spielen eine
essenzielle Rolle bei der Bestimmung des Zellschicksals. Obwohl diese beiden katabolen
Prozesse sich deutlich voneinander unterscheiden, sind sie eng miteinander verbunden und
hemmen sich in der Regel gegenseitig. Die Autophagie reduziert die Apoptose-Neigung von
Zellen durch Ausfiihren der Mitophagie sowie durch spezifisches Targeting und den Abbau
proapoptotischer Proteine. Eine Aktivierung der Apoptose wiederum hemmt die
Autophagie, denn Caspasen spalten und inaktivieren essenzielle Proteine der Autophagie.
Caspasen sind bedeutende Mediatoren der Apoptose und werden in zwei Kategorien
unterteilt: Initiator- und Effektor-Caspasen. Die Caspase-3 ist als Effektor-Caspase eine
haufig aktivierte Protease der Apoptose, sie katalysiert die Spaltung zahlreicher zelluldrer
Schliisselproteine (PORTER & JANICKE 1999, MARINO ET AL. 2014, WU ET AL. 2014).

Die Spaltung von Beclin-1 durch Caspase-3 hebt dessen proautophage Wirkung auf, wobei
die Interaktion mit Bel-2 (B-cell [ymphoma 2) verhindert wird (ZHU ET AL. 2010). Es wird
angenommen, dass die Autophagie-Proteinfragmente, welche aus der Caspase-Spaltung
resultieren, proapoptotische Funktionen erhalten (MARINO ET AL. 2014). Die Initiator-
Caspase-9 fordert durch Komplexbildung mit autophagy-related protein 7 (Atg7) die
Umwandlung von LC3-I in LC3-II und erleichtert somit die Bildung von Autophagosomen.
Dieser antiapoptotische Effekt ist unabhédngig von der proteolytischen Aktivitit der
Caspase-9 und steht in keinem Zusammenhang mit der autophagen Funktion von Atg7 (HAN
ET AL. 2014). Die apoptotische Kaskade kann allerdings auch die Autophagie beeinflussen,
indem sie die Menge und Aktivitéit der Caspasen reguliert (WU ET AL. 2014).
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1.3.7 Oxidativer Stress — ein Induktor der Autophagie

Das antioxidative System des Korpers entfernt ROS rechtzeitig und trdgt somit zur
Aufrechterhaltung der intrazelluliren Homoostase bei. Durch Stressoren kann dieses
Gleichgewicht gestort werden, sodass ROS in Geweben oder Zellen oxidativen Stress
induzieren. Als Abwehrmechanismus wird entweder die Aktivitit von antioxidativen
Enzymen gesteigert oder ein lysosomaler Abbau eingeleitet. ROS, welche bei oxidativem
Stress entstehen, konnen die Autophagie durch verschiedene Mechanismen induzieren.
Néhrstoffmangel kann die Ursache fiir die Produktion von ROS sein, welche wiederum ein
Ungleichgewicht im Thiol-Redox-System induzieren, was Einfluss auf relevante
Mediatoren der Autophagie hat. Die Autophagie wird unter oxidativem Stress vorrangig
durch den p62/Keapl/Nrf2-Signalweg moduliert (FILOMENI ET AL. 2015, QIN 2019). Die
Phosphorylierung von p62, einem Autophagie-Adapter-Protein, auch bekannt als SQSTM 1
(Sequestosome 1), erhoht die Bindungsaffinitit von p62 zu Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1). Folglich wird der Transkriptionsfaktor Nrf2 stabilisiert und in den
Zellkern transloziert. Dadurch wird nicht nur die Expression von p62 angekurbelt, sondern
auch die Expression zytoprotektiver Proteine (ICHIMURA ET AL. 2013, QIN 2019). Eines

dieser Proteine ist die HO-1.

1.4 Hamoxygenase-1
Die HO-1 ist am Abbau von prooxidativem Ham beteiligt, wodurch die Bildung von

Antioxidantien unterstiitzt wird (YANG ET AL. 2018).

1.4.1 Him-Abbau und seine physiologische Funktion

Him ist ein essenzielles Molekiil fiir aerobe Organismen. Als prosthetische Gruppe fiir
zahlreiche Himoproteine ist Him nicht nur ein Cofaktor im Hdmoglobin und dort fiir den
Transport von Sauerstoff erforderlich, es wird weiterhin fiir die Sauerstoffspeicherung im
Myoglobin bendtigt. In Peroxidasen sowie Katalasen fiihrt es zu einer antioxidativen
Wirkung, wihrend Hdm in Cytochromen den Elektronentransport unterstiitzt. Freies Ham,
welches noch nicht in Himoproteine integriert wurde oder unter oxidativem Stress von
diesem dissoziiert ist, zeigt toxische Effekte. Die Him-Freisetzung ist pathophysiologisch
relevant und wird bei der Sichelzellandmie oder Ischdmie/Reperfusion durch Hidmolyse oder

Myolyse hervorgerufen (SAWICKIET AL. 2015).
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Abb. 6  Strukturformel von Him (LOBODA ET AL. 2008). Ham ist ein komplexes Molekiil, bestehend aus
einem zentralen zweiwertigen Eisenatom in einem Protoporphyrin-IX-Ring. Es gibt verschiedene
Varianten von Hidm, die sich in der Zusammensetzung ihrer Seitenketten um die Pyrrolringe
unterscheiden. Das biologisch relevanteste Ham ist das Haim b (FePPIX) (SAWICKIET AL. 2015).

Die Degradation von Him wird von den Hamoxygenasen (HOs) katalysiert und ist die
geschwindigkeitsbestimmende Komponente. Unter Spaltung des Protoporphyrinrings wird
Hiam mithilfe der enzymatischen Aktivitdt von den HOs zu Biliverdin oxidiert, parallel
kommt es zur Freisetzung von zweiwertigem Eisen (Fe*") und Kohlenmonoxid (CO). Das
gebildete Biliverdin wird durch die Biliverdin-Reduktase weiter zum Gallenfarbstoff
Bilirubin reduziert und vorwiegend {iber Leber, aber auch iiber die Nieren ausgeschieden.
CO fungiert entweder als Signalmolekiil tiber die 16sliche Guanylatcyclase oder es wird als
Carboxyhdmoglobin iiber die Lunge ausgeatmet. Freies Eisen wird durch Ferritin
(Eisentransportmolekiil) gebunden und verhindert dadurch die Bildung von ROS, wodurch

die Toxizitét des freien Eisens vermindert wird (SAWICKIET AL. 2015).

1.4.2 HO-Isoenzyme

Die HO ist ein Enzym, das zytotoxisches Him zu Fe?*, Biliverdin und CO oxidiert und
abbaut. Von den zwei Isoformen, welche als HO-1 und HO-2 bekannt sind und von
unterschiedlichen Genen kodiert werden, ist bislang nur die HO-1 als induzierbar
beschrieben worden. Experimente mit HO-2-siRNA, die eine Induktion von HO-1 zeigen,
legen nahe, dass die HO-2 die HO-1-Expression durch Modulation der zelluliren Him-
Spiegel regulieren kann (LOBODA ET AL. 2008).

Die HO-1 ist ein Membranprotein des glatten ERs sowie im Zellkern, in den Mitochondrien
und in Caveoli lokalisiert. Das Basalniveau der HO-1 ist gering. HO-1 wird am stérksten in
der Leber und in der Milz exprimiert (GROCHOT-PRZECZEK ET AL. 2012). Die HO-2 wird
konstitutiv, d.h. unabhingig von inneren und &ulleren Faktoren, vor allem im Gehirn, aber
auch im Endothel, in den Hoden, in distalen Nephronsegmenten und der Leber exprimiert.
Wihrend HO-2 nur begrenzt durch Dexamethason in humanen Primérepithelzellen oder

durch Kortikoide im Gehirn fetaler Ratten erhoht werden kann (LOBODA ET AL. 2008), wird
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die HO-1 durch verschiedene Mediatoren und Stressoren induziert. Die HO-2 besitzt
Cysteinreste, die typischerweise durch Redoxreaktionen moduliert werden. Sie fungiert in
verschiedenen Zellen teilweise auch als Sauerstoffsensor fiir Ca**-abhiingige K*-Kanile, da
die vorherrschende Mikroumgebung die HO-2-Expression regulieren kann (DENNERY
2014). Wiéhrend die HO-2 zu den basalen physiologischen Funktionen beitrigt, stellt die
HO-1 die zytoprotektive Hauptgruppe des HO-Systems dar, indem es ROS abfangt und
Apoptose verhindert (RAFFAELE ET AL. 2016).

Die HO-1 wird durch duBlere Stressoren, wie UV-Strahlung, systemische und endogene
Faktoren, wie Lipopolysaccharide (LPS), Wasserstoffperoxid (H>O»; Oxidans), Hypoxie,
Stickstoffmonoxid  (NO), proinflammatorische  Zytokine, Prostaglandine und
Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF) induziert. Weiterhin kann die HO-1 durch chemische
Agenzien, wie Schwermetallionen und Protoporphyrine (Cobaltprotoporphyrin oder Him
selbst) exprimiert werden. Alle Induktoren haben gemeinsam, dass sie reaktive
Sauerstoffmolekiile bilden (PANCHENKO ET AL. 2000, LOBODA ET AL. 2008, GROCHOT-

PRZECZEK ET AL. 2012).

1.4.3 Physiologischer Einfluss der HO-1

Die HO-1 besitzt zytoprotektive, antiapoptotische, proangiogene und antiinflammatorische
Eigenschaften. Diese Effekte sind bedingt durch die biologische Aktivitit der Ham-
Abbauprodukte. Das am besten untersuchte Produkt des Him-Abbaus ist das Signalmolekiil
CO: Es aktiviert die 16sliche Guanylatcylase (dhnlich wie NO) und hemmt dadurch die
Thrombozytenaggregation, vermindert aulerdem die Adhdsion von Leukozyten, fiihrt zur
Erweiterung der Blutgefdfe und unterdriickt die Apoptose in Zellen. Weiterhin hemmt CO
die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin-1p (IL-1f3), TNF-a) und
reguliert die Expression von antiinflammatorischen Proteinen (IL-10), was zu einem
antientziindlichen Effekt fiihrt. Dieser Effekt ist vermutlich durch MAPK vermittelt. Die
HO-1-vermittelte CO-Freisetzung stimuliert die BlutgefaBbildung, induziert die VEGF-
Synthese, stimuliert die Proliferation von Endothelzellen, vermittelt die SDF-1-gesteuerte
Angiogenese und hat Einfluss auf die Neovaskularisation wéhrend der Wundheilung
(GROCHOT-PRZECZEK ET AL. 2012).

Das zweite Produkt des Ham-Abbaus ist das Biliverdin, welches durch die Biliverdin-
Reduktase in Bilirubin umgewandelt wird. Diese beiden Gallenfarbstoffe sind wichtig fiir
zytoprotektive Effekte, basierend auf der Hemmung von Lipid- und Proteinperoxidation.

Das freigesetzte Eisen fiihrt zu einem protektiven Effekt gegeniiber oxidativem Stress. Freies
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Eisen ist in der Lage Radikale zu bilden und zeigt somit eine zytotoxische Wirkung. Der
protektive Effekt entsteht indirekt durch die HO-1: Eisen stimuliert die Ferritin-Expression,
Ferritin bindet intrazelluldres Eisen und limitiert so dessen prooxidative Eigenschaft. Ferritin
ist ein Eisenspeicher und besitzt antioxidative Eigenschaften (GROCHOT-PRZECZEK ET AL.
2012).

‘- \
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Abb.7  Ubersicht der HO-1-Signalwege aufgrund der Him-Metabolite. Der Abbau von Him durch
HO-1 ist ein antioxidativer Mechanismus, um freies Him zu eliminieren. Die dabei entstehenden
Metabolite bewirken die protektiven Eigenschaften der HO-1: Das freigesetzte Eisen wird durch
Ferritin gebunden, welches als Folge der HO-1-Aktivitdt synthetisiert wird. Das aus Biliverdin
umgewandelte Bilirubin verringert als starkes Antioxidans die ROS-Bildung und vermittelt
kardiovaskuldre, hepatische und neuronale Protektion. Die CO-vermittelten Effekte sind abhéngig
von der cyclic guanosine monophosphat (¢cGMP)-Bildung, welche durch Stimulation der 16slichen
Guanylatcyclase (sGC) durch CO ansteigt. Uber die MAPK-Signalwege wirkt CO durch Senkung
proinflammatorischer Zytokine (PAE ET AL. 2008).

Die HO-1 ist ein wichtiges Enzym bei der Regulierung der Zellproliferation sowie der
Differenzierung. Es spielt eine entscheidende Rolle bei oxidativem Stress und Apoptose. Die
Regulierung der HO-1 beeinflusst folglich die Immunantwort, die Angiogenese und die
Entziindungsreaktion. Seine Bedeutung geht daher weit liber die Him-Eliminierung hinaus
(GROCHOT-PRZECZEK ET AL. 2012). Durch Induktoren, wie dem H&m oder durch Hypoxie
wird die HO-1 durch proteolytische Spaltung vom ER freigesetzt und tritt danach in den
Zellkern ein. Die Translokation der HO-1 in den Zellkern fiihrt dort zur Expression von
zytoprotektiven Genen. Die HO-1 ist im Gegensatz zur Biliverdin-Reduktase kein
Transkriptionsfaktor, sodass die Genexpression indirekt durch Modulation der
Transkriptionsfaktorbindung reguliert wird. Entscheidend bei diesem Schritt ist, dass der
Transport in den Zellkern mit dem Verlust der enzymatischen Aktivitit der HO-1 einhergeht
und dennoch ein zytoprotektiver Effekt gegen oxidativen Stress entsteht, unabhéngig von

den Abbauprodukten des Hims (LIN ET AL. 2007).
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1.4.4 HMOXI1-Transkription und sein Autophagie-Interaktionspotenzial
Unterschiedliche Signalmolekiile und Transkriptionsfaktoren sind mit der HO-1-Expression
verknlipft. Transkriptionsfaktoren, wie Nrf2, NF-xB und activator protein 1 (AP-1) bleiben
unter stabilen Bedingungen im Zytosol. Sie werden erst durch dullere Reize aktiviert und in
den Zellkern transportiert. Innerhalb des Zellkerns binden sie spezifisch an die DNA-
Sequenz und fithren zu einer HO-1-Transkription. Die MAPK sind essenzielle
Signalmolekiile, die durch ungiftige Pflanzenstoffe oder Arzneimittel eine HO-1-Induktion
bewirken. Andere Signalmolekiile, wie PI3K, Tyrosin- und Proteinkinasen sind ebenso
relevant bei der Induktion der HO-1 (WAZA ET AL. 2018). Neben der Regulation der HO-1-
Expression auf transkriptioneller Ebene kann auch die enzymatische Aktivitit der HO-1
beeinflusst werden. So wurde in der Lunge neonataler Ratten eine Erhdhung der HO-1-
Aktivitdit nach Hyperoxie-Exposition unter gleichbleibenden HO-1-mRNA Spiegeln
beobachtet (DENNERY ET AL. 1996).

Oxidativer Stress fordert die Freisetzung und Akkumulation von Hdm-Molekiilen oder
erhoht die Bildung von ROS. Unter basalen Bedingungen bewirkt Keapl die
Ubiquitinierung und folglich den Abbau von Nrf2 durch das Proteasom, wihrend unter
Stressbedingungen die Cystein-Thiole von Keapl modifiziert werden, sodass diese nicht
mehr an Nrf2 binden kdnnen. Folglich dissoziiert Nrf2 von Keapl und transloziert in den
Zellkern (DODSON ET AL. 2015), wo es als Heterodimer mit dem sMaf (small
musculoaponeurotic fibrosarcoma)-Protein an die konservierte ARE (antioxidant response
element)-Sequenz bindet und die Transkription von Nrf2-regulierenden Genen (z.B.
HMOX-1, humanes HO-1 Gen) vermittelt (KATSUOKA & YAMAMOTO 2016, LOBODA ET AL.
2016). In der Folge wird BACH1 (BTB- und CNC-Homologie 1) von der ARE-Region
verdrangt und aus dem Zellkern exportiert. Unter physiologischen Bedingungen inhibiert
BACHI die Transkription von HMOX1 (ZHANG ET AL. 2018).

Unter oxidativem Stress wird die Keap1-Nrf2-Bindung gelost, sodass Keap1 auch von p62
sequestriert werden kann. p62 interagiert iiber seine Ubiquitin-Bindungsdoméne (UBA,
ubiquitin-associated domain) mit Ubiquitin- oder Polyubiquitin-Ketten. Diese
ubiquitinierten Autophagiesubstrate werden zusammen mit dem phosphorylierten p62-
Keapl-Komplex iiber die LC3-Bindungssequenz (LIR, LC3-interacting region) von p62 an
LC3-II im Phagophor gekoppelt. Das Phagophor schlie3t sich zum Autophagosom, welches
die mit Ubiquitin markierten Aggregate, einschlieBlich p62, umschliet und {iber die
Autophagie abbaut (ICHIMURA ET AL. 2013, L1U ET AL. 2016). Die Akkumulation oder

gesteigerte Expression von p62 fordert seine Sequestrierung an Keap1 und fiihrt letztendlich

26



Theoretische Grundlagen

zu einer anhaltenden Aktivierung von Nrf2. Dies erhoht die Expression von zytoprotektiven
Proteinen (LOBODA ET AL. 2016), z.B. der HO-1. Abb. 8 fasst die Bedeutung des
Nrf2/Keap1-Signalwegs als Regulator der HO-1-Expression und dessen Interaktion mit dem

Autophagie-Signalweg zusammen.

—_ » i —» —>» Autophagie
oxidativer @ @
Stress

—

Nukleus

Abb.8 Nrf2/Keapl-Signalweg.  Abbildung  modifiziert —nach  WAzA ET AL. 2018,
JIANG ET AL. 2015 und ZHANG ET AL. 2018.

Die HO-1-Induktion wird allgemein als Strategie gegen oxidativen Stress anerkannt.
Dementsprechend ist eine gezielte Induktion therapeutisch von Interesse bei Erkrankungen,
die auf Basis einer ungewollten Immunantwort und oxidativen Dysregulierung entstehen.
Eine Identifizierung nicht zytotoxischer HO-1-Induktoren bietet einen neuen Ansatz bei der
Therapie oxidativer und entziindlicher Reaktionen. Viele Naturstoffe wurden in hepatischen
Zellmodellen getestet und erwiesen sich als potente Induktoren ohne Zelltoxizitit. Die
meisten HO-1-Induktoren sind in Pflanzen vorhanden, die bereits als Aromastoffe,
Lebensmittel, Gewiirze oder als traditionelle Heilpflanzen weit verbreitet sind (WAZA ET AL.
2018). Dazu zihlt beispielsweise Curcumin, welches eine entziindungshemmende Aktivitét
aufweist und die HO-1 in Endothelzellen (JEONG ET AL. 2006) und glatten Muskelzellen
(PAEET AL. 2007) induziert. In diesem Kontext sind auch Cannabinoide aus Cannabis sativa
L. als potenzielle HO-1-Induktoren und folglich als protektive Verbindungen gegeniiber
oxidativem Stress denkbar.

Im Gegensatz zu der hohen Anzahl an HO-1-Induktoren sind nur einige Inhibitoren dieses
Enzyms bekannt. So scheint zum Beispiel die Hemmung der HO-1-Expression durch
Hypoxie, Desferroxamin oder Interferon-y nur auf humane Zellen beschridnkt zu sein

(LoBODA ET AL. 2008). Die Mdglichkeiten einer spezifischen HO-1-Hemmung sind stark
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limitiert. Metalloporphyrine, wie Zinn- und Zinkprotoporphyrin werden haufig in In-vitro-
Studien eingesetzt, zeigen hinsichtlich der Selektivitit gegeniiber der jeweiligen HO-
Isoform eine jedoch sehr unspezifische Wirkung (WONG ET AL. 2011, PODKALICKA ET AL.
2018). Zinnprotoporphyrin IX (SnPPIX) reguliert die HO durch einen dualen Mechanismus:
Es hemmt das Enzym an der katalytischen Einheit, indem es als kompetitives Substrat fiir
Ham fungiert. Gleichzeitig fordert SnPPIX die Synthese neuer Enzyme. Die HO-Hemmung
ist allerdings so ausgepragt, dass trotz der deutlichen Steigerung der Neusynthese die
Unterdriickung der H&am-Oxidation die vorrangig biologische Wirkung des
Metalloporphyrins ist. Dies hat jedoch den Nachteil, dass die HO-1-mRNA und
Proteinexpression erhoht werden (SARDANA & KAPPAS 1987). Eine genetische HO-1-
Hemmung durch RNA-Interferenz bietet eine Mdglichkeit, die HO-1 selektiv auszuschalten.
Eine Uberexpression der HO-1 zeigt in vielen Studien eine Reduktion des Myokardinfarkts
nach einem ischdmischen Ereignis. Dieses Ergebnis konnte in kardiospezifischen transgenen
HO-1-Maiusen gezeigt werden (YET ET AL. 2001). Im Modell der Herzinsuffizienz zeigt die
HO-1-Uberexpression einen positiven Effekt auf die Neovaskularisierung und hemmt die
Apoptose (WANG ET AL. 2010). Um Nebenwirkungen der konstitutiven HO-I1-
Uberexpression zu vermeiden, wurde ein Hypoxie-regulierender HO-1-Genvektor
entwickelt, der nur unter ischdmischen Bedingungen im Herzmuskel aktiviert werden kann
(TANG ET AL. 2005). AuBerdem wird die HO-1 fiir die angiogene Funktion von
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark bendtigt (GROCHOT-PRZECZEK ET AL. 2014), sie
beeinflusst die Endothelreparatur und spielt beim Schutz der Gefia3e eine Rolle (LIN ET AL.
2009). Eine Entziindung in den Gefdllen wird durch die HO-1 positiv beeinflusst und
unterstiitzt die Angiogenese (LOBODA ET AL. 2008). Eine Studie mit HO-1-transduzierten
Kaninchen zeigt, dass die Transplantation von autologen ADMSCs in Kombination mit der
HO-1-Transduktion eine Methode zur Verbesserung des Infarkt-geschéddigten Myokards
fiihren kann (YANG ET AL. 2012). Diese Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen der
HO-1 und der kardiovaskuldren Ischémie.

Dariiber hinaus deuten einige Studien darauf hin, dass eine {ibermifBige und lang anhaltende
HO-1-Expression die Zellfunktion und das Zelliiberleben negativ beeinflusst (CHEN ET AL.
2004, MARUHASHI ET AL. 2004). Eine erhohte Konzentration an CO (D'AMICO ET AL. 2006),
einem Hemmstoff der Atmungskette, sowie eine vermehrte Freisetzung von Eisen (SUTTNER
& DENNERY 1999) bilden in diesem Zusammenhang die zytotoxische Komponente. Des
Weiteren wird der HO-1-Induktion in gesunden Zellen eine Schliisselrolle bei der

Verhinderung der Karzinogenese zugeschrieben, wihrend eine anhaltende HO-1-Expression
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in der Tumorprogression mit einer gesteigerten Proliferation, Invasion und Metastasierung
der Tumorzellen korreliert sowie die Chemotherapieresistenz fordert (NITTI ET AL. 2017).

Dies macht den Einfluss der HO-1 sehr komplex und erfordert eine weitere Aufklarung der
Interaktion von HO-1 und ihren Zielgenen, welche an verschiedenen Erkrankungen beteiligt

sind.

1.4.5 HO-1-Polymorphismus

Bisher wurden nur zwei Berichte bekannt, bei denen ein HO-1-Mangel von Bedeutung war:
Die Anomalie des HO-1-Gens eines 6-jdhrigen Jungen geht mit zahlreichen klinischen
Auffilligkeiten  (Anidmie, Wachstumsverzogerung, = Endothelschddigung, Eisen-
ablagerungen) einher, welche auf eine fehlende HO-1-Expression zuriickzufiihren sind
(YACHIE ET AL. 1999). Der zweite Fall basiert auf einem 15-jdhrigen Médchen mit
intravaskuldrer Hamolyse gefolgt von einer Nephristis. Die festgestellte Mutation im HO-1-
Gen wird mit der Dysfunktion des HO-1-Proteins in Zusammenhang gebracht. Trotz
massiver Hémolyse war nach einer Nierenbiopsie kaum HO-1 nachweisbar
(RADHAKRISHNAN ET AL. 2011). Dies ldsst die Hypothese zu, dass die Expression von HO-1
unerlésslich in der menschlichen Physiologie ist. Obwohl ein HO-1-Mangel demnach
extrem selten ist, kann das Expressionsniveau sehr variabel sein, denn der Promotor von
HMOXT ist hoch polymorph (GROCHOT-PRZECZEK ET AL. 2012). Die mogliche klinische
Relevanz zeigt sich darin, dass die Polymorphismus-abhéingige Variabilitit des HMOX1-
Gens mit einem erhohten kardiovaskuldren Risiko assoziiert wird (LOBODA ET AL. 2008).
Die Ergebnisse beziiglich einer protektiven Wirkung von kiirzeren, aktiveren Allelen des
HMOX1-Promoters auf die Entwicklung von Restenosen, Arteriosklerose oder den Erfolg
von Transplantaten werden allerdings noch kontrovers diskutiert und erfordern

umfangreichere Studien (GROCHOT-PRZECZEK ET AL. 2012).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Aufkldrung eines protektiven Mechanismus, der ADMSCs
resistenter gegeniiber schéddlichen Einfliissen werden ldsst. Dies verbessert den potenziellen
therapeutischen Nutzen von ADMSCs in der allogenen und autologen Stammzelltherapie,
denn die hohe Zelltodrate nach einer MSC-Transplantation, verursacht durch oxidativen
Stress infolge einer Ischdmie, limitiert bislang den therapeutischen Einsatz. Die
Uberlebensrate transplantierter MSCs zu steigern, konnte ihre parakrine Wirkung
verldngern, nach einem Myokardinfarkt die noch vorhandenen Kardiomyozyten vor
Apoptose schiitzen und letztlich die Herzfunktion erhalten.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten serumfreien Versuchsbedingungen imitieren die
ischdmische Umgebung am Herzen nach einem Infarkt und stellen als Stress-Modell die
Grundlage der Untersuchungen mit ADMSCs dar. Anhand dieses Stress-Modells wird der
Einfluss von zwei Cannabinoiden, dem nicht psychoaktiven Phytocannabinoid CBD und
dem Endocannabinoid-Analogon MA, im Hinblick auf die Regulation der HO-1-Induktion,
die Autophagie und auf das Uberleben von ADMSCs untersucht.

Als Arbeitshypothese wurde eine HO-1-abhéngige Autophagie als Schutzmechanismus
postuliert.

Demzufolge umfassten die ersten Experimente folgende Schwerpunkte:
1. Konzentrations- und zeitabhéngige Induktion der HO-Isoformen
(Methoden: Western Blot, Real-time RT-PCR)
2. Konzentrations- und zeitabhidngige Regulation der Autophagie (LC3-II)
(Methode: Western Blot)

Ausgehend von dem Befund, dass Cannabinoide zu einer erhdhten HO-1-Expression und
gesteigerten Autophagie fiihren, waren die spezifischen Ziele dieser Arbeit:

1. Analyse der metabolischen Aktivitdit im Kontext mit der HO-1- und LC3-II-
Induktion
(Methoden: WST-1-Assay, Trypanblau-Fdrbung)

2. Untersuchung einer potenziellen Beteiligung Cannabinoid-sensitiver Rezeptoren
(Methoden: WST-1-Assay, Western Blot; Testsubstanzen: CBj-Rezeptor-Antagonist
AM-251, CB:-Rezeptor-Antagonist AM-630, TRPVI-Antagonist Capsazepin,
GPRS55-Agonist O-1602)

3. Analyse der funktionellen Konsequenz der HO-1-Induktion: Ist die Autophagie und
metabolische Aktivitdit HO-1-abhangig?
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(Methoden: WST-1-Assay, Western Blot, Inhibitorversuche unter Einsatz von: HO-
Inhibitor SnPPIX, HO-1-siRNA)

. Untersuchung der funktionellen Konsequenz der Autophagie-Induktion: Besteht
zwischen der metabolischen Aktivitit sowie der HO-1-Induktion ein Zusammenhang
zur Autophagie oder Apoptose?

(Methoden: WST-1-Assay, Western Blot; Testsubstanz: Autophagie-Inhibitor
Bafilomycin A1)

. Analyse der HO-1-Funktion und Apoptose-Neigung bei inhibierter Autophagie
(Methoden: WST-1-Assay, Western Blot; Testsubstanzen: Autophagie-Inhibitor
Bafilomycin A; und HO-Inhibitor SnPPIX)
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2 MATERIAL UND METHODEN

Diese Arbeit entstand in einer Kooperation zwischen dem Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie und dem Arbeitsbereich der Zellbiologie (Arbeitsgruppe Stammzellbiologie).
Beide Arbeitsbereiche sind der Universititsmedizin Rostock zugehorig. Die
Zellkulturarbeiten mit den ADMSCs wurden im Arbeitsbereich der Zellbiologie
durchgefiihrt. Alle weiteren Arbeiten fanden im Institut der Pharmakologie und Toxikologie
statt: WST-1-Assay, Zelllyse, Gelelektrophorese, Western-Blot, RNA-Isolation und Real-
time RT-PCR. Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind nachfolgend mit Nennung
des zugehorigen Herstellers und dessen Firmensitz tabellarisch aufgelistet. Eine

Beschreibung der durchgefiihrten Methoden schlie3t das Kapitel ab.

2.1 Material

2.1.1 Zellkulturmedien
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) - Komplettmedium
DMEM (1x) + Gluta-MAX™ - 4,5 g/l D-Glucose, Gibco® by Life Technologies™,

Pyruvat Darmstadt

10 % Foetal Bovine Serum (FKS) - Origin: South PAN™ Biotech GmbH,

Africa Aidenbach

1 % Pen Strep - 100 Units/ml Penicillin und Gibco® by Life Technologies™,
100 pg/ml Streptomycin Darmstadt

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) - serumfreies Medium
DMEM (1x) + Gluta-MAX™ - 4,5 g/l D-Glucose, Gibco® by Life Technologies™,

Pyruvat Darmstadt
1 % Pen Strep - 100 Units/ml Penicillin und Gibco® by Life Technologies™,
100 pg/ml Streptomycin Darmstadt
Transfektionsmedium
Opti-MEM®I Reduced Serum Medium Gibco® by Life Technologies™,
Darmstadt
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2.1.2 Substanzen und Chemikalien

Verwendung

Substanz/Chemikalie

Hersteller, Firmensitz

Stimulation

(-)-Cannabidiol
R(+)-Methanandamid

Biotrend, Koln
Tocris Bioscience, Bristol
(UK)

Antagonisten/Agonisten ~ AM-251 Biomol GmbH, Hamburg
AM-630 Biomol GmbH, Hamburg
Capsazepin Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
0-1602 Tocris Bioscience, Bristol
(UK)
Inhibitoren Bafilomycin A InvioGen, San Diego
(USA)
Tin Protoporphyrin IX Enzo Life Sciences
(SnPPIX) GmbH, Lorrach

Transfektionsversuche

Heme Oxygenase 1 siRNA
sc-35554

negative Control siRNA
Lipofectamin™ RNAIMAX

Santa Cruz
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg

Qiagen GmbH, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe

Losungsmittel fiir
Substanzen

Ethanol, absolut

Dimethylsulfoxid (DMSO)
HYBRI-MAX®; steril
Dimethylsulfoxid (DMSO);
unsteril

Walter CMP GmbH &
Co.KG, Kiel
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
AppliChem GmbH,
Darmstadt

Ansetzen/ Verdinnen von
Losungen

Ampuwa® Aqua ad iniectabilia

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad
Homborg v. d. H.

pH-Einstellung/
Losungsmittel SnPPIX

Natriumhydroxid Pldtzchen,
NaOH
Salzséure, HC1 37 %ig

AppliChem GmbH,
Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Flichendesinfektion Ethanol 70 % Apomix®, PKH GmbH,
Halle
Ethanol 70 % Walter CMP GmbH &
Co.KG, Kiel
Zellkultur 0,25 % Trypsin-EDTA (1x, mit  Gibco® by Life
Phenolrot) Technologies™,
Darmstadt

Bovine Serum Albumin
Solution, 35 % in DPBS
DPBS (ohne Ca/Mg)

DPBS (mit Ca/Mg)
Kollagenase, NB4 Standard

Grade von Clostridium
histolyticum
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Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
PAN™ Bijotech GmbH,
Aidenbach

PAA Laboratories
GmbH, Coélbe
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Verwendung Substanz/Chemikalie Hersteller, Firmensitz
Fortsetzung: Trypanblau-Ldsung (0,4 %) Gibco® by Life
Zellkultur Technologies™,
Darmstadt

Cell Proliferation Reagent Roche Diagnostics

WST-1 GmbH, Mannheim
Proteinlyse/ Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth GmbH & Co.
Gelelektrophorese/ (APS) KG, Karlsruhe
Western Blot/ Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie
Chemilumineszenz GmbH, Taufkirchen

p-Cumarsaure
Bromphenolblau

Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA)
Glycin

Glycerin, wasserfrei
H>02 30 %
HEPES

Leupeptin
Luminol

B-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver (Blotting Grad
Blocker)

Natriumchlorid (NaCl)

Orthovanadat

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Prestained SDS-PAGE
Standards

2-Propanol (Isopropanol)

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Sodiumdodecylsulfat (SDS),
Ultrapure

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
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Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH,
Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Ferak Berlin GmbH,
Berlin

Biomol GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Ferak Berlin GmbH,
Berlin

J. T. Baker, Griesheim
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
Bio-RAD, Miinchen

Zentralapotheke
Universitatsklinikum
(ZAP), Rostock

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
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Verwendung Substanz/Chemikalie Hersteller, Firmensitz
Fortsetzung: Tris Base AppliChem GmbH,
Proteinlyse/ Darmstadt
Gelelektrophorese/ Tris-HC1 AppliChem GmbH,
Western Blot/ Darmstadt
Chemilumineszenz Triton® X-100 Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe
Tween® 20 Carl Roth GmbH & Co.

KG, Karlsruhe

2.1.3 Puffer und Losungen

. Gehalt/
Verwendung Puffer/ Losung Substanz Menge Molaritit
SDS-Gele APS-Losung APS lg 10 %
Aqua ad iniectabilia ad 10 ml
Proteinlyse Aprotinin-Loésung  Aprotinin 1 mg 1,9 mg/ml
Aqua ad iniectabilia 526,3 ul
Blockieren Blockierungspuffer Milchpulver 5¢g 5%
von TBS-T ad 100 ml
Membranen
Laemmli- Bromphenolblau- Bromphenolblau 0,lg 1%
Puffer Losung Ethanol ad 10 ml
Chemi- Chemilumineszenz- Losung I + 11 1:1
lumineszenz- Losung
Analyse
Losung I Luminol 250 mM 250 ul 2,5 mM
(in DMSO)
p-Cumarsédure 90 mM 110 pl 400 uM
(in DMSO)
Tris-HCI pH 8,5 2,5ml 100 mM
Aqua ad iniectabilia ad 25 ml
Losung 11 H202 30 % 150 pul 5,4 mM
Tris-HCI pH 8,5 2,5 ml 100 mM
Aqua ad iniectabilia ad 25 ml
Chemi- p-Cumarséure- p-Cumarsaure 148 mg 90 mM
lumineszenz- Losung DMSO ad 10 ml
Losung
Strippen von  Glycin-Strip-Puffer
Membranen  5x Stocklosung Glycin 75,1 ¢g IM
pH 2,5 NaCl 146,1 g 25M
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml
1x Gebrauchs- Stocklosung (5x) 200 ml
16sung Aqua dest. ad 1000 ml
Gelelektro- Laufpuffer
phorese 10x Stocklosung Tris Base 303 ¢ 250 mM
Glycin 144,1 g 1,92 M
SDS 10g 1%
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml
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. Gehalt/
Verwendung Puffer/ Losung Substanz Menge Molaritit
1x Gebrauchs- Stocklosung (10x) 100 ml
16sung Aqua dest. ad 1000 ml
Proteinlyse Laemmli-Puffer 0,625 M Tris-HCI 2 ml 20 %
Lysepuffer (5x) (pH 6,8)
SDS lg 10 %
Glycerin, wasserfrei 5ml 50 %
B-Mercaptoethanol 0,5 ml 5%
Bromphenolblau- 0,5 ml 5%
Losung (1 % in EtOH)
Aqua ad injectablia ad 10 ml
Lysepuffer Leupeptin-Lésung  Leupeptin 0,5 mg 0,5 mg/ml
Aqua ad iniectabilia ad 1 ml
ECL-Losung Luminol-Ldsung Luminol 443 mg 250 mM
DMSO ad 10 ml
Proteinlyse Lysepuffer Lysis-Puffer (pH 7,4) I ml
Lysepuffer Aprotinin (1,9 mg/ml) 5,2 ul 10 pg/ml
Leupeptin (0,5 mg/ml) 2 pul 1 pg/ml
Orthovanadat (100 5l 0,5 mM
mM)
PMSF (100 mM) 10 ul 1 mM
Proteinlyse Lysis-Puffer pH 7.4 HEPES 2,38¢ 50 mM
Lysepuffer NacCl 1,75 g 150 mM
EDTA 58,5 mg I mM
Triton X-100 2 ml 1 %
Glycerin 20 ml 10 %
Aqua ad iniectabilia ad 200 ml
Lysepuffer Orthovanadat- Orthovanadat 0,184 ¢ 100 mM
Losung Aqua ad iniectabilia ad 10 ml
Lysepuffer PMSF-L6sung PMSF 0,174 g 100 mM
DMSO ad 10 ml
SDS-Gele SDS 10 % SDS 5¢g 10 %
Aqua ad iniectabilia ad 50 ml
Proteinlyse SDS-Probenpuffer 125 mM Tris HCI- 10 ml 62,5 mM
Ultraschall Losung (pH 6,8)
SDS 0,4¢g 2%
Glycerin 2 ml 10 %
Aqua ad iniectabilia ad 20 ml
Waschen von TBS pH 7.5 (10x) Tris-Base 121,1 g IM
Membranen NaCl 87,7¢g 1,5M
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml
Waschen von TBS-T TBS pH 7,5 (10x) 100 ml
Membranen Tween® 20 1 ml 0,1 %
Aqua dest. ad 1000 ml
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. Gehalt/

Verwendung Puffer/ Losung Substanz Menge Molaritit

Western Blot ~ Transfer-Puffer I

Tank 10x Transfer-Puffer Tris Base 303¢g 250 mM
Glycin 144,1 g 1.9M
SDS 5¢g 0,5 %
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml

Ix Transfer-Puffer =~ Transfer-Puffer (10x) 100 ml

Methanol 200 ml 20 %
Aqua dest. ad 1000 ml

Western Blot  Transfer-Puffer II Tris Base 3g 25 mM

Semi-Dry Glycin 252 ¢ 190 mM
Methanol 200 ml 20 %
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml

SDS-Gele Tris Base pH 6,8 Tris Base 303¢g 0,5 mM
Aqua ad iniectabilia ad 500 ml

SDS-Gele Tris Base pH 8,8 Tris Base 181,7 ¢ 1,5M
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml

ECL-Loésung  Tris-HCI pH 8.5 Tris-HCl 15,76 g IM
Aqua ad iniectabilia ad 100 ml

2.1.4 Antikorper

Tab.1  Auflistung der verwendeten priméren Antikorper
Antikorper Molek.ular- Spezies Verdiinnung  Hersteller, Firmensitz
gewicht
QT ;
anti-human HO-1 32 kDa Hase 11000 ~ Bnzo Life Sciences GmbH,
Lorrach
® 1 .
anti-human HO-2 36 kDa Hase 12000 ~ Enzo Life Sciences GmbH,
Lorrach
anti-human LC3A/B 14, 16 kDa Hase 1:500 Cell Signaling Technology™,
Frankfurt am Main
anti-human cleaved . Cell Signaling Technology®,
Caspase-3 17,19 kba Hase 1:50 Frankfurt am Main
anti-human B-Aktin 42 kDa Maus 1:10 000 Sigma-Aldrich,

Taufenkirchen

Tab.2  Auflistung der verwendeten sekundiren Antikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung  Hersteller, Firmensitz
Anti-Mouse IgG, HRP-linked Antibody Pferd 1:1000 Cell Signaling Te.chnologyv,
Frankfurt am Main
Anti-Rabbit-IgG, HRP-linked Antibody ~ Ziege 1:1000 Cell Signaling Technology,

Frankfurt am Main
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2.1.5 Primer-Sonden-Mixturen

Primer Hersteller, Firmensitz

HMOX1 TagMan®Gene Expression Assays
Nr. Hs01110251 ml ThermoFisher Scientific, Darmstadt
HMOX2 TagMan®Gene Expression Assays

Nr. Hs00157969 ml
Human ACTB (B-Aktin)
Nr. Hs99999903 ml

ThermoFisher Scientific, Darmstadt
TagMan®Gene Expression Assays
Applied Biosystems™, Darmstadt

2.1.6 Kits

Kit

Hersteller, Firmensitz

Dynabeads® CD34 Positive Isolation Kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit
RNeasy Mini Kit (250)

TagMan® RNA-to-Ct™ 1-Step Kit

Invitrogen, Karlsruhe,

Pierce, Rockford (USA)
Qiagen GmbH, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Firmensitz

1,5-ml-Reagiergefdfe fiir PCR
15-ml-R6hrchen, steril

15-ml-Réhrchen, steril (Cellstar®Tubes)
50-ml-Rohrchen, steril
50-ml-Rohrchen, steril (Cellstar®Tubes)
6-Well-Platten, steril (Cellstar™)
96-Well Reaction Plate fiir PCR
96-Well-Platten, unsteril

Amersham™ Protran™ (0.2 mm NC
BD Discardit™ II Spritze (10 ml; 20 ml)
BD Falcon® Cell Strainer (100 pm;
Nylonsieb, steril)

BD Falcon® Cell Strainer (40 pm;
Nylonsieb, steril)

Cell Counting Chambers SD100
Cell-Counting Slides

Combitips (0,5 ml; 2,5 ml; 5,0 ml; 10,0 ml;

25,0 ml)
Cryo.s™ Einfrierr6hrchen 2 ml

Eppendorf-Reaktionsgetfifle (0,5 ml; 2 ml;

amber)

Optical Adhesive Film fiir PCR
Pasteurpipette (230 mm, Glas, steril)
Pasteurpipette (Glas, unsteril)

PCR-Pipettenspitzen (0,1-10 pl; 10-200 pl;

100-1000 pl)
Pipettenspitzen (0,1-10 pl; 10-200 pl)
Pipettenspitzen (100-1000 pl)

Applied Biosystems, Darmstadt
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Applied Biosystems, Darmstadt
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Nexcelom Bioscience, Lawrence (USA)
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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Verbrauchsmaterial Hersteller, Firmensitz

Pipettenspitzen (500-25 000 pl) Nerbe Plus GmbH & Co. KG,
Winsen/Luhe

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Greiner Bio-One, Frickenhausen

B. Braun, Melsungen

B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Reaktionsgefia3e (0,5 ml; 1,5 ml; klar)
Rotilabo®- Blottingpapiere, Dicke 1,5 mm
Seropipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml)
Sterican® Einmalkaniile, 14G

Sterifix 0,2 umLuer Look
Zellkulturflasche (75 cm?)

2.1.8 Laborgerite

Gerit Hersteller, Firmensitz  Verwendung
7500 Fast Real-Time PCR Applied Biosystems, Thermocycler fiir Real-Time
System Darmstadt PCR
accu-jet® pro BRAND GmbH + Co Pipettierhelfer
KG, Wertheim
anthos htIl anthos Microsysteme Plattenreader
GmbH, Friesoythe
Axiovert 25 Carl Zeiss Microcopy Mikroskopieren
GmbH, Jena
BINDER CB150 Binder, Tuttlingen COz-Inkubator, Zellkultur
BINDER CB210 Binder, Tuttlingen COz-Inkubator

Cellometer® Mini

ChemiDoc™ XRS+ System

DynaMag™-15 Magnet
Gelelektrophoresekammer
Heraeus® HERAguard HPH
Infinite 200® PRO

Integra Vacusip
Kiihlschrank (4°C/ -20°C)
Kiihlschrank (-80°C)
Lichtmikroskop Wilovert
Luna [I™ Automated Cell
Counter

Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell
Mini-PROTEAN® 3 Multi-

casting Chamber
Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Nexcelom Bioscience,
Lawrence (USA)
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

Life Technologies
GmbH, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen
Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt
TECAN Deutschland

GmbH, Stadt Crailsheim

Integra Bioscience,
Fernwald

Liebherr, Ochsenhausen

Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt
Helmut Hund GmbH,
Wetzlar

Logos Biosystems,
Siidkorea

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinschen
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Zellzahlbestimmung
Zellkultur

Gelbilderfassung inkl.
Dunkelkammer und
Analysesoftware
CD34-Trennung,
Magnetpartikelkonzentrierer
Gelelektrophorese

Sicherheitswerkbank (RNA-
Arbeiten)
Plattenreader

Absaugsystem

Lagerung von Ldsungen/
Proteinproben
Lagerung von RNA-Proben

Mikroskopieren

Zellzahlbestimmung mit
Trypanblau
Blotkammer (Tankblot)

MehrfachgieBkammer fiir
Polyacrylamidgele
Gelelektrophoresekammer
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Geriit Hersteller, Firmensitz  Verwendung
Multipette Stream® Eppendorf AG, Pipettierhilfe
Hamburg
Nalgene®Mr.Frosty Sigma-Aldrich, Kryobehilter
Taufenkirchen
pipetus® Hirschmann® Pipettierhilfe, Zellkultur

PowerPac™ Basic Power

Supply
RW35-30V CAT

Sartorius BP211D
Sicherheitswerkbank
Stuart® SB161/ SB162
Thermomixer Comfort

Trans-Blot® SD Semi-dry

Electrophoretic Transfer Cell
Ultraschall-Homogenisator

Unimax orbital platform
shaker

VACUSAFE

Vortex-Genie® 2

Zentrifugen
Centrifuge 5415 C

Centrifuge 5417 C
Centrifuge 5417 R

Centrifuge 5810 R

VWR Galaxy MiniStar

Laborgerite, Eberstadt
Bio-Rad, Miinchen

Ingenieurbiiro CAT M.
Zipper GmbH,
Ballrechten-Dottingen
Sartorius AG, Gottingen
BioAir Instrument s.r.1.,
Siziano (Italien)

VWR International
GmbH, Hannover
Eppendorf AG,
Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Bandelin Elektronic,
Berlin

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,
Schwabach

Integra Bioscience,
Fernwald

Scientific Industries,
Inc., Bohemia (USA)

Eppendorf AG,
Hamburg
Eppendorf AG,
Hamburg
Eppendorf AG,
Hamburg
Eppendorf AG,
Hamburg

VWR International
GmbH, Hannover

Western Blot,
Gelelektrophores
Rollenmischer

Analysenwaage
Sterilbank
Magnetriihrer

95°C, Proteinlyse
Blotkammer (Semi-dry)

Proteinlyse Ultraschall

Schiittler inkl. Heizelement

und Inkubatorhaube
(Gewebeverdau)
Absaugsystem

Vortex Mixer

Proteinlyse Ultraschall,
kleine Zentrifuge
RNA-Isolation

4°C Kiihlung

Zellkultur; Proteinlyse
Ultraschall, grof3e
Zentrifuge
Mikrozentrifuge
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2.1.9 Software

Software Hersteller, Firmensitz Verwendung

7500 Software v2.0 Applied Biosystems™,  Analyse Thermocycler fiir
Darmstadt Real-Time PCR

Citavi 6.8 Swiss Academic Literaturverwaltungsprogramm
Software GmbH,
Widenswil (Schweiz)

GraphPad Prism® 5.0 Graphpad Software,Inc.  Erstellung von Graphen und
La Jolla (USA) statistische Auswertung

Microsoft Excel Microsoft Corporation,  Bearbeitung von Rohdaten
Redmont (USA)

Quantity One® 1-D Bio-Rad Laboratories Videodensitometrische

Analysis Software GmbH, Miinchen Analyse

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kaultivierung von ADMSCs

2.2.1.1 Isolation und CD34-Trennung

Die MSCs wurden aus menschlichem Fettgewebe durch Liposuktion gewonnen. Die
angewandte Technik ist auf die Tumeszenz-Lokalanisthesie von Jeffrey A. Klein (1987)
zuriickzufiihren. Diese Methode zur Absaugung von subkutanem Fettgewebe beinhaltet die
Applikation einer sterilen isotonischen Kochsalzlosung mit Arzneimittelzusitzen (v.a. eines
Lokalanésthetikums) durch  einige kleine Einstiche facherformig in  das
Unterhautfettgewebe. Dies macht eine groBflachige Lokalandsthesie moglich. Das Gewebe
wird durch die Volumenzugabe der Tumeszenz-Losung aufgeschwemmt und durch die
Einwirkzeit wird eine Verfliissigung der Fettpartikel im Gewebe erreicht. Die mit Fettzellen
angereicherte LoOsung wird anschlieBend abgesaugt und zur Stammzellgewinnung
verwendet. Die Liposuktion kann in Art und Weise der Absaugtechnik variieren, durch
Vibration oder Ultraschall wird bspw. die Entfernung der Fettzellen unterstiitzt. Der
Verwendung zu Forschungszwecken geht eine schriftliche Einwilligung jedes Patienten
voraus. Die Gewebespende wurde von der Ethikkommission der Universititsmedizin
Rostock unter der Registrierungsnummer A2013-0112 bewilligt (http://www.ethik.med.uni-
rostock.de/). Diese entspricht den ethischen Standards der Erkldrung des Weltirztebundes
von Helsinki.

Nach der Absaugung des Fettgewebes wurde innerhalb von 24 h nach Erhalt des Lipoaspirats
mit der Isolation der Stammzellen begonnen. Eine langere Wartezeit geht nach Erfahrung
der Arbeitsgruppe und entsprechend Literaturrecherche mit einer geringeren

Stammzellausbeute einher (CARVALHO ET AL. 2011, OTHMANI ET AL. 2019). Das gewonnene
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Lipoaspirat enthilt zerstorte Adipozyten, welche als fliissiges Fett oben aufschwimmen.
Darunter befindet sich die festere Gewebsphase, sie besteht aus Adipozyten, vaskuldrem
Bindegewebe und der stammzellreichen SVF. Die zuvor bei der Tumeszenz-Anisthesie
injizierte Kochsalzlosung und die bei der Liposuktion abgelosten Zellen und Blutzellen
bilden als fliissige Phase den untersten Teil des Lipoaspirats.
Die festere Gewebsphase wurde aus dem Lipoaspirat entnommen, um die SVF im ersten
Schritt zu isolieren. Durch Zugabe von Kollagenase wurde das entnommene Fettgewebe
verdaut. Nach weiteren Filtrations-, Wasch- und Zentrifugationsschritten enthielt das so
gewonnene SVF-Zellpellet noch Verunreinigungen, unter anderem Erythrozyten (BORA &
MAJUMDAR 2017). Angelehnt an die Methode von Patricia Zuk wurde nach folgendem
Protokoll isoliert (ZUK ET AL. 2001):
1. 30 ml Gewebe in ein 50-ml-Réhrchen mittels Seropipette {iberfithren
2. Zugabe von 5 ml Kollagenase und 5 ml DPBS (mit Calcium und Magnesium zur
Kollagenase-Stabilisation) = Kollagenaseendkonzentration 6 mg/ml
3. Gewebeverdau fiir 30 min bei 37°C und 100 rpm
4.  verdautes Gewebe iiber ein 100-pm-Nylonsieb in ein neues 50-ml-Réhrchen
filtrieren
5. Filtrat mit 10 ml DPBS/FKS (10 %) waschen und ca. 10 min sedimentieren
lassen > ,, Uberstand
6.  das Sediment iiber ein 40-um-Nylonsieb in ein neues 50-ml-Rdhrchen filtrieren
-, Filtrat”
7., Uberstand* und , Filtrat* 10 min bei Raumtemperatur (RT) und 400 g
zentrifugieren
8.  die Uberstiinde vorsichtig absaugen und das erhaltene Pellet in 10 ml DPBS/FKS
(10 %) resuspendieren und 5 min bei RT und 400 g zentrifugieren
9. das Zellpellet (SVF) in 12 ml Komplettmedium resuspendieren und in eine
75-cm?-Zellkulturflasche iiberfithren = Primérkultur
10. Inkubation der Zellen bei 37°C und 5 % COz im Brutschrank fiir ca. 24 h

Das Oberflachenantigen CD34 ist charakteristisch fiir frisch isolierte ADMSCs und
ermoOglicht eine weitere Trennung der Priméarkultur. Nach 20-24 h wurden die
CD34%-Zellen aus der adhirenten Subkultur mithilfe des Dynabeads® CD34 Positive
Isolation Kit von Invitrogen herausgefiltert. Die Angaben im folgenden Protokoll beziehen

sich auf die CD34-Trennung einer 75-cm?-Zellkulturflasche:
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10.

11.

12.

13.

. Beads waschen (Konzentration der Stammldsung 4 x 10% Beads/ml):

a) 30-40 pl CD34-Beads in 7 ml DPBS/0,1 % BSA (bovines Serumalbumin)
aufnehmen und in ein 15-ml-Réhrchen {iberfithren (die Beadmenge richtet sich
nach der Konfluenz der Primérkultur)

b) 15-ml-Réhrchen an den Magneten (DynaMag™-15 Magnet) stellen und den
Uberstand vorsichtig absaugen

¢) die gewaschenen Beads in 4 ml Komplettmedium aufnehmen

Zellen 2x mit DPBS waschen

Zugabe von 3-3,5 ml gewaschene Beads pro 75-cm?-Zellkulturflasche, durch

sofortiges Schwenken die Beads gleichméaBig verteilen

10-15 min bei 37°C im Brutschrank inkubieren und anschlieBend mikroskopisch

kontrollieren, ob geniigend Beads gebunden haben, ggf. die restlichen gewaschenen

Beads hinzugeben (wenn weniger als 3-5 Beads pro Zelle)

2x mit DPBS waschen

Zugabe von 1 ml 0,25 % Trypsin pro 75-cm*-Zellkulturflasche, durch sofortiges

Schwenken verteilen und ca. 5 min im Brutschrank bei 37°C inkubieren, durch

mikroskopische Kontrolle beobachten, ob sich die Zellen abgeldst haben

abtrypsinierte Zellen mit 7 ml DPBS/10 % FKS in ein 15-ml-R6hrchen iiberfiihren

Inkubation der Zellen auf einem Rollenmischer bei 4°C fiir 8 min

die Zellsuspension iiber ein 40-um-Sieb in ein neues 15-ml-Rohrchen tiberfithren

15-ml-Rohrchen an den Magneten stellen und den Uberstand vorsichtig absaugen,

die CD34"-Zellen werden durch die magnetischen Beads am Rand festgehalten

die Zellen in 7 ml DPBS/0,1 % BSA vorsichtig aufnehmen und erneut bei 4°C auf

einem Rollenmischer schwenken

15-ml-R6hrchen wieder an den Magneten stellen und den Uberstand vorsichtig
absaugen
die verbleibenden CD34"-Zellen sofort in 12 ml Komplettmedium resuspendieren

und in eine 75-cm*-Zellkulturflasche ausséien = Passage 1

2.2.1.2 Subkultivierung

Nach der Isolierung und CD34-Trennung wurden die ADMSCs in Komplettmedium bis zu
einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert und anschlieBend in einem Verhiltnis von 1:3
gesplittet.

Nach Erreichen der gewiinschten Zelldichte wurde das Medium abgesaugt und 2-mal mit

DPBS

gewaschen. Anschlieend wurde eine Trypsin-EDTA-Losung (0,25 %, 1 ml pro
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75 cm?) auf die Zellen pipettiert und 3-5 min im Brutschrank inkubiert. Das proteolytische
Enzym Trypsin spaltet in dieser Zeit die fiir die Zelladhision erforderlichen Proteine, sodass
die adhirenten ADMSCs abgeldst werden. Die fiir Zell-Zell-Kontakte notwendigen Ca?'-
Ionen werden durch das enthaltene EDTA gebunden. Nach mikroskopischer Kontrolle
wurde die Trypsinaktivitit nach max. 5 min mit ausreichend Komplettmedium gestoppt, um
eine Schiadigung der Zellen zu vermeiden. Die erhaltene Zellsuspension wurde bei 400 g und
RT fiir 5 min zentrifugiert, das erhaltene Zellpellet in Komplettmedium resuspendiert und
auf neue Zellkulturflaschen verteilt (1 ml Zellsuspension auf 11 ml Komplettmedium, 75
cm?). Nach 24 h wurde das Medium gewechselt, anschlieBend alle 2-3 Tage. Nach 3-5 Tagen
in einer Passage erfolgte ein Splitten im Verhéltnis 1:3. Auf diese Art und Weise wurden die
ADMSCs bis zur Passage 3 kultiviert. Alle Zellkulturversuche wurden mit Zellen der
Passage 4 durchgefiihrt.

2.2.1.3 Kryokonservierung

Die Kryokonservierung von ADMSCs erfolgte immer in Passage 2. Die Zellen wurden
2-mal mit DPBS gewaschen, abtrypsiniert und nach Abstoppen der Trypsinaktivitit mit
Komplettmedium bei RT 5 min bei 400 g zentrifugiert. Das Zellpellet einer konfluenten
75 cm?-Zellkulturflasche wurde in Komplettmedium resuspendiert. In einem Kryovial
wurden in der Zwischenzeit 350 pl FKS und 150 ul DMSO vorgelegt, bevor 1 ml der
Zellsuspension erginzt wurde. Das Kryovial wurde iiber Kopf geschwenkt und mindestens
fiir 4 h oder iiber Nacht bei -80°C gelagert, bis es in den Stickstoffbehélter iiberfiihrt wurde.
Je nach Bedarf wurden die Zellen aufgetaut und kultiviert, wobei die normale
Proliferationsrate sowie das Differenzierungspotenzial erhalten bleibt (MINONZIO ET AL.
2014)

In den meisten Versuchen wurden aufgetaute ADMSCs eingesetzt. Zum Auftauen wurden
10 ml warmes Komplettmedium in einem 50-ml-Réhrchen vorgelegt. AnschlieBend wurde
das Kryovial fiir 1 min im Wasserbad bei 37°C durch leichtes Schwenken angetaut, bevor
die Zellsuspension schrittweise in das vorgelegte Medium iiberfiihrt wurde. Hierbei ist ein
ziigiges Arbeiten erforderlich, denn das Kryoprotektivum DMSO ist bei RT zelltoxisch.
Zwei Zentrifugationsschritte bei RT und 400 g fiir 5 min entfernen weitestgehend das
DMSO, ohne einen zu groBen Zellverlust zu riskieren. Das Zellpellet wurde im
Komplettmedium resuspendiert und im Verhiltnis 1:3 gesplittet (75 cm?). Die Inkubation

erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5 % COx.
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2.2.1.4 Zellzahlbestimmung

Die ADMSCs wurden, wie bereits in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, abtrypsiniert. Das nach
Zentrifugation gewonnene Zellpellet wurde in 5-10 ml Komplettmedium resuspendiert und
20 ul dieser Zellsuspension fiir die Bestimmung der Zellzahl verwendet. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte mit einem PC-basiertem automatischem Zellzdhler, dem
Cellometer® Mini. Die Messmethode beruht auf dem Prinzip der Zihlung mit einem
Héamozytometer. 20 pl Zellsuspension wurden in ein Cell Counting Chambers pipettiert und
im Cellometer Mini analysiert. Vor jeder Messung wurde iiber die Anzeige des Images die
Probe fokussiert sowie die Zellgrole der ADMSCs mit 10-30 pm in der zugehdrigen
Software hinterlegt [ADMSC ca. 10-25 pm (BORA & MAJUMDAR 2017)]. Die Zellzahl wird
als Konzentration pro ml angezeigt. Uber Dreisatz konnte anschlieBend das benétigte

Volumen der Zellsuspension zur Versuchsaussaat berechnet werden.

2.2.1.5 Aussaat und Stimulation

In allen Versuchen wurden ADMSCs in einer Dichte von 20000 Zellen/cm? in
Komplettmedium ausgesit. Da die Versuche ausnahmslos in 6-Well-Platten durchgefiihrt
wurden, wurden jeweils 192 000 Zellen/Well ausgesiit.

Das Medium wurde am néchsten Tag gewechselt und nach weiteren ein bis zwei Tagen
durch das Stimulationsmedium ersetzt, wenn die erforderliche Konfluenz erreicht wurde.
Nicht bei jedem Spender erreichten alle ADMSCs die notwendige Konfluenz, sodass diese
Spender bei der Auswertung eliminiert wurden, da bei sehr geringen Zelldichten toxische
Effekte der Testsubstanzen beobachtet wurden (Inokulum-Effekt). Im Gegensatz zur
Isolation, CD34-Trennung und Subkultivierung der ADMSCs wurden die Versuche nicht im
Komplettmedium, sondern in serumfreiem Medium durchgefiihrt, mit der Prdmisse, den
Einfluss von Cannabinoiden (CBD, MA) unter nidhrstoffarmen Bedingungen zu beleuchten.
Vor der Stimulation wurde das Komplettmedium abgesaugt, die ADMSCs mit DPBS
gewaschen und serumfreies Medium neu hinzugefiigt. Die Stimulation erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 2 ml pro Well.

Die Prédinkubationszeit der Rezeptor-Antagonisten AM-251 (1 uM), AM-630 (1 uM) und
Capsazepin (1 uM) sowie des GPRS55-Agonisten O-1602 (1 uM) betrug 1h. Der
Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A; (100 nM) und der HO-Aktivitétsinhibitor SnPPIX
(25 uM) wurden 30 min prdinkubiert. Die Testsubstanzen wurden in Ethanol oder DMSO
gelost und mit DPBS verdiinnt, um eine Endkonzentrationen im Well von 0,1 % (v/v)
Ethanol (fiir CBD und MA) oder 0,1 % (v/v) DMSO (fir AM-251, AM-630, Capsazepin,

0-1602 und Bafilomycin A1) zu erhalten. SnPPIX ist in 1 M NaOH gel6st, wurde mit DPBS
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verdiinnt und anschlieBend mit 1 M HCL neutralisiert, um den Einfluss des alkalischen pH-
Wertes auf die Zellen zu minimieren. Es erfolgte eine pH-Wert-Kontrolle nach dem
Ansetzen der Losung mittels pH-Papier, auch um ein Auskristallisieren von SnPPIX im
Sauren zu verhindern.

Die NaOH-Endkonzentration im Well betrug 0,004 % (m/v). Als Vehikelkontrolle dienten
entsprechend 0,1 %ige Losungen von Ethanol und DMSO bzw. eine neutralisierte
0,004 %ige Losung von NaOH ohne Testsubstanzen (Konzentrationsangabe wahrend der
Inkubation). HO-1-siRNA und non-siRNA wurden entsprechend der Herstelleranweisung in
RNAse-freiem Wasser gel0st.

Fiir Kinetikversuche wurden 6 h, 24 h und 48 h als Zeitpunkte gewahlt. Bei allen weiteren
Versuchen erfolgte die Auswertung nach 24 h. Dies gilt fiir die Bestimmung der
metabolischen Aktivitdt mithilfe des WST-1-Tests, die Bestimmung der Zellzahl mittels
Trypanblau-Fiarbung und fiir die Transfektionsversuche mit HO-1-siRNA. Die Zelllysate
wurden in der Regel aus den gleichen Versuchsansidtzen gewonnen, wie eben genannt. Eine

RNA-Isolierung erfolgte zu den gleichen Zeitpunkten.

2.2.2 WST-1-Test

Die metabolische Aktivitdt wurde mittels Zell-Proliferations-Reagenz WST-1 (4-[3-(4-
Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) von der Firma
Roche bestimmt. Das stabile Tetrazoliumsalz WST-1 wird durch einen komplexen
zelluldiren Mechanismus, welcher vorwiegend an der Zelloberfliche stattfindet, in das
losliche Formazan reduziert. Aufgrund der negativen Molekiilladung des 16slichen
Formazans ist dieses nicht membrangéngig, sodass die Zugabe eines Elektronenakzeptors
wie mPMS (1-Methoxy-phenazin-5-Methosulfat) die extrazelluldre Farbreduktion von
WST-1 erleichtert. Das zellulare Reduktionsmittel NADH, welches aus dem
mitochondrialen Tricarbonsdurezyklus stammt, ist der entscheidende Cofaktor fiir den
Elektronentransport {iber die Plasmamembran und folglich fiir die Reduktion von WST-1
zum Formazan (BERRIDGE ET AL. 2005). Diese Reaktion wird begleitet von einem
Farbumschlag, welcher mit einem Plattenreader bei einer Wellenlinge von 450 nm
(Referenzwellenldnge: 690 nm) gemessen werden kann. Die Intensitét der Farbung ist direkt
proportional zur Anzahl der lebensfahigen Zellen und liefert folglich eine Einschédtzung der
metabolischen Zellaktivitét.

Fiir den Versuchsansatz wurden, wie in Kapitel 2.2.1.5 bereits beschrieben, die ADMSCs

ausgesit und stimuliert. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und je 1 ml
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serumfreies Medium pro Well hinzugefiigt. Die WST-1-Losung wurde kurz auf RT erwérmt,
bevor 100 pl in jedes Well pipettiert wurden. Es folgte eine 20 bis 40-miniitige Inkubation
im Brutschrank, je nach Fortschreiten des Farbumschlages. Damit der Farbumschlag
photometrisch gemessen werden konnte, wurden aus jedem Well 3-4x 80 pl des Uberstandes
in eine 96-Well-Platte iibertragen, sodass ein Mittelwert fiir die Auswertung gebildet werden
konnte. Der Farbumschlag wurde bei den ersten Versuchen mit dem anthos htlI Plattenreader
gemessen. Aufgrund von Reparaturarbeiten wurden alle weiteren Messungen mit dem
Infinite 200® PRO Plattenreader der Firma TECAN durchgefiihrt.

Bei jeder Messung der metabolischen Zellaktivitdt wurde auch die Extinktion des Blank-
Wertes ermittelt, um den Einfluss des Mediums zu eliminieren. Der Blank-Wert beinhaltet
die Messung von serumfreiem Medium mit der entsprechenden Menge an WST-1-Ldsung
ohne Zellen bei gleicher Inkubationszeit. Fiir die Auswertung der metabolischen Aktivitét
wurde die Vehikelkontrolle als 100 % definiert und die Messwerte der mit den
Testsubstanzen behandelten ADMSCs auf diese bezogen.

Der Bestimmung der metabolischen Aktivitdt schloss sich bei den meisten Versuchsansédtzen

eine Zelllyse fiir weitere Analysen auf Proteinebene an, siche Kapitel 2.3.1.

2.2.3 Trypanblau-Firbung

Trypanblau gehort zu der Gruppe der Azofarbstoffe, dessen Anion an Zellproteine bindet.
Der Farbstoff dringt selektiv nur in abgestorbene Zellen ein, da die Membran durchléssig
geworden ist und somit ein Eindringen in das Cytoplasma ermdglicht. Von lebenden Zellen
kann Trypanblau nicht absorbiert werden, weil seine MolekiilgroBe ein Passieren der
intakten Zellmembran unmdglich macht. Aus diesem Grund handelt es sich bei der
Trypanblau-Fiarbung um eine Ausschlussfarbung und wird zur Einschédtzung der Viabilitét
von Zellen sowie zur Bestimmung der Zellzahl verwendet (STROBER 2001). Letzteres war
die Rationale fiir den Einsatz der Trypanblau-Farbung in der vorliegenden Arbeit. Bei einer
Durchfithrung des WST-1-Tests und einer Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Féarbung
konnen Riickschliisse hinsichtlich einer verdnderten Proliferationsrate und/oder einer
verdnderten metabolischen Aktivitdt von ADMSCs gezogen werden.

Wie in Kapitel 2.2.1.5 bereits beschrieben, wurden die ADMSCs in 6-Well-Platten ausgesit
und mit den Testsubstanzen oder der entsprechenden Vehikelkontrolle stimuliert. Das
Medium wurde nach einer Inkubationszeit von 24 h abgesaugt und nach zwei weiteren
Waschschritten mit DPBS wurden die Zellen mit 128 ul Trypsin-EDTA-Ldsung pro Well
abtrypsiniert. Nach dem Stoppen der Reaktion mit 500 pul Komplettmedium wurde die pro
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Well erhaltene Zellsuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl tiberfiihrt und bei RT und
400 g fiir 5 min zentrifugiert. Jedes Zellpellet wurde in serumfreiem Medium resuspendiert,
damit die Trypanblau-Messung nicht durch das Serum im Komplettmedium beeinflusst
wird. Von jeder Probe wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl einer 0,4 %igen
Trypanblau-Losung gemischt. 10 pl von dieser Probe wurden in ein Cell-Counting Slide
tiberfiihrt (die restliche Zellsuspension wurde auf Eis gestellt). Es erfolgte eine sofortige
Messung im Luna II™ Automated Cell Counter, weil eine zu lange Einwirkzeit der
Trypanblau-Losung zytotoxisch wirken kann und somit das Ergebnis verfalschen konnte. Es
folgte eine automatische Zellzahlbestimmung (ZellgroBe 10-30 um) und Auswertung
hinsichtlich der Gesamtzellzahl mit der Gliederung in lebende und abgestorbene Zellen. In
der graphischen Darstellung wurde die Zellzahl/ml fiir jede Probe angegeben.

Die Zellsuspension auf Eis wurde nach der Trypanblau-Farbung fiir eine Proteinlyse bei 4°C
und 400 g fiir 5 min zentrifugiert, mit 100 pul kaltem DPBS gewaschen und mit 45 pl
Lysepuffer 30 min geschiittelt auf Eis lysiert, siche Kapitel 2.3.1.

2.2.4 siRNA-Transfektion

Der Knockdown der HO-1-Proteinexpression erfolgte mit Lipofectamine™ RNAIMAX-
Transfektionsreagenz. Die verwendete siRNA-Sequenz (small interfering RNA) zielte auf
die HO-1-mRNA ab. Diese HO-1-siRNA (sc-35554, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
wiederum ist ein Gemisch aus drei zielspezifischen 19 bis 25 Nukleotid langen siRNAs. Das
Einschleusen der HO-1-siRNA erfolgte mittels Reverser Transfektion. Dazu wurden die
ADMSCs, wie in Kapitel 2.2.1.5 bereits dargestellt, fiir die Aussaat abtrypsiniert, ausgezéahlt
und die entsprechende Zellzahl (192 000 Zellen/Well) in neuem Komplettmedium
resuspendiert. Parallel wurden die Transfektionskomplexe wie folgt hergestellt: 3 pl einer
10 uM HO-1-spezifischen siRNA (HO-1-siRNA) oder 1,5 pul einer 20 uM non-silencing
siRNA (non siRNA) Stammlosung wurden mit 5 pl Lipofectamin™ RNAiIMAX in 500 ul
OptiMEM®  (Transfektionsmedium) pipettiert. Die non siRNA diente dabei als
Negativkontrolle, um einen spezifischen Knockdown aufzuzeigen. Dieser Ansatz reichte fiir
ein Well einer 6-Well-Platte. Die Komplexe wurden vorsichtig gemischt und fiir ca. 20 min
bei RT inkubiert. 2ml Zellsuspension wurden nach Zugabe von 500 pl
Tranfektionskomplex pro Well ausgesit. Die Endkonzentration der siRNA betrug 12 nM.
Nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurde der Uberstand abgesaugt und die ADMSCs,

wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben, in serumfreiem Medium stimuliert. Nach weiteren 24 h
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wurde die Stoffwechselaktivitdt mittels WST-1-Reagenz bestimmt und die adhérenten

Zellen fiir die Western-Blot-Analyse gewonnen.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

Der Einfluss der Testsubstanzen auf die HO-1- und HO-2-Proteinexpression wurde mittels
Western Blot analysiert. Mit der gleichen Methode wurde die Umwandlung von LC3A/B-I
in LC3A/B-Il und die Spaltung der Caspase-3 untersucht. Nach erfolgter
Probenvorbereitung durch Zelllyse wurden die erhaltenen Proteingemische mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt, bevor die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen wurden (Semi-dry- bzw. Tank-Blot). AnschlieBend
erfolgte die Proteindetektion mit spezifischen Antikdrpern und eine quantitative Auswertung

mithilfe der Quantity One® 1-D Analysis Software von der Firma Bio-Rad.

2.3.1 Zelllyse

Die ADMSCs wurden in 6-Well-Platten ausgesit und stimuliert, wie in Kapitel 2.2.1.5
beschrieben. Nach dem jeweiligen Inkubationszeitpunkt wurden die Proteine geerntet. Bei
den meisten Versuchsansitzen ging der Proteinernte ein WST-1-Test oder eine
Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Féarbung voraus.

In den ersten Versuchen wurden die Proteine HO-1, HO-2 und LC3A/B-I/Il im Western Blot
analysiert. Aufgrund der daraus resultierenden Ergebnisse wurde in weiteren Experimenten
die Spaltung der Caspase-3 auf Proteinebene betrachtet. Die erfolgreiche Detektion der
Caspase-3-Spaltung im Western Blot gestaltet sich mitunter problematisch, sodass die
Proben nicht wie zuvor mit Lysepuffer und einem Zellschaber lysiert wurden, sondern
mithilfe von Ultraschall. Nach der Gelelektrophorese wurden diese Proteinproben mittels
Semi-dry- und nicht wie zuvor mittels Tank-Blot auf eine Nitrocellulosemembran

transferiert. Nachfolgend werden beide Methoden beschrieben.

2.3.1.1 Zelllyse mit Lysepuffer

Nach dem jeweiligen Inkubationszeitpunkt wurde das Medium entfernt, die 6-Well-Platte
auf Eis gestellt, die Zellen mit kaltem DPBS gewaschen und griindlich abgesaugt. Es folgte
die Zugabe von 80 pl Lysepuffer bei sofortiger Zelllyse oder 100 ul Lysepuffer bei Lagerung
der 6-Well-Platte bei -20°C fiir eine spétere Zelllyse. Der Lysepuffer setzt sich, wie unter
Punkt 2.1.3 angegeben, aus dem Lysis-Puffer pH 7,4 und den Protease- und Phosphatase-
Inhibitoren Leupeptin, Orthovanadat, Aprotinin und PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

zusammen.
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Die Zellen wurden mit einem weichen Zellschaber vom Plattenboden abgelost, mit dem
Lysepuffer aufgenommen und jeweils in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfiihrt. Es
folgte eine 30-miniitige Zelllyse auf Eis unter mehrmaligem Vortexen, bevor die Lysate bei
14 000 rpm und 4°C fiir 5 min zentrifugiert wurden. Die Uberstinde wurden jeweils in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefdl pipettiert und das Pellet verworfen. Fiir die

Proteinbestimmung wurden 5 ul des Lysats separiert. Die Lysate lagerten bei -20°C.

2.3.1.2 Zelllyse mit Ultraschall

Fiir die Zelllyse mit Ultraschall wurde nach der Inkubationszeit der Testsubstanzen oder der
Vehikelkontrolle das Medium in ein 15-ml-Roéhrchen tiberfiihrt, sodass die Zellen aus dem
Uberstand mit analysiert werden konnten. AnschlieBend wurde der Zellrasen in der 6-Well-
Platte mit DPBS gewaschen, bevor die Zellen mit 128 pl Trypsin (0,25 %) abtrypsiniert
wurden. Nach der Zugabe von 500 pl Komplettmedium (Abstoppen der Trypsinreaktion)
wurde die Zellsuspension ebenfalls in das 15-ml-Réhrchen iiberfiihrt und bei 500 g und RT
fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt,
und auf das verbleibende Pellet wurden 50 pl SDS (Sodiumdodecylsulfat)-Probenpuffer
pipettiert (ohne B-Mercaptoethanol und Bromphenolblau, Zusammensetzung siehe 2.1.3.).
Nach kurzem Auflockern des Zellpellets im SDS-Probenpuffer wurde jede Probe in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und 5 min bei 95°C im Thermomixer erhitzt.
Das beim Erhitzen entstehende Kondenswasser wurde fiir wenige Sekunden bei 13 000 rpm
vom Deckel des Eppendorf-Reaktionsgefiles abzentrifugiert. Jede Probe wurde
anschlieBend ca. 10 s mithilfe von Ultraschall homogenisiert und bei 13 000 rpm und RT fiir
3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiB pipettiert,
das Pellet verworfen und 5 pl fiir die Proteinbestimmung separiert. Zu jeder Proteinprobe
wurden anschlieBend 2 pl B-Mercaptoethanol hinzugefiigt. Die Zugabe erfolgte erst zu
diesem Zeitpunkt, da f-Mercaptoethanol die Proteinbestimmung stoéren konnte. Die Proben

wurden bei -20°C gelagert.

2.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit bestimmt. Dieser
basiert im ersten Schritt auf der Biuret-Reaktion. Zweiwertige Kupferionen (Cu*") werden
dabei durch die Peptidbindungen der Proteine im alkalischen Milieu quantitativ zu
einwertigen Kupferionen (Cu") reduziert. Diese bilden anschlieBend mit zwei Molekiilen der
Bicinchoninsdure (BCA) einen wasserloslichen Komplex, der aufgrund seiner violetten

Férbung bei einer Wellenldnge von 562 nm photometrisch bestimmt werden kann (SMITH
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ET AL. 1985), wobei die Absorption anndhernd linear zu der Proteinkonzentration (im
Bereich von 20-2000 pg/ml) steigt.

Bei jeder Proteinbestimmung wurde eine Eichgerade erstellt. Zu diesem Zweck beinhaltet
das verwendete Kit einen Albumin-Standard (2 mg/ml Rinderserumalbumin), welcher im
ersten Schritt 1:1 mit Aqua ad iniectabilia verdiinnt wurde und im Weiteren der Herstellung
einer Verdiinnungsreihe (0 - 0,02 - 0,04 - 0,1 - 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1,0 pg/ul) diente.

Die Lysate wurden langsam auf Eis aufgetaut und anschlieBend 1:10 mit Aqua ad iniectabilia
verdiinnt. Auf eine 96-Well-Platte wurden jeweils 10 upl des Standards als
Doppelbestimmung und 10 pl des verdiinnten Lysats als Dreifachbestimmung pipettiert.
Anschliefend wurden 200 pl Working Reagent in jedes Well pipettiert. Das Working
Reagent besteht aus 50 Teilen Reagent A (enthélt Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat,
Bicinchoninsdure und Natriumtartrat in 0,1 M NaOH) und 1 Teil Reagent B (enthélt
4 % Kupfersulfat). Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurde die Absorption
bei 570 nm mit dem anthos htll Plattenreader gemessen. Aufgrund von Reparaturarbeiten
wurden weitere Messungen mit dem Infinite 200® PRO Plattenreader der Firma TECAN
durchgefiihrt. Der Wechsel des Gerites ist vertretbar, da bei jeder Proteinbestimmung der
mitgefiihrte Standard und die Probe unter gleichen Bedingungen gemessen wurden. Die
Proteinkonzentration (pg/ul) der Proben wurde mithilfe der Eichgeraden und unter

Berticksichtigung des Verdiinnungsfaktors berechnet.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht in einem Polyacrylamidgel. Daflir muss die Quartér-, Tertidr- und
Sekundarstruktur der Proteine aufgelost werden, sodass sie in linearer Form vorliegen. Dies
wird zum einen durch die Zugabe von [-Mercaptoethanol (Reduktion der
Disulfidbriickenbindung) und dem anionischen Detergens SDS (Spaltung der
Wasserstoftbriickenbindungen) sowie durch anschlieBendes Erhitzen des Proteingemischs
auf 95°C fiir 5 min erreicht. Des Weiteren bindet SDS Proteine und iiberdeckt aufgrund
seiner negativen Ladung die Eigenladung jedes Proteins, wodurch eine Auftrennung
ermoglicht wird. Der SDS-Protein-Komplex wandert beim Anlegen einer Spannung von der
Kathode (negativer Pol) zur Anode (positiver Pol). Die Proteingro3e bestimmt dabei die
Geschwindigkeit des Proteins.

Das verwendete Polyacrylamidgel setzt sich, wie von U.K. Laemmli 1970 beschrieben, aus

einem pH-neutralen Sammelgel und einem basischen Trenngel zusammen (LAEMMLI 1970).
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Aufgrund des pH-Gradienten und der groeren Porenweite im Polyacrylamidgel
(4 % Acrylamid) konnen sich die Proteine im Sammelgel bis zum Ubertritt in das Trenngel
auf gleicher Hohe sammeln. Das Trenngel ist kleinporiger (12 % Acrylamid) als das
Sammelgel. Entscheidend dafiir ist der prozentuale Anteil an Acrylamid im Gel, ein hoher
Anteil filhrt zu einer stirkeren Quervernetzung und folglich zu kleinen Poren. Diese
Vernetzung wird durch Tetramethylethylendiamin (TEMED) und
Ammoniumperoxodisulfat (APS) katalysiert und sollten erst kurz vor dem Giefen des Gels
hinzugefiigt werden.

Fiir die Gelelektrophorese wurden 12 %ige Gele in einer Dicke von 1,5 mm (Tank-Blot) und
0,75 mm (Semi-Dry-Blot) verwendet. Die Polymerisation der Gele erfolgte in einer
MehrfachgieBkammer (Mini-PROTEAN 3 Multi-casting Chamber, Bio-Rad). Dafiir
wurden, wie in Tab. 3 angegeben, die jeweiligen Gelkomponenten pipettiert und die
erhaltene Losung zwischen zwei Glasplatten gegossen, zuerst das Trenngel (ca. dreiviertel
des Gesamtgelvolumens), welches mit Isopropanol iiberschichtet wurde, um eine gerade
Grenzflache zwischen Sammel- und Trenngel zu gewéhrleisten. Nach ca. 30 min wurde der
Isopropanol zwischen den Glasplatten entfernt, mit Sammelgel bis zur Kante aufgefiillt und
die entsprechenden  Abstandshalter (0,75 mm bzw. 1,5 mm) eingebracht. = Die
Auspolymerisierung war nach weiteren 30 min abgeschlossen. Die Gele wurden in feuchten

Tiichern bei 4°C im Kiihlschrank (max. 7 Tage) gelagert.

Tab.3  Zusammensetzung fiir vier 12 %ige Polyacrylamidgele

Trenngel (12 %)  Sammelgel (4 %)

pH 8.8 pH 6,8
Aqua ad iniectabilia 10,15 ml 9,15 ml
1,5 M Tris-Base pH 8,8 7,5 ml -
0,5 M Tris-Base pH 6,8 - 3,75 ml
10 % (w/v) SDS 300 pl 150 pl
é%rﬁ/lo'%"‘g/(y]ilsvj/c‘f)y lamid 11,9 ml 1,95 ml
TEMED 18ul 15 pl
10 % (w/v) APS 150 pul 75wl

Die Gele wurden in eine Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN®Tetra Cell System, Bio-
Rad) eingespannt und mit 1x Laufpuffer befiillt, welcher die notwendige Leitfdhigkeit
bewirkt. Vor der Beladung des Gels mit den Proben erfolgte eine Probenvorbereitung,
welche sich aufgrund der unterschiedlichen Lysatgewinnung unterscheidet:

a) Probenvorbereitung nach Zelllyse mit Lysepuffer: Die Zelllysate wurden

entsprechend ihrer Proteinkonzentration mit Aqua ad iniectabilia verdiinnt. Die
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Proben wurden jeweils mit 10 ul 5x Laemmli-Puffer versetzt und fiir 10 min bei
95°C im Thermomixer erhitzt, sodass die Proteine durch die hohe Temperatur
denaturierten. Damit die Proben beim Beladen des Gels in die Taschen einsinken,
enthdlt der Laemmli-Puffer Glycerin zur Erhéhung der Probendichte. Zur
Markierung der Laufmittelfront wurde der anionische Farbstoff Bromphenolblau
dem Laemmli-Puffer zugefiigt, denn aufgrund seiner relativ geringen Molekiilgro3e
wandert dieser schneller als Proteine. Der Laemmli-Puffer enthdlt des Weiteren
B-Mercaptoethanol und als anionisches Detergens SDS, um die komplexe
Proteinstruktur, wie bereits beschrieben, aufzuheben. Die Proteinproben konnten
anschlielend in die Geltaschen eingebracht werden.

b) Probenvorbereitung nach Zelllyse mit Ultraschall: Die Proteinproben der Zelllysate

wurden entsprechend ihrer Proteinkonzentration mit SDS-Probenpuffer verdiinnt.
Dieser enthilt ebenfalls Glycerin zur Steigerung der Probendichte, damit diese in die
Geltaschen einsinken konnen. Als Marker fiir die Laufmittelfront wurde jeder Probe

vor dem Einbringen in die Geltasche 0,5 pul Bromphenolblau-Ldsung zugefiigt.

Die Gelelektrophorese erfolgte zu Beginn bei einer Stromstdrke von 15 mA pro Gel. Nach
dem Ubertritt der Probenfront in das Trenngel wurde die Stromstiirke auf 25 mA pro Gel
erhoht. Als GroBenstandard wurde der Prestained SDS-PAGE-Standard (broad range,
Katalog-Nr. 1610318) von Bio-Rad verwendet. Nach erfolgter Auftrennung der
untersuchten Proteine wurde die Gelelektrophorese gestoppt. Im néchsten Schritt erfolgte
eine Ubertragung der aufgetrennten Proteine mittels Western Blot auf eine

Nitrocellulosemembran.

2.3.4 Waestern Blot

Es wurden unterschiedliche Varianten entwickelt, um Proteine nach einer Auftrennung in
Gelen auf eine Membran fiir weitere Analysen zu iibertragen. Towbin et al. beschrieben zum
ersten Mal eine elektrophoretische Ubertragung von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf
eine Nitrocellulosemembran. Die Proteine waren mithilfe immunologischer Verfahren auf
der Membran nun quantitativ nachweisbar (TOWBIN ET AL. 1979). Nach diesem Prinzip
wurden die Proteine nach der SDS-PAGE auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.
Dieser Transfer erfolgte durch Anlegen einer Spannung, wodurch die Proteine aufgrund
threr negativen Ladung (SDS-Protein-Komplex) zur Kathode wandern und infolge

hydrophober Wechselwirkungen an der Membran haften bleiben.
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Beim elektrophoretischen Proteintransfer werden zwei Verfahren unterschieden: Tank-Blot

(TOWBIN ET AL. 1979) und Semi-Dry-Blot (KYHSE-ANDERSEN 1984). In der vorliegenden

Arbeit kamen beide Verfahren zur Anwendung und werden im Folgenden beschrieben.

a)

b)

Tank-Blot: Der Aufbau eines Tank-Blots erfolgte nach dem Sandwich-Verfahren
(Abb. 9). Die Membran und die Filterpapiere wurden auf die Gelgrée zugeschnitten
und zusammen mit den pordsen Schwdmmen vollstindig mit Transferpuffer I
benetzt, ein luftblasenfreier Zusammenbau ist fiir das Ergebnis von Bedeutung. Die
Sandwich-Halterung wird vertikal in einen mit Transferpuffer I gefiillten Tank (Mini
Trans-Blot®Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad) eingesteckt. Da wiihrend des
Blottens Wérme freigesetzt wird, erfolgte der Transfer mit einem Eispack zur
Wiérmeabfuhr und mit kaltem Transferpuffer I, da sich sonst die Transferrate
verschlechtert. Die Protein-SDS-Bindung wird durch den im Transferpuffer
enthaltenen Methanol gelost, sodass die Proteinbindung zur Membran erhoht wird.
Es wurden 1,5 mm Polyacrylamidgele bei der Elektrophorese fiir den Tank-Blot
verwendet.

Der Transfer erfolgte bei 200 mA pro Membran iiber 90 min.

Semi-Dry-Blot: Der Aufbau des Semi-Dry-Blots erfolgte prinzipiell auch nach dem

Sandwich-Verfahren, jedoch in horizontaler Form (Abb. 9). Auf die untere
Elektrodenplatte der Blotting-Apparatur (Trans-Blot® SD Semi-dry Electrophoretic
Transfer Cell, Bio-Rad) werden ein Filterpapier, die Membran, das Gel und ein
weiteres Filterpapier Schicht fiir Schicht luftblasenfrei aufeinandergelegt, nachdem
diese zuvor mit Transferpuffer II vollstindig angefeuchtet wurden. Die obere
Elektrodenplatte wird aufgelegt und Spannung zwischen den Elektrodenplatten
angelegt. Der Transferpuffer I enthélt ebenfalls Methanol, um die Proteinbindung
zur Membran zu erhdhen. Fiir den Semi-Dry-Blot wurden ausschlielich 0,75 mm
Polyacrylamidgele bei der vorangegangenen Elektrophorese verwendet, weil
diinnere Gele eine kiirzere Transferzeit ermoglichen.

Der Transfer von zwei Membranen erfolgte bei 240 mA und konstanten 15 V fiir

75 min.

Nach dem Transfer wurde die Membran in ein 50-ml-Rohrchen tiberfithrt und die Reste des

Transferpuffers mit TBS-T (Tris-buffered saline mit Tween® 20) abgewaschen. Der

vorgefarbte Grofenstandard auf der Membran zeigte den Transfererfolg an.

54



Material und Methoden
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Abb.9  Schematische Darstellung der verwendeten Blotting-Verfahren. A Aufbau eines Tank-Blots. B
Aufbau eines Semi-Dry-Blots. Die Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus Der

Experimentator: Immunologie (LUTTMANN ET AL. 2014).

2.3.5 Immundetektion und Chemilumineszenz-Analyse

Die spezifische Proteindetektion beruht auf einer Antigen-Antikorper-Bindung. Ein
antigenspezifischer, unmarkierter Primérantikorper bindet an dem spezifischen Epitop des
gesuchten Proteins. AnschlieBend bindet ein mit Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish
peroxidase) konjugierter Sekundirantikorper am konstanten Teil des Primérantikorpers,
wodurch ein indirekter Proteinnachweis erfolgt.

Nach erfolgreichem Proteintransfer wurden zuerst die unspezifischen Proteinbindestellen
auf der Membran durch Inkubation mit einem Blockingpuffer (5 % Milchpulver in TBS-T,
30-60 min) bet RT auf einem Rollenmischer gesittigt. Die folgenden Wasch- und
Inkubationsschritte wurden ebenfalls alle auf einem Rollenmischer durchgefiihrt. Die
geblockte Membran wurde 3x 5 min mit TBS-T gewaschen, bevor die Inkubation des
entsprechenden Primdrantikdrpers bei 4°C {iber Nacht erfolgte. Alle verwendeten
Antikorper wurden in 5 %igem Milchpulver angesetzt (Verdiinnung der Antikorper, sieche
2.1.3). Am darauffolgenden Tag wurden die ungebundenen Antikorper durch 3x 5 min
Waschen mit TBS-T entfernt. Bei der Analyse der Caspase-3 erfolgte der Waschschritt mit
TBS-T in einem 2x 15 min Rhythmus. Der jeweilige Sekundérantikdrper wurde 1 h bei RT
inkubiert und konnte in dieser Zeit am Primérantikorper binden. Nach weiteren drei
Waschschritten mit TBS-T fiir jeweils 5 min erfolgte der Proteinnachweis mithilfe einer
Chemilumineszenz-Lésung. Diese wurde zuvor in gleichen Anteilen aus Losung I und

Losung II hergestellt und auf RT erwédrmt. Die Membran wurde im ChemiDoc™ XRS+
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System (ChemiDoc, Bio-Rad) mittig platziert, mit 2 ml der Chemilumineszenz-Losung
gleichméafBig benetzt und im Dunklen inkubiert.

Die verwendeten Sekundirantikérper sind mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt,
wodurch die Oxidation des in der Chemilumineszenz-Lésung enthaltenen Luminols unter
Anwesenheit von H>O; katalysiert wird. Bei dieser enzymatischen Reaktion wird Licht
emittiert, dessen Intensitdt mithilfe des ChemiDoc detektiert wurde. Die Entwicklungszeiten
der Membran variierten je nach untersuchtem Protein zwischen 2-300 s. Zusétzlich zum
Nachweis der Chemilumineszenz wurde auch ein Bild des GréBenstandards gespeichert.
Dies erfolgte unter Belichtung der Membran und dokumentierte die Auftrennung der
Proteine nach ihrer GroB3e und bestitigte die richtige Bandenhohe des untersuchten Proteins.
Die aufgenommenen Bilder der Proteinbanden wurden anschlieBend densitometrisch
mithilfe der Software Quantity One® 1-D Analysis (Bio-Rad, Miinchen) ausgewertet. Dabei
wurde die Intensitét der Pixel bestimmt, indem die Pixel jeweils als Proteinbande markiert
wurden. Die errechneten Werte sind prozentuale Angaben abziiglich der
Hintergrundintensitit der Membran. Alle errechneten Werte sind auf die Bandenintensitét
von B-Aktin normalisiert und auf die jeweilige Vehikelkontrolle bezogen.

Bei der Auswertung des Proteins LC3A/B-I/II wurde LC3A/B-I (16 kDa) und LC3A/B-11
(14 kDa) getrennt voneinander ausgewertet und jeweils auf die eigenen Vehikelkontrollen
bezogen, dargestellt. Das LC3A/B-II/I-Verhiltnis wurde aus den B-Aktin-normalisierten
LC3A/B-II und LC3A/B-I-Werten berechnet. Die Auswertung der cleaved Caspase-3
bezieht sich auf die Auswertung der Intensitédt der 17 kDa Bande.

2.3.6 Strippen von Membranen

Die Detektion von Proteinen erfolgte auf einer Membran mehrfach. Aus diesem Grund
wurden die auf der Membran gebundenen Antikorper sowie die Nachweisreagenzien durch
Inkubation mit einem Glycin-Strip-Puffer wieder entfernt. Dafiir wurde die Membran wieder
in ein 50-ml-Rohrchen tiberfiihrt und 5 min mit TBS-T auf dem Rollenmischer bei RT
gewaschen. Es folgte eine Inkubation des Strip-Puffers fiir 2x 10 min, gefolgt von einem
S-miniitigen Waschschritt mit TBS-T. Die Membran konnte erneut mit einem weiteren
Primér- und Sekundérantikorper inkubiert werden. Es folgte eine weitere Proteindetektion.
Wenn kein weiteres Protein auf der Membran detektiert werden sollte, wurde die Membran
2x 10 min mit Aqua ad iniectabilia gewaschen und an der Luft getrocknet. Die Membran
wurde im getrockneten Zustand in einer Folie bei 4°C gelagert. Dies bot die Mdglichkeit, zu

einem spdteren Zeitpunkt noch weitere Proteine detektieren zu konnen. Es war lediglich eine
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Reaktivierung der Membran erforderlich. Dafiir wurde die Membran in ein 50-ml-Réhrchen
iiberfiihrt und mit Aqua ad iniectabilia fiir ca. 10 min auf dem Rollenmischer bei RT
vollstdndig befeuchtet. Nach einem 5-miniitigen Waschschritt mit TBS-T konnte die

Membran wieder blockiert und mit Antikérpern behandelt werden.

2.4 Quantitative Real-time Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (Real-time RT-PCR)

Die quantitative Echtzeit Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (Real-time RT-
PCR) kombiniert zwei Verfahren miteinander: die reverse Transkription, das Umschreiben
von mRNA (messenger ribonucleic acid) in cDNA (complementary deoxyribonucleic acid)
und die Polymerase-Kettenreaktion, das Vervielfiltigen der DNA. Die gewonnene DNA
wird mithilfe von Fluoreszenzmessungen, die wéhrend eines PCR-Zyklus in Echtzeit

erfolgen, quantifiziert.

2.4.1 RNA-Isolierung
Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) gemilB
der Herstelleranweisung. Zur Analyse wurden ADMSCs in 6-Well-Platten (192 000 Z/Well)
ausgesidt und wie unter Punkt 2.2.1.5 beschrieben stimuliert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde das Medium vollstindig abgesaugt. In jedes Well wurden 350 pl
Lysispuffer (RLT-Puffer, enthilt B-Mercaptoethanol) pipettiert. Die 6-Well-Platte wurde
dicht verschlossen und bei -80°C zwischengelagert.
Die 6-Well-Platte wurde zur Zelllyse bei RT aufgetaut und 350 ul Ethanol (70 %, unvergéllt)
in jedes Well pipettiert, sorgfiltig durchmischt und anschlieend in die Aufreinigungsséulen
(Spin Column) tiberfiihrt. Diese wurden bei 8000 g fiir 20 s zentrifugiert, um die RNA an
die Sdulenmembran zu binden. Der Unterstand wurde verworfen und die
Aufreinigungssédulen jeweils in ein neues 2 ml RNase-freies Rohrchen iiberfiihrt. Folgende
Waschschritte wurden durchgefiihrt um die RNA-Probe zu reinigen:
1. Zugabe von 700 ul Waschpuffer (RW1, enthilt Ethanol), zentrifugieren bei 8 000 g
fiir 20 s, Unterstand verwerfen
2. Zugabe von 500 pl Waschpuffer (RPE), zentrifugieren bei 8 000 g fiir 20 s,
Unterstand verwerfen
3. Zugabe von 500 pul Waschpuffer (RWE), zentrifugieren bei 8 000 g fiir 2 min,

Unterstand verwerfen.
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4. bei 14000 g 1 min die Membran trocken zentrifugieren, die Aufreinigungsséulen

jeweils in ein neues RNase-freies 1,5-ml-Rohrchen tiberfiihren.

Nach dem Waschen der RNA wurden jeweils 30 ul RNase-freies Wasser flir die ndchsten
zwel Zentrifugationsschritte (8 000 g, 1 min) mittig auf die Sdulenmembran pipettiert,
wodurch die RNA in das 1,5-ml-Eppendorf-Gefal} eluiert wurde. Die RNA-Proben lagerten
bei -80°C.

Nach der Isolation enthielt das Eluat (60 ul) ein Gemisch aus ribosomaler RNA (rRNA),
Transfer-RNA (tRNA) und mRNA, wobei nur der Anteil der mRNA, aufgrund der

enthaltenen genetischen Information, relevant fiir die RT-PCR-Analyse war.

2.4.2 Quantitative Real-time RT-PCR

Nach der RNA-Isolation ist es notwendig, die mRNA mithilfe der Reversen Transkriptase
in cDNA umzuwandeln (reverse Transkription). Im nichsten Schritt wird die einstringige
cDNA durch eine hitzestabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) in eine doppelstringige
DNA umgeschrieben und spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert ( Polymerase-Ketten-
Reaktion). Beide Methoden finden bei der quantitativen Real-time RT-PCR im selben
Reaktionsgefdl in einem Thermocycler (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems) statt. Der Unterschied zur herkdmmlichen PCR ist die Verwendung einer
Floureszenz-markierten Sonde wihrend der PCR, welche eine Quantifizierung der DNA in
Echtzeit ermoglicht.

Die Quantifizierung basiert auf einer Messung der Intensitit eines Fluoreszenzfarbstoffes,
dessen Emission mit dem Expressionslevel des Zielgens korreliert. TagMan® Gene
expression assays von Applied Biosystems® wurden zur Quantifizierung verwendet. Die
TagMan®-Methode basiert auf dem Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Dabei wird
ein Reporter-Fluorochrom durch Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt und ein Teil
der Energie auf ein Quencher-Fluorochrom iibertragen. Beim TagMan®-Prinzip befinden
sich der Reporter- und der Quencher-Farbstoff auf demselben Oligonucleotid: der Reporter
am 5’-Ende und der Quencher am 3’-Ende der Sonde. Als fluoreszierender Reporter wurde
6-Carboxyfluorescein (FAM) verwendet. Die TagMan®-Sonden beinhalten einen
sogenannten Minor Groove Binder (MGB), welcher die Sondenstabilitdt erhoht und sich
zusammen mit dem nicht fluoreszierenden Quencher-Farbstoff 6-Carboy-tetramethyl-
rhodamin (TAMRA) am 3’-Ende der Sonde befindet. Dieser absorbiert das
Fluoreszenzsignal, solange die Sonde intakt bleibt, und reduziert dadurch das

Hintergrundsignal. Erst wenn der Reporter durch die 5°-3 -Exonukleaseaktivitit der Taq-
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Polymerase freigesetzt wird, kann eine Fluoreszenz emittiert werden. Die gemessene
Fluoreszenz des Reporters ist proportional zur amplifizierten DNA.
Die Kinetik der PCR-Reaktion ist die Grundlage der Quantifizierung, denn wahrend der
PCR-Zyklen findet ein exponentieller Anstieg des Fluoreszenzsignals aufgrund steigender
Produktmengen statt. Zu Beginn der exponentiellen Phase hebt sich das Fluoreszenzsignal
erstmals deutlich vom Hintergrund ab und wird als Cycle of treshhold (Ct-Wert) registriert,
welcher die Anzahl der Zyklen wiedergibt. Die folgende Auswertung basiert auf diesem
Wert. Je grofBer die Menge der amplifizierten DNA ist, desto frither wird der Schwellenwert
erreicht und desto kleiner ist der Ct-Wert. Um das Expressionslevel des Zielgens zu
ermitteln, wird die Menge der eingesetzten RNA-Probe auf ein nicht reguliertes Gen
normalisiert. Aus diesem Grund wurde der Ct-Wert des Housekeeping Gens vom Ct-Wert
des Zielgens subtrahiert: ACt = Ctzielgen - Ctp-akin. Um den Einfluss der untersuchten
Substanz auf die Expression des Zielgens zu beurteilen, reicht der ACt-Wert allein nicht aus.
Deshalb findet die AACt-Methode hier Anwendung. Der ermittelte ACt-Wert der
behandelten Probe wird auf den ACt-Wert der Vehikelkontrolle bezogen:

AACt = ACt stimulanz — ACt Kontrolle.
Im nichsten Schritt wird der ermittelte AACt-Wert entlogarithmiert (222%), um die
Expression des Zielgens in Relation zu der Vehikelkontrolle zu erhalten.
Fir die quantitative Real-time RT-PCR wurden Primer-Sonden-Mixturen von Applied
Biosystems fiir HO-1, HO-2 und das Housekeeping Gen B-Aktin eingesetzt. Des Weiteren
wurde der TagMan® RNA-to-Ct™ 1-Step Kit von Applied Biosystems verwendet. Dieses
Kit besteht aus dem TagMan® PCR Mix und dem TagMan® Enzym Mix. Es beinhaltet die
Tag-Polymerase sowie einen Puffer fiir ihre Stabilitit, die Reverse Transkriptase, eine
Nukleotidmischung und RNase-Inhibitoren. Die Zusammensetzung dieser Komponenten fiir
ein Well ist in Tab. 4 dargestellt und wurde je nach Probenumfang um ein Vielfaches
pipettiert.

Tab. 4 Reaktionsansatz fiir ein Well

RNase-freies TagMan® PCR Primer-Sonden- TagMan® Enzym

Komponente Wasser Mix Mix Mix

Menge 3,5 ul 10 pl Il 0,5 ul

15 pl des Reaktionsansatzes und 5 pl der RNA-Probe wurden jeweils in ein Well auf einer
96-Well-Platte pipettiert. Damit falsche Ergebnisse aufgrund von verunreinigten Proben

ausgeschlossen werden konnten, wurde als non template control RNase-freies Wasser
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eingesetzt. Diese Negativkontrolle enthielt zwar alle Komponenten des Reaktionsansatzes,
aber das Ausgangsmaterial, die mRNA, fehlte. Sehr hohe und damit kaum messbare
Ct-Werte wiesen auf ein sauberes Ausgangsmaterial hin. Nach kurzem Zentrifugieren der

96-Well-Platte wurde die quantitative Real-time RT-PCR gestartet.

2.5 Auswertung und Statistik

Die Verarbeitung und Normalisierung der Rohdaten erfolgte mit Microsoft Excel. Die
statistische Analyse sowie die graphische Darstellung der Daten wurde mit GraphPad Prism
5.0 durchgefiihrt. Alle Werte werden als Mittelwerte = SEM (standard error of the mean)
dargestellt. Bei der Priifung signifikanter Unterschiede zwischen zwei Gruppen
(z.B. Kinetik) erfolgte der Student’s unpaired t-Test. Beim Vergleich von drei oder mehreren
Gruppen wurde ein One-way ANOVA (Varianzanalyse) mit anschlieBendem Signifikanztest
durchgefiihrt. Als Post-hoc-Test wurde beim Vergleich von mehreren Gruppen gegen eine
Vehikelkontrolle der Dunnett-Test verwendet. Bei der Ermittlung der Signifikanz von
unterschiedlichen Vergleichen innerhalb eines Versuchsansatzes (z.B. Stimulanz vs.
Vehikelkontrolle und Stimulanz vs. Inhibitor plus Stimulanz) wurde der Bonferroni-Test
post-hoc eingesetzt. In diesem Fall wurde die Bestimmung der statistischen Signifikanz aus
Griinden der Klarheit der Darstellung auf die interessierenden Gruppen beschrinkt. Die
Ergebnisse wurden bei Werten P <0,05 als statistisch signifikant dargestellt. Die
Proteinbanden der Western-Blots wurden videodensitometrisch analysiert und mit der
Quantity One 1-D Analysis Software quantifiziert.

Die in den Abbildungen und Tabellen angegebenen N-Zahlen der durchgefiihrten Versuche
beziehen sich auf die Anzahl der verwendeten Spender und stellen keine technischen
Replikate eines Spenders dar. Bei der WST-1-Analyse stellt ein individueller Spenderwert
den Durchschnitt von 3 bis 4 Messungen an den Zellen eines Spenders desselben Wells dar,
um eine hohere Messgenauigkeit zu erreichen. Bei der Darstellung und der statistischen

Auswertung wurden nur die Mittelwerte der einzelnen Spender beriicksichtigt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von CBD und MA auf die HO-Expression

In humanen ADMSCs wurde eine Induktion beider HO-Isoformen unter Cannabinoid-
Exposition angenommen. Ausgangspunkt dieser Uberlegung war es, eine protektive
Wirkung von Cannabinoiden im Sinne einer gesteigerten Resistenz gegeniiber oxidativem
Stress darzustellen. Vor diesem Hintergrund wurden alle Experimente unter serumfreien
Bedingungen durchgefiihrt. Eine gesteigerte Expression der HO-Isoenzyme sollte durch das
nicht psychoaktive Phytocannabinoid CBD und durch das Endocannabinoid-Analogon MA
erzielt werden. Zu diesem Zweck wurde in den ersten Experimenten der Fokus auf die
konzentrations- und zeitabhidngige Wirkung der Cannabinoide auf die HO-1- und HO-2-
Proteinexpression sowie auf die zeitabhidngige Beeinflussung der HO-1 und HO-2 auf

mRNA-Ebene gelegt.

3.1.1 Konzentrationsabhingige Wirkung von CBD und MA

Um festzustellen, ob CBD und MA die HO-1- oder HO-2-Expression in ADMSCs unter
serumfreien Bedingungen erhéhen, wurde ein konzentrationsabhingiger Einfluss der
Substanzen innerhalb von 24 h iiberpriift. Dabei ergab sich eine signifikante Steigerung der
HO-1-Proteinexpression durch 3 uM CBD, wihrend 0,1 uM und 1 uM CBD keine
HO-1-Induktion bewirkten. Im Gegensatz dazu induzierte MA in keiner der zu diesem
Zeitpunkt getesteten Konzentrationen die HO-1 auf Proteinebene. Eine Beeinflussung der
HO-2-Proteinexpression konnte durch keines der eingesetzten Cannabinoide gezeigt

werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 10 dargestellt.

61



Ergebnisse

8001 — HO-1 200 HO-1
= HO-2 B HO-2

R IT

H0*1| —— N — —|

=)

=]

=
1

[y

h

(=]
|

HO Protein
(%o Kontrolle)
£
=
(=]

L
HO Protein
(%o Kontrolle)

HO-1 |
HO2 | | HO-2 [ |
p-Aktin | | p-Aktin | |
[CBD] (M) - 0.1 1 3 [MA](uM) - 0,1 1 3

Abb. 10 Konzentrationsabhingige Wirkung von CBD und MA auf die HO-1- und HO-2-
Proteinexpression in ADMSCs. Die Zellen wurden mit der angegebenen Konzentration von CBD
(A) und MA (B) oder Vehikel fiir 24 h inkubiert. Die dargestellten Werte geben Mittelwerte + SEM
einer densitometrischen Auswertung wieder und sind auf B-Aktin normalisiert. Die Abbildung zeigt
je einen reprasentativen Blot unter der graphischen Darstellung von n =9 (HO-1) oder n = 8 (HO-2)
Spendern der mit CBD-behandelten Zellen bzw. n =7 (HO-1) oder n =4 (HO-2) Spendern der mit
MA-behandelten Zellen. ***P < 0,001 vs. Vehikelkontrolle (One-way ANOVA plus post-hoc
Dunnett-Test).
3.1.2 Zeitabhingige Wirkung von CBD und MA
Fiir die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der HO-Expression durch CBD und MA
wurden beide Isoenzyme auf Protein- und mRNA-Ebene analysiert. Als Zeitpunkte fiir die
Kinetik wurden 6 h, 24 h und 48 h gewihlt. Die Cannabinoid-Konzentration wurde aufgrund
des vorangegangenen Experiments auf 3 uM fiir CBD festgesetzt. Damit ein Vergleich
zwischen den untersuchten Cannabinoiden mdglich ist, wurde auch bei MA in allen
Folgeversuchen eine Konzentration von 3 uM verwendet.
CBD erhohte bereits nach 6 h die HO-1-Expression signifikant auf Proteinebene. Dieser
Effekt steigerte sich nach 24 h und erreichte sein Maximum nach 48 h. Auf mRNA-Ebene
zeigte sich eine starke Erhohung der HO-1-Expression nach 6 h mit einem stetigen Abfall
bis zum Stimulationsendpunkt (48 h). Die HO-1-mRNA blieb zu jedem Zeitpunkt weit iiber
der entsprechenden Vehikelkontrolle. Demgegeniiber konnte ein vergleichsweise geringer
Anstieg der HO-1-Expression fiir MA erst nach 48-stiindiger Inkubationszeit bestimmt
werden, der jedoch nicht auf mRNA-Ebene ermittelt werden konnte.

Eine CBD-vermittelte Steigerung der HO-2-Expression konnte nicht belegt werden,
stattdessen zeigte 3 uM MA nach 48 h eine 50 %ige Senkung der HO-1 und HO-2 auf
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mRNA-Ebene. Die Ergebnisse der HO-1- und HO-2-Proteinkinetik sind in Abb. 11 und die
der HO-1- und HO-2-mRNA-Kinetik in Abb. 12 dargestellt.

A
6007— HO-1
= HO-2 o
£ = 400+ .
E
6: < *
o<
= s 200-
0,
HOJI — — . -—— |
HO—ZI — ——-——.l
B-Aktin [ — — |
CBD@pM) - + -+ — %
6h 24h 48 h

2507 = HO-1
= HO-2
200~
= 2
2 £ 150 T
-
]
o.! 100+
=g
504
0,
HO 1| cmn am o e e |
B-Aktin | — — — — |
MA@pM) -  + -+ -+

6h 24h 48 h

Abb. 11 Zeitabhiingige Wirkung von CBD und MA auf die HO-1- und HO-2-Proteinexpression in
ADMSCs. Die Zellen wurden 6 h, 24 h und 48 h mit 3 uM CBD bzw. MA oder Vehikel inkubiert.
Die dargestellten Werte geben Mittelwerte + SEM einer densitometrischen Auswertung wieder und
sind auf B-Aktin normalisiert. Die Abbildung zeigt je einen reprdsentativen Blot unter der
graphischen Darstellung von n=8 (HO-1), n=7 (A HO-2) oder n=4 (B HO-2) Spendern.
*P <0,05; **P <0,01; ***P < 0,001 vs. Vehikelkontrolle zum jeweiligen Messzeitpunkt (Student’s
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Abb. 12 Zeitabhiingige Wirkung von CBD und MA auf die HO-1- und HO-2-mRNA in ADMSCs. Die
Zellen wurden 6 h, 24 hund 48 h mit 3 uM CBD bzw. MA oder Vehikel inkubiert. Die dargestellten
Werte sind Mittelwerte = SEM von n = 3 Spendern und sind auf B-Aktin normalisiert. *P < 0,05 vs.
Vehikelkontrolle zum jeweiligen Messzeitpunkt (Student’s unpaired t-Test).
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3.2 CBD steigert die metabolische Aktivitit sowie die Autophagie in
ADMSC:s unter serumfreien Bedingungen

Um zu bestitigen, dass CBD unter serumfreien Bedingungen den Autophagie-Prozess
induziert sowie um den Einfluss der Autophagie auf die Stoffwechselaktivitédt (metabolische
Aktivitit) von ADMSCs nachzuweisen, wurde die konzentrations- und zeitabhéngige
Wirkung von CBD auf die entsprechenden Parameter untersucht. Die Auswertung der
metabolischen Aktivitét erfolgte mittels WST-1-Test und die Analyse der Autophagie durch
den Nachweis einer erhhten LC3A/B-II-Expression im Western Blot.

3 uM CBD erhohte die metabolische Aktivitit von ADMSCs signifikant nach einer
Inkubationszeit von 24 h. Geringere CBD-Konzentrationen zeigten einen moderaten Effekt
auf die metabolische Aktivitdt. Aus diesem Grund wurde eine Konzentration von 3 pM CBD
fiir die nachfolgend durchgefiihrte Kinetik (6 h, 24 h, 48 h) gewéhlt. Damit der Einfluss des
Néhrstoffmangels mit in die Auswertung einbezogen werden konnte, wurden alle Daten auf
die 6-stiindige Vehikelkontrolle bezogen und diese als 100 % gesetzt. Der Serumentzug
fithrte zu einer stetigen Reduktion der metabolischen Aktivitét in unstimulierten ADMSCs.
Wihrend nach 6 h Serumentzug CBD eine minimale Senkung der metabolischen Aktivitit
bewirkte, konnte CBD nach 24 h und 48 h der natiirlichen Abnahme der metabolischen
Aktivitdt in ADMSCs zum jeweiligen Zeitpunkt signifikant entgegenwirken. Die Ergebnisse
sind in Abb. 14 A und B dargestellt.

Der WST-1-Test wird zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt verwendet, welche
jedoch durch Proliferation, aber auch durch eine erhohte Stoffwechselaktivitét in der Zelle
erhoht sein kann. Um einen proliferativen Effekt durch CBD im Rahmen der
Versuchsbedingungen beurteilen zu konnen, wurde eine Zellzahlbestimmung mittels
Trypanblau-Farbung durchgefiihrt. Dies wurde in einem konzentrationsabhingigen
Versuchsansatz mit drei Spendern ermittelt. Die Ergebnisse ergaben keine signifikante
Verdnderung der Zellzahl nach einer 24-stiindigen Stimulation mit CBD, sodass ein
proliferativer Effekt durch CBD unter den vorliegenden Versuchsbedingungen
ausgeschlossen wurde. Die Zellzahl der lebenden und abgestorbenen ADMSCs sind in

Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13 Zellzahlbestimmung durch Trypanblau-Farbung. Die Zellen wurden mit der angegebenen
Konzentration CBD oder Vehikel fiir 24 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellzahl durch
Trypanblau-Farbung analysiert. Die dargestellten Werte geben Mittelwerte £ SEM von n =3
Spendern wieder (One-way ANOVA plus post-hoc Dunnett-Test).

Aufgrund der CBD-vermittelten Erhdhung der metabolischen Aktivitit, unabhingig von
proliferativen Effekten, wurde in den folgenden Versuchen die Wirkung von CBD auf den
Autophagie-Prozess, einen wichtigen Stoffwechselprozess in ADMSCs, untersucht. Es
sollte gepriift werden, ob CBD den Autophagie-Prozess unter serumarmen Bedingungen
induziert und ein Einfluss der Autophagie auf die metabolische Aktivitit besteht. Die
Versuche wurden analog zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit in einem
konzentrations- und zeitabhingigen Setup durchgefiihrt. Die Expression des Autophagie-
Markers LC3A/B wurde zur Beurteilung der CBD-bedingten Beeinflussung der Autophagie
in ADMSCs mittels Western Blot bestimmt. Dabei wurde eine konzentrationsahéngige
Erhohung der LC3A/B-II-Proteinexpression ermittelt, welche bei 3 uM CBD signifikant
war. Daraufhin wurde die Kinetik mit 3 uM CBD fortgesetzt. Parallel zur CBD-bedingten
HO-1-Expression nach 6 h, erhohte sich auch die LC3A/B-II-Expression bereits nach 6 h.
Ein weiterer Anstieg der LC3A/B-II-Expression wurde nach 24 h ermittelt, welcher nach
48 h wieder abflachte. Das LC3A/B-II/I-Verhiltnis ergab ebenfalls einen konzentrations-
und zeitabhingigen Anstieg bei CBD-behandelten ADMSCs, wobei 3 uM CBD zu einem
signifikanten Ergebnis fiihrte. Die Aktivierung der Autophagie wurde quantifiziert unter
Verwendung der Expression des LC3A/B-II-Proteins normalisiert auf B-Aktin. Die
Ergebnisse sind in Abb. 14 C und D dargestellt.

65



Ergebnisse

A B
400 2009—1 Kontrolle
= x 2 == 3 M CBD
= s 5
Z 2 300 2 150 e
33 3 .
) 4;3 E g
g k 200 2 3 1001
2y o -
= <100 — S 50 -
D T
= =
0 0
& Q N Q CBD(3uM) — + _ + — +
& @6’ @Cﬁ’ @Cb 6h 24n 48h
Q
& ¥ N n?
Q-
C D
3000 — LC3A/BI = 1000 LC3A/BI S
mm LC3A/B-II N LC3A/B-II
== LC3A/B-II/I Ratio * » 800-E2 LC3A/B-III Ratio
[5) = w*
= 2004 S
£ £ 600
z S
c o
o = 400 wnit
e 100 © .
N S
200+
0- L 0- L
LC3A/B-1 | LC3A/BI [ — —— — |
LC3A/B-IL — LC3A/BIIL — —/— — —
B-Aktin | T e S— _| p-Aktin | — |
Kontrolle 0,1 1 3 CBD(@3pM) - + - + - +
[CBD] (uM) 6h 24h 48 h

Abb. 14 Konzentrations- und zeitabhingige Wirkung von CBD auf die metabolische Aktivitit sowie
die LC3A/B-I/II-Expression in ADMSCs. Die Zellen wurden mit der angegebenen Konzentration
CBD oder Vehikel fiir 24 h (A, C) oder mit 3 uM CBD oder Vehikel fiir die Kinetik (B, D) inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die metabolische Aktivitdt mittels WST-1-Reagenz (A, B) sowie die
LC3A/B-I/lI-Proteinexpression (C, D) im Western Blot analysiert. Die Ergebnisse der
Konzentrationsabhéngigkeit (A, C) sind auf die jeweilige Vehikelkontrolle bezogen, wéhrend sich
die Auswertung der Kinetik (B, D) auf die 6-stiindige Vehikelkontrolle bezieht. Die dargestellten
Werte geben Mittelwerte = SEM von n = 6-8 Spendern bei der Analyse der metabolischen Aktivitét
(A)und n = 5 Spendern bei der Analyse der LC3A/B-1/II-Expression (C) wieder. Die Spenderanzahl
der Kinetik betrdgt n =7 (B, D). Die Mittelwerte + SEM der densitometrischen Auswertung sind
auf B-Aktin normalisiert. Das LC3A/B-11/I-Verhéltnis (LC3A/B-I1/I Ratio) wurde aus den -Aktin-
normalisierten LC3A/B-II und LC3A/B-I-Werten berechnet. Die Abbildung zeigt je einen
reprasentativen Blot unter der graphischen Darstellung. *P < 0,05; **P <0,01; ***P < 0,001 vs.
Vehikelkontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt [One-way ANOVA plus post-hoc Dunnett-Test (A, C),
Student’s unpaired t-Test (B, D)].
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3.3 MA erhoht die metabolische Aktivitit und Autophagie in ADMSCs
unter serumfreien Bedingungen

In Analogie zu den vorhergehenden Experimenten wurde ebenfalls der Einfluss von MA auf
die metabolische Aktivitit und den Autophagie-Prozess unter serumarmen Bedingungen
untersucht. MA erhohte konzentrationsabhidngig die metabolische Aktivitit sowie die
LC3A/B-II-Expression. Der stirkste Effekt wurde mit 3 uM MA erreicht. Der negative
Einfluss des Serumentzugs auf die Viabilitit von ADMSCs wurde in diesem Versuchsansatz
erneut nachgewiesen, da die metabolische Aktivitit der unstimulierten ADMSCs im
zeitlichen Verlauf des Experiments stetig abnahm. MA erhohte zu jedem untersuchten
Zeitpunkt signifikant die metabolische Aktivitit im Vergleich zur jeweiligen
Vehikelkontrolle.

Die MA-vermittelte LC3A/B-1I-Expression war nach 6 h am stdrksten und sank nach 48 h
auf das Vehikelniveau ab. Die Auswertung des LC3A/B-II/I-Verhiltnisses zeigte ebenso
einen Anstieg der Autophagie in MA-behandelten ADMSCs, wobei auch in diesem Versuch
eine Konzentration von 3 uM den starksten Effekt zeigte. Damit ein potenziell proliferativer
Effekt auch bei der MA-vermittelten Erhdhung der metabolischen Aktivitét beurteilt werden
konnte, wurde in einem konzentrationsabhéngigen Versuchsansatz die Zellzahl mittels
Trypanblau-Firbung bestimmt. Dies ergab keine signifikante Anderung im Vergleich zur

Vehikelkontrolle nach 24 h (Abb. 15).
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Abb. 15 Zellzahlbestimmung durch Trypanblau-Fiarbung. Die Zellen wurden mit der angegebenen
Konzentration MA oder Vehikel fiir 24 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellzahl durch
Trypanblau-Farbung analysiert. Die dargestellten Werte geben Mittelwerte £+ SEM von n =3
Spendern wieder (One-way ANOVA plus post-hoc Dunnett-Test).
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Aufgrund der Regulation von LC3A/B-II in konzentrations- und zeitabhéngigen Versuchen,

zeigte auch MA eine Induktion der Autophagie in ADMSCs, sodass hinsichtlich der

unveranderten Zellzahl unter gleichen experimentellen Bedingungen die These unterstiitzt

wurde, dass es sich bei beiden untersuchten Cannabinoiden um eine Autophagie-vermittelte

Erhohung der metabolischen Aktivitit handeln konnte. Die beschriebenen Ergebnisse sind

in Abb. 16 zusammengefasst.
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Abb. 16 Konzentrations- und zeitabhéingige Wirkung von MA auf die metabolische Aktivitit und die

LC3A/B-I/II-Expression in ADMSCs. Die Zellen wurden mit der angegebenen Konzentration MA
oder Vehikel fiir 24 h (A, C) oder mit 3 uM MA oder Vehikel fiir die Kinetik (B, D) inkubiert. Nach
der Inkubation wurde die metabolische Aktivitdt mittels WST-1-Reagenz (A, B) und die
LC3A/B-I/lII-Proteinexpression (C, D) im Western Blot analysiert. Die Ergebnisse der
Konzentrationsabhéngigkeit (A, C) sind auf die jeweilige Vehikelkontrolle bezogen, wéhrend sich
die Auswertung der Kinetik (B, D) auf die 6-stiindige Vehikelkontrolle bezieht. Die dargestellten
Werte geben Mittelwerte £ SEM von n =4 Spendern bei der Analyse der metabolischen Aktivitit
(A) sowie bei der Analyse der LC3A/B-I/II-Expression (C) wieder. Die Spenderanzahl der Kinetik
betrdgt n = 6 (B) bzw. n =8 (D). Die Mittelwerte + SEM der densitometrischen Auswertung sind
auf B-Aktin normalisiert. Das LC3A/B-1I/I-Verhéltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus den p-Aktin-
normalisierten LC3A/B-II und LC3A/B-I-Werten berechnet. Die Abbildung zeigt je einen
reprasentativen Blot unter der graphischen Darstellung. *P < 0,05; **P < 0,01 vs. Vehikelkontrolle
zum jeweiligen Zeitpunkt [One-way ANOVA plus post-hoc Dunnett-Test (A, C), Student’s unpaired
t-Test (B, D)].
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3.4 Keine Involvierung von Cannabinoid-sensitiven Rezeptoren

Die bisherigen Ergebnisse belegen eine konzentrations- und zeitabhingige Induktion der
HO-1 durch CBD, wihrend MA kaum einen Einfluss auf die HO-1-Expression zeigte. Es ist
bekannt, dass ADMSCs die Cannabinoid-Rezeptoren CB; und CB; sowie den nicht
selektiven Kationenkanal TRPV1 exprimieren (SCHMUHL ET AL. 2014). Aus diesem Grund
wurde in den nichsten Versuchen eine potenzielle Beteiligung der Cannabinoid-sensitiven
Rezeptoren als potenzielle Mediatoren der iiberlebensfordernden und HO-1-induzierten
Effekte beider Cannabinoide untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit dem
selektiven CBi-Antagonisten AM-251, dem selektiven CB>-Antagonisten AM-630 sowie
beide in Kombination priinkubiert. Als TRPV1-Antagonist wurde Capsazepin verwendet.
Alle Antagonisten wurden in einer Konzentration von 1 uM eingesetzt, da diese
Konzentration in fritheren Studien erfolgreich zum Nachweis CBi-, CBz- und TRPV1-
abhéngiger Cannabinoid-Effekte eingesetzt wurde (JACOBSSON ET AL. 2001, RAMER & HINZ
2008, RAMER ET AL. 2012, SCHMUHL ET AL. 2014, WOLLANK ET AL. 2015, LUDER ET AL.
2017).

Es konnte keine signifikante Verdnderung der eingesetzten Rezeptor-Antagonisten auf die
Cannabinoid-vermittelte Erhohung der metabolischen Aktivitit gezeigt werden. Dies galt
auch fiir die CBD-vermittelte HO-1-Expression, was auf Rezeptor-unabhingige Ereignisse
als zugrunde liegenden Mechanismus hindeutet. Aufgrund des fehlenden Effekts von MA
auf die HO-1-Expression wurde die Beteiligung der HO-Enzyme in diesem Kontext nicht
untersucht. Dariiber hinaus bewirkten die Rezeptor-Antagonisten per se keine signifikanten
Eigeneffekte auf die basale HO-1-Expression in ADMSCs. Die HO-2-Expression wurde bei
CBD-stimulierten ADMSCs der Vollstandigkeit halber mit untersucht, zeigte aber keine
Regulation. Die Ergebnisse sind in Tab. 5 dargestellt.
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Tab.5  Beteiligung von Cannabinoid (CB)-sensitiven Rezeptoren an der Cannabinoid-verinderten
HO-Expression und Beeinflussung der metabolischen Aktivitit in ADMSCs. Die Zellen wurden
1 h mit dem CB;-Antagonisten AM-251 (1 uM), dem CB,-Antagonisten AM-630 (1 uM) bzw. dem
TRPV1-Antagonisten Capsazepin (1 pM, Capsa) prdinkubiert und anschlieBend mit 3 uM CBD
bzw. MA oder Vehikel fiir 24 h inkubiert. Die metabolische Aktivitdt wurde mit WST-1-Reagenz
bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte £+ SEM von n=4 (CBD) oder n=3 (MA) Spendern.
Zusitzlich wurde fir CBD die HO-Expression mittels Western Blot analysiert. Die Mittelwerte
+ SEM der densitometrischen Auswertung sind auf B-Aktin normalisiert. *P <0,05 vs.
Vehikelkontrolle (One-way ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test). Eine signifikante Wirkung der
Antagonisten auf die metabolische Aktivitdit und die HO-Expression (in Abwesenheit des
entsprechenden Cannabinoids) wurde durch den One-way ANOVA plus post-hoc Dunnett-Test

ausgeschlossen.
3 uM CBD 3 uM MA
Metabolische HO-1- HO-2-Expression Metabolische
Behandlungsgruppe Aktivitit Expression (% Kontrolle) Aktivitit
(% Kontrolle) (% Kontrolle) (% Kontrolle)
Vehikel 100 £ 35 100£9 100 £4 100 £ 8
CB 202 + 50 515 +30* 109 +8 205 £23*
CB + AM-630 205 + 40 624 £ 108 102 +3 214 +£26
CB + AM-251 242 £ 83 488 + 75 89+9 237 +£29
CB + AM-630 + AM-251 220 + 83 499 +91 89+10 217 +£23
CB + Capsa 211+£59 615+ 122 89+8 242 + 18
Vehikel 100 £+ 35 100 + 18 100+ 6 100 +26
AM-630 88+ 6 127 +£19 125+9 87 +4
AM-251 125+ 15 216 +75 123+£6 110£9
AM-630 + AM-251 144 £ 19 218 + 88 126 £ 19 120+3
Capsa 93+3 124 +13 122+ 18 108+ 5

Zwei Publikationen der Arbeitsgruppe beschiftigen sich mit einer potenziellen Beteiligung
des GPR55 an den Effekten von CBD (CBD-vermittelte Migration via GPRS5S-
Antagonisierung) (SCHMUHL ET AL. 2014) bzw. THC (THC-vermittelte Migration nicht
GPRS55-abhéngig) (LUDER ET AL. 2017) auf ADMSCs. CBD ist ein Antagonist am GPRS5S,
sodass ein CBD-Analogon (O-1602) als Agonist fiir eine mogliche Beteiligung des GPR55
nachfolgend verwendet wurde. In Analogie zu den beiden Publikationen sowie den
Cannabinoid-Rezeptor- und TRPV1-Antagonisten wurde O-1602 in einer Konzentration
von 1 uM eingesetzt. Die Agonisierung des GPR55 mit O-1602 fiihrte nicht zu einer
Aufhebung der CBD-vermittelten HO-1-Expression oder der CBD-vermittelten Erh6hung

der metabolischen Aktivitit. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefasst.
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Tab.6  Beteiligung des GPR5S an der CBD-vermittelten HO-1-Expression und der Erhéhung der
metabolischen Aktivitit in ADMSCs. Die Zellen wurden 1 h mit dem GPR55-Agonisten O-1602
(1 pM) prainkubiert und anschlieend 24 h mit 3 uM CBD oder Vehikel inkubiert. Die metabolische
Aktivitit wurde mit WST-1-Reagenz bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte =+ SEM von n =3
Spendern. Die HO-1-Expression wurde mittels Western Blot analysiert. Die Mittelwerte £ SEM der
densitometrischen Auswertung sind auf f-Aktin normalisiert. Die statistische Signifikanz wurde
durch den One-way ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test ausgeschlossen.

Metabolische HO-1-
Behandlungsgruppe AKktivitit Expression
(% Kontrolle) (% Kontrolle)
Vehikel 100 +29 100+ 16
3 uM CBD 174 £32 277 + 64
CBD + 0-1602 188 £33 255+ 61
1 uM O-1602 106 =10 103 +£21

3.5 Die CBD-induzierte Zunahme der metabolischen Aktivitit und
Autophagie ist HO-1-unabhiingig

Um einen potenziellen Zusammenhang zwischen der HO-1-Induktion durch CBD und der
Erh6hung der metabolischen Aktivitit sowie der autophagen Wirkung von CBD zu kliren,
wurde untersucht, ob der HO-Aktivititsinhibitor SnPPIX die beiden zuletzt genannten
Effekte von CBD aufhebt. Aufgrund der Strukturdhnlichkeit von SnPPIX zum HO-Substrat
Ham, handelt es sich bei SnPPIX um einen nicht selektiven HO-Inhibitor, der sowohl die
Aktivitdt der HO-1 als auch der HO-2 hemmt (WONG ET AL. 2011, PODKALICKA ET AL.
2018).

SnPPIX hemmte die CBD-vermittelte Erhohung der metabolischen Aktivitit und der
LC3A/B-II-Proteinexpression sowie das LC3A/B-1I/I-Verhiltnis nicht signifikant. Folglich
spielt die HO-1-Induktion offenbar keine Rolle in diesem Autophagie-Prozess.
Interessanterweise konnten diese Effekte festgestellt werden, obwohl eine kombinierte
Inkubation von SnPPIX und CBD zu einer Uberexpression von HO-1 auf Proteinebene im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit diesen Substanzen fiihrte. Die Ergebnisse sind in

Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17 Einfluss von SnPPIX auf die CBD-vermittelte HO-1- und LC3A/B-I/II-Expression sowie die
metabolische Aktivitit in ADMSCs. Die Zellen wurden 30 min mit dem HO-Aktivitdtshemmer
SnPPIX fiir 30 min priinkubiert und anschliefend mit 3 pM CBD oder Vehikel stimuliert. Nach
24 h wurde die metabolische Aktivitit mittels WST-1-Reagenz bestimmt. Parallel wurde im
Western Blot die Proteinexpression von HO-1 und LC3A/B-I/II analysiert, nach densitometrischer
Auswertung auf B-Aktin normalisiert und auf die Vehikelkontrolle bezogen. Das LC3A/B-II/I-
Verhiltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus den -Aktin-normalisierten LC3A/B-II und LC3A/B-I-
Werten berechnet. Die vertikalen schwarzen Linien in der Darstellung einiger Blots (B, C) zeigen
an, dass die dazwischen liegenden Banden entfernt wurden, sodass die Signale von Proteinproben,
welche auf dasselbe Gel geladen wurden, verglichen wurden. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM
sowie jeweils ein reprédsentativer Blot unter der graphischen Darstellung von n =6 Spendern.
*P < (0,05; ***P < (0,001 vs. Vehikelkontrolle, *P < 0,05 vs. CBD (One-way ANOVA plus post-hoc
Bonferroni-Test).

Um die Ergebnisse mit SnPPIX zu bestdtigen und mogliche Off-Target-Effekte des HO-1-
Inhibitors auszuschlieBen, wurden parallel Experimente mit spezifischer HO-1-siRNA

durchgefiihrt. Durch reverse Transfektion mit 12 nM HO-1-siRNA konnte die HO-1-
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Expression durch 3 uM CBD vollstdndig reduziert werden, wiahrend die mitgefiihrte siRNA-
Kontrolle (nonsi) in dieser Hinsicht inaktiv war. Die HO-1-Downregulierung mit
spezifischer HO-1-siRNA zeigte jedoch keine signifikante Wirkung auf die CBD-vermittelte
Erhohung der metabolischen Aktivitit sowie der LC3A/B-II-Expression und des
LC3A/B-II/I-Verhéltnisses. Somit stiitzen diese Experimente ebenso die Schlussfolgerung,
dass die HO-1 nicht am Autophagie-Prozess in ADMSCs beteiligt ist. Die Ergebnisse sind
in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 18 Einfluss von HO-1-siRNA auf die CBD-vermittelte HO-1- und LC3A/B-I/II-Expression sowie
die metabolische Aktivitit in ADMSCs. Die Zellen wurden mit HO-1-spezifischer siRNA
(HO-1si) bzw. non siRNA (nonsi) in einer Endkonzentration von 12 nM transfiziert und
anschlieBend mit 3 uM CBD oder Vehikel fiir weitere 24 h stimuliert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen auf ihre metabolische Aktivitit sowie ihre LC3A/B-I/II- und
HO-1-Proteinexpression analysiert, nach densitometrischer Auswertung auf B-Aktin normalisiert
und auf die Vehikelkontrolle bezogen. Das LC3A/B-I1/I-Verhéltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus
den B-Aktin-normalisierten LC3A/B-II und LC3A/B-I-Werten berechnet. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM sowie jeweils ein représentativer Blot unter der graphischen Darstellung von
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n = 6 Spendern. *P < 0,05; ***P < 0,001 vs. Vehikelkontrolle, “*P < 0,001 vs. nonsi + CBD (One-
way ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test).

3.6 Einfluss der Autophagie-Hemmung auf die CBD- und MA-
vermittelten Effekte

Die bisherigen Ergebnisse zeigten eine CBD-vermittelte Autophagie- und HO-1-Induktion
ohne funktionellen Zusammenhang. Daraufhin folgten Experimente mit Bafilomycin A1,
einem Inhibitor in der Spétphase der Autophagie, um die Rolle der Autophagie bei den CBD-
modulierten Prozessen (metabolische Aktivitit, Apoptose, HO-1-Expression) zu
charakterisieren.

Die Hemmung des Autophagie-Flux durch 100 nM Bafilomycin A; fithrte zu einer
signifikanten Abnahme der CBD-vermittelten Erhohung der metabolischen Aktivitit.
Bafilomycin A; allein oder in Kombination mit CBD bewirkte einen signifikanten Anstieg
der LC3A/B-II-Proteinspiegel. Durch Hemmung der Fusion vom Autophagosom und
Lysosom zum Autolysosom, welches normalerweise den Abbau von LC3A/B-II stimuliert,
kommt es zur LC3A/B-II-Anreicherung durch Bafilomycin A1 (BARTHET AL. 2010, OLIVER
ET AL. 2012). Der inhibitorische Effekt auf die Autophagie erhohte im gleichen Setup die
Spaltung der Caspase-3, einem etablierten Apoptose-Marker. Eine zusétzliche Stimulation
mit 3 uM CBD verstirkte diesen Effekt signifikant im Vergleich zur alleinigen Stimulation
mit CBD. Im Western Blot wurde zur Beurteilung der Apoptose die 17 kDa-Bande der
cleaved Caspase-3 ausgewertet und graphisch dargestellt.

Die CBD-vermittelte HO-1-Expression wurde unter Hemmung der Autophagie nicht
beeinflusst, sodass die CBD-induzierte HO-1-Induktion Autophagie-unabhingig erfolgt.
Die Ergebnisse sind in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19 Einfluss des Autophagie-Inhibitors Bafilomycin A1 auf die CBD-vermittelten Effekte
(metabolische Aktivitit, Autophagie, Apoptose, HO-1-Expression) in ADMSCs. Die Zellen
wurden mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A; (100 nM, Baf A;) 30 min priinkubiert und
anschliefend mit 3 pM CBD oder Vehikel stimuliert. Nach 24-stiindiger Inkubationszeit wurde die
metabolische Aktivitit mittels WST-1-Reagenz bestimmt und die LC3A/B-I/II- und HO-1-
Expression sowie die Caspase-3-Spaltung im Western Blot analysiert. Nach densitometrischer
Auswertung der Proteinexpression erfolgte eine Normalisierung auf B-Aktin. Das LC3A/B-II/1-
Verhiltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus den -Aktin-normalisierten LC3A/B-II und LC3A/B-I-
Werten berechnet. Derselbe f-Aktin-Blot wurde als Kontrolle in B, C und D verwendet, da die im
Western Blot analysierten Proteine auf demselben Gel aufgetrennt wurden. Die Werte sind auf die
jeweilige Vehikelkontrolle bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte =+ SEM sowie jeweils ein
reprisentativer Blot unter der graphischen Darstellung vonn =9 (A), n=10 (B, C) und n=5 (D)
Spendern. **P < 0,01; ***P < 0,001 vs. Vehikelkontrolle, *P < 0,05; # P < 0,01 vs. CBD (One-way
ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test).
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Im Folgenden wurde der Einfluss der Autophagie-Hemmung auf die MA-vermittelte
Erhohung der metabolischen Aktivitit untersucht. Dies geschah analog zu den Versuchen
mit CBD. Die MA-vermittelte Erhohung der metabolischen Aktivitidt wurde durch 100 nM
Bafilomycin A; ebenfalls signifikant gesenkt. Im Gegensatz zu CBD zeigte die Hemmung
des Autophagie-Flux in den Versuchen mit MA schwichere Effekte. Der Eigeneffekt von
Bafilomycin A; auf die LC3A/B-II-Expression ist, wie in der Literatur beschrieben, in
diesen Versuchen ebenso bestitigt worden. Die Erhohung der Caspase-3-Spaltung unter
Hemmung der Autophagie mit Bafilomycin A1 wird bei kombinierter Stimulation mit 3 uM
MA erzielt, wiahrend MA allein keinen Effekt auf die cleaved Caspase-3 zeigte.

MA erhohte die HO-1-Proteinexpression weder in konzentrations- noch in zeitabhingigen
Versuchen in relevanten Mengen in ADMSCs. Wihrend die Autophagie-Hemmung keinen
Effekt auf die CBD-vermittelte HO-1-Expression zeigte, induzierte MA in Anwesenheit von
Bafilomycin A1 die HO-1-Expression signifikant um das Doppelte. Ein Einfluss des
minimalen Eigeneffekts von Bafilomycin A; auf die HO-1-Expression konnte durch den
signifikanten Unterschied zur HO-1-Induktion unter Autophagie-Hemmung und zeitgleicher
Stimulation mit MA ausgeschlossen werden. Dies deutet auf eine hemmende Wirkung der
MA-induzierten Autophagie auf die HO-1-Expression hin. Die Ergebnisse sind in Abb. 20
dargestellt.
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Abb. 20 Einfluss des Autophagie-Inhibitors Bafilomycin A1 auf die MA-vermittelten Effekte
(metabolische Aktivitit, Autophagie, Apoptose, HO-1-Expression) in ADMSCs. Die Zellen
wurden mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A; (100 nM, Baf A,) fiir 30 min priinkubiert
und anschlieBend mit 3 pM MA oder Vehikel stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurde
die metabolische Aktivitit mittels WST-1-Reagenz bestimmt sowie die LC3A/B-I/II- und HO-1-
Expression als auch die Caspase-3-Spaltung im Western Blot analysiert. Nach densitometrischer
Auswertung der Proteinexpression erfolgte eine Normalisierung auf B-Aktin. Das LC3A/B-II/1-
Verhiltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus den f-Aktin-normalisierten LC3A/B-II und LC3A/B-I-
Werten berechnet. Derselbe B-Aktin-Blot wurde als Kontrolle in B und C verwendet, da die im
Western Blot analysierten Proteine auf demselben Gel aufgetrennt wurden. Die Werte sind auf die
jeweilige Vehikelkontrolle bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM sowie jeweils ein
reprasentativer Blot unter der graphischen Darstellung vonn = 9 (A, D) und n = 12 (B, C) Spendern.
**p < (,01; ***P < 0,001 vs. Vehikelkontrolle, *P < 0,05; ## P < 0,001 vs. MA, *P < 0,05 vs.
MA + Baf A; (One-way ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test).
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3.7 Autophagie-Defizit bewirkt eine HO-1-abhiingige Apoptose in
ADMSCs

Abschliefend sollte die funktionelle Bedeutung der HO-1-Induktion unter einem
Autophagie-Defizit untersucht werden, insbesondere unter Stimulation mit MA. Zu diesem
Zweck wurde die Autophagie durch den Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A; und die
HO-1-Aktivitdt mit dem HO-Aktivitédtsinhibitor SnPPIX simultan gehemmt.

Der inhibitorische Effekt von Bafilomycin A; senkte die metabolische Aktivitit im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit 3 uM CBD, wie bereits gezeigt. Dieser signifikante
Unterschied wurde durch eine zusétzliche Hemmung der HO-1-Aktivitdt im gleichen Setup
wieder aufgehoben. Die metabolische Aktivitit stieg dabei auf das Niveau der
Vehikelkontrolle wieder an. Um einen Off-Target-Effekt von SnPPIX auszuschliefen,
wurden ADMSCs mit der Vehikelkontrolle und SnPPIX stimuliert und anschlieBend die
metabolische Aktivitidt mittels WST-1-Test sowie die cleaved Caspase-3 im Western Blot
analysiert. Es konnte kein relevanter Eigeneffekt ermittelt werden (sieche Abb. 22). Die
Kombination von CBD und Bafilomycin A ist als Positivkontrolle der Caspase-3-Spaltung
dargestellt.

Die Fragestellung, ob die apoptotische Wirkung der Autophagie-Hemmung ebenfalls
aufgehoben wird, bei gleichzeitiger Hemmung der HO-1-Aktivitit, wurde durch
Auswertung der cleaved Caspase-3 im Western Blot untersucht. Dabei zeigte sich eine
signifikante Senkung der Caspase-3-Spaltung, wenn beide Inhibitoren eingesetzt wurden.
Dies deutet darauf hin, dass die HO-1 unter Bedingungen der Autophagie-Hemmung
zumindest teilweise Apoptose vermittelt. CBD selbst erhohte minimal bei allerdings
fehlender Signifikanz die cleaved Caspase-3 in ADMSCs.

Die CBD-vermittelte HO-1-Expression blieb unter Autophagie-Hemmung unveréndert. Der
zusétzliche Einsatz von SnPPIX zeigte den erwarteten Eigeneffekt und erhohte stark die
HO-1-Expression, wie bereits beschrieben. Die Auswertung der LC3A/B-II-Expression
ergab eine CBD-vermittelte Erhohung von LC3A/B-II und zeigte wiederholt den
Eigeneffekt von Bafilomycin A; auf diesen Autophagie-Marker. Die Ergebnisse sind in

Abb. 21 zusammengefasst.
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Abb. 21 Effekte der HO-1-Hemmung auf die Bafilomycin Ai-induzierte Verinderung der

metabolischen Aktivitit, der Autophagie und der Apoptose in CBD-behandelten ADMSCs.
Die Zellen wurden mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A; (100 nM, Baf A;) und dem HO-1-
Inhibitor SnPPIX (25 pM) 30 min préiinkubiert und anschlieBend mit 3 uM CBD oder Vehikel fiir
24 h stimuliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen auf LC3A/B-I/II- und HO-1-
Proteinexpression sowie auf die Caspase-3-Spaltung und metabolische Aktivitdt analysiert. Nach
densitometrischer Auswertung der Proteinexpression erfolgte eine Normalisierung auf -Aktin. Das
LC3A/B-1I/I-Verhiltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus den 3-Aktin-normalisierten LC3A/B-11 und
LC3A/B-I-Werten berechnet. Derselbe B-Aktin-Blot wurde als Kontrolle in B, C und D verwendet,
da die im Western Blot analysierten Proteine auf demselben Gel aufgetrennt wurden. Die Werte sind
auf die jeweilige Vehikelkontrolle bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM sowie jeweils ein
reprasentativer Blot unter der graphischen Darstellung von n =4 (A-D) Spendern. *P < 0,05;
**p < (0,01 vs. Vehikelkontrolle, ## P < 0,001 vs. CBD, *P < 0,05 vs. CBD + Baf A; (One-way
ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test).
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Abb. 22 Ausschluss eines Off-Target-Effektes von SnPPIX. Die Werte der WST-1-Analyse sind auf die
jeweilige Vehikelkontrolle bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte =+ SEM der metabolischen

Aktivitdt (A, n=6 Spendern) sowie ein reprisentativer Blot zur Beurteilung des Eigeneffekts von
SnPPIX auf die Caspase-3-Spaltung (B).

Im Weiteren wurde der Versuchsansatz analog mit MA durchgefiihrt. Die hemmende
Wirkung auf die MA-vermittelte Erhohung der metabolischen Aktivitdt durch
Bafilomycin A1 wurde durch die zusitzliche Anwesenheit von SnPPIX nicht wieder
aufgehoben. Eine minimale Authebung lie sich bei einzelnen Spendern auswerten, in
Summe der Daten konnte dies nicht signifikant belegt werden. Auf der anderen Seite konnte
eine hochsignifikante inhibierende Wirkung von SnPPIX auf Ebene der Caspase-3-Spaltung
nachgewiesen werden. Dies bestitigt auch im Falle von MA die Induktion einer
proapoptotischen HO-1 unter Autophagie-Defizit.

Die HO-1- und LC3A/B-II-Expression wurden durch die Eigeneffekte der jeweiligen
Inhibitoren im erwarteten Ausmall, wie bereits erwahnt, beeinflusst. Unter Stimulation mit
MA stieg die LC3A/B-II-Expression bei Hemmung des Autophagie-Flux an und verénderte
sich bei zusdtzlicher HO-1-Hemmung in keinem statistisch relevanten Ausmafl. Die

Ergebnisse sind in Abb. 23 dargestellt.
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Abb. 23 Effekte der HO-1-Hemmung auf die Bafilomycin Ai-induzierte Verinderung der
metabolischen Aktivitiit, der Autophagie und der Apoptose in MA-behandelten ADMSCs. Die
Zellen wurden mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A; (100 nM, Baf A;) und dem HO-1-
Inhibitor SnPPIX (25 uM) fiir 30 min prédinkubiert und anschlieBfend mit 3 uM MA oder Vehikel
fiir 24 h stimuliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen auf LC3A/B-I/II- und HO-1-
Proteinexpression sowie die Caspase-3-Spaltung und metabolische Aktivitit analysiert. Nach
densitometrischer Auswertung der Proteinexpression erfolgte eine Normalisierung auf p-Aktin. Das
LC3A/B-1I/I-Verhiltnis (LC3A/B-II/I Ratio) wurde aus den 3-Aktin-normalisierten LC3A/B-1I und
LC3A/B-I-Werten berechnet. Derselbe -Aktin-Blot wurde als Kontrolle in B, C und D verwendet,
da die im Western Blot analysierten Proteine auf demselben Gel aufgetrennt wurden. Die Werte sind
auf die jeweilige Vehikelkontrolle bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM sowie jeweils ein
reprisentativer Blot unter der graphischen Darstellung von n = 6 (A) und n = 5 (B-D) Spendern. **P
< 0,01 vs. Vehikelkontrolle, #P < 0,01; ##P < 0,001 vs. MA, *"*P < 0,001 vs. MA + Baf A; (One-
way ANOVA plus post-hoc Bonferroni-Test).
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4 DISKUSSION

Neuere Studien zeigen, dass die Induktion der HO-1 eine Schliisselrolle fiir das Uberleben
von Stammzellen wihrend einer Transplantation von adulten Stammzellen spielt (RAFFAELE
ET AL. 2016). Dariiber hinaus haben mehrere Arbeiten eine Schutzfunktion der Autophagie
in Stammzellen (PAN ET AL. 2013) sowie ein hohes Mal} an konstitutiver Autophagie in
humanen MSCs bestitigt (OLIVER ET AL. 2012). In diesem Zusammenhang belegen die
Ergebnisse der vorliegenden /n-vitro-Studie unter serumfreien Bedingungen, dass das nicht
psychoaktive Phytocannabinoid CBD und das Endocannabinoid-Analogon MA durch
Induktion der Autophagie das Zelliiberleben férdern und dass im Fall von CBD das
antioxidative Enzym HO-1 in ADMSCs induziert wird.

4.1 Cannabinoid-vermittelte HO-Induktion

In der vorliegenden Arbeit fiihrte ausschlieBlich eine Konzentration von 3 uM CBD
innerhalb von 6 h zu einer Induktion des antioxidativen Enzyms HO-1, sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene. Eine Steigerung der Proteininduktion konnte bis zu 48 h
nachgewiesen werden, wihrend bei MA nach 48 h nur eine spite und vergleichsweise
geringere Zunahme des HO-1-Proteins dargestellt werden konnte. Diese Zeitspanne
entspricht dem kritischen Zeitpunkt nach einer Transplantation, welcher tiber Erfolg und
Misserfolg entscheidet (TSE ET AL. 2012). Eine maximale Gewebekonzentration von 6 uM
Cannabinoid kann in vivo zu therapeutischen Effekten fiihren (ATHANASIOU ET AL. 2007),
sodass die gewdhlte Konzentration von 3 uM Cannabinoid als eingesetzte Standard-
Konzentration in den Folgeversuchen klinische Relevanz besitzt.

Die HO-1 als induzierbares HO-Enzym bietet zahlreiche Forschungsschwerpunkte und lasst
oft die protektive Rolle des zweiten HO-Isoenzyms, der HO-2, aufgrund seiner vermeintlich
konstitutiven Rolle in den Hintergrund treten (MUNOZ-SANCHEZ & CHANEZ-CARDENAS
2014). Ein weiterer Aspekt der Untersuchung konzentrierte sich folglich auf die
Beeinflussung der HO-2 durch CBD und MA. Fiir die untersuchten Cannabinoide konnte
jedoch kein Einfluss auf die HO-2-Expression registriert werden. Beziiglich der Bedeutung
der HO-2 und ihrer Regulierbarkeit in ADMSCs existieren bislang keine Daten. Eine Studie
mit ADMSCs aus HO-2-Knockout-Méusen zeigt keinen protektiven Schutz gegeniiber
oxidativem Stress im Vergleich zu ADMSCs aus Wildtyp-Miusen. Lediglich eine

Vorinduktion der HO-1 durch Curcumin wird als Strategie des gesteigerten Zelliiberlebens
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von Stammzellen beschrieben (CREMERS ET AL. 2014). Aus diesem Grund wurden die

weiteren Daten der vorliegenden Arbeit ohne Beriicksichtigung der HO-2 erhoben.

4.2 Cannabinoid-vermittelte Induktion der Autophagie

Stammzellen und Progenitorzellen zeigen geringe intrazellulire ROS-Konzentrationen,
welche ihre Stammzellfdhigkeit und ihre Pluripotenz bestimmen, wéhrend die ROS-
Akkumulation und Aktivierung von ROS-Signalwegen fiir die Differenzierung von grof3er
Bedeutung sind. Deshalb moduliert der intrazelluldre oxidative Status die Balance zwischen
Regenerierung und Differenzierung (TAO ET AL. 2016). Eine frithere Publikation unserer
Arbeitsgruppe zeigte eine CBD-vermittelte osteogene Differenzierung von ADMSCs
in vitro unter anndhrend konstanten Zellzahlen. Die Zellviabilitit wird dabei durch 3 pM
CBD im Langzeitversuch (35 Tagen) erhoht, die proliferative Vermehrung hingegen
vermindert (SCHMUHL ET AL. 2014).

Cannabinoid-Rezeptor-Liganden fordern die osteogene Differenzierung in MSCs, wodurch
eine adipogene Differenzierung inhibiert wird (IDRIS 2012). Fluoxetin zeigt in ADMSCs
eine Hemmung der adipogenen Differenzierung im Kontext mit einer gesteigerten
Autophagie (SUN ET AL. 2015). Dies steht im Einklang mit dem Kenntnisstand, dass in
differenzierten Stammzellen weniger Autophagosomen nachweisbar sind als in MSCs (TAO
ET AL. 2016), in denen die konstitutive Autophagie hoch ist (OLIVER ET AL. 2012).

Die Verwendung von Serum bei der /n-vitro-Expansion von Stammzellen besteht in der
Bereitstellung mitogener Faktoren fiir das Zelliiberleben und die Proliferation von Zellen.
Dies ist ein relevanter Faktor bei der Stammzelltransplantation, denn die Zelltodrate ist nach
den ersten Tagen und Wochen enorm. Unter normalen Kulturbedingungen verringert die
Serumreduktion die metabolisch aktive Lebensfahigkeit von ADMSCs innerhalb von 24 h
um ca. 15% und nach 72 h um fast 30% (TSE ET AL. 2012). Die Uberlebensrate unter
serumarmen Bedingungen zu fordern, ist ein wichtiger Schritt, um die Wundheilung durch
parakrine Effekte der ADMSCs im ischdmischen Myokard zu begiinstigen.

Zelluldrer Stress, ausgelost durch Serumentzug, wirkt Zellen durch eine Zunahme der
mitochondrialen Biogenese oder der Autophagie entgegen, je nach Intensitét des oxidativen
Stresses (VENDITTI & DI MEO 2020). Die Autophagie ist ein kataboler Stoffwechselprozess,
welcher das Zelliiberleben sichert, was sich wiederum positiv auf die Uberlebensrate von
Stammzellen nach einer Transplantation auswirken kann. Die untersuchten Cannabinoide
erhohten unter Serumentzug in einer Konzentration von 3 uM die Stoffwechselaktivitét in

ADMSCs innerhalb von 24 h. Die Stoffwechselaktivitit kann durch eine gesteigerte
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Proliferation oder durch eine erhdhte metabolische Aktivitdt bedingt sein. Die Ergebnisse
des WST-1-Tests und der Trypanblau-Férbung zeigten eine signifikante Erhoéhung der
metabolischen Aktivitdt ohne Erh6hung der Zellzahl. Unter gleichen Bedingungen konnte
eine Induktion der Autophagie durch eine verstirkte LC3A/B-II-Expression in ADMSCs
gezeigt werden. Die Aussagekraft des LC3A/B-II/I-Verhéltnis wird in der Literatur
unterschiedlich diskutiert. Es wird auf verschiedene Affinititen von Antikorpern hinsichtlich
LC3-I und LC3-II hingewiesen und empfohlen, stattdessen das LC3-1I/B-Aktin-Verhiltnis
darzustellen (KIMURA ET AL. 2009, BARTH ET AL. 2010, JIANG & MIZUSHIMA 2015). In der
vorliegenden Arbeit wurden beide Parameter (LC3A/B-II/I- und LC3A/B-II/B-Aktin-
Verhiltnis) analysiert und dargestellt. Die auf B-Aktin normalisierte LC3A/B-1I-Expression
wurde zur Beurteilung der Cannabinoid-vermittelten Autophagie in ADMSCs vorrangig zur
Diskussion herangezogen. Dies stimmt ebenso mit der Empfehlung der Leitlinie fiir die
Verwendung und Interpretation von Assays zur Analyse der Autophagie liberein (KLIONSKY
ET AL. 2016).

Obwohl MA keinen starken Einfluss auf die HO-1-Expression unter den untersuchten
Bedingungen zeigte, wurde das Cannabinoid in den folgenden Experimenten mitgefiihrt. Es
sollte ein Vergleich zwischen einem endogenen Cannabinoid-Analogon und einem
Phytocannabinoid erbracht werden. Beide zeigen unterschiedliche Rezeptor-Affinititen.
Eine Erhohung der metabolischen Aktivitit und der Autophagie-Induktion konnte durch MA
ebenfalls erzielt werden. Der Effekt ist allerdings nicht so stark ausgeprégt wie bei CBD.

4.3 Cannabinoid-vermittelte Effekte sind Rezeptor-unabhinig in
ADMSCs

Experimentelle Versuche mit Antagonisten, welche auf CB;, CB, und TRPV1 abzielen,
zeigten keine Wirkung auf die Autophagie-abhéngige Erhohung der metabolischen Aktivitét
in CBD- und MA-behandelten ADMSCs. Die CBD-induzierte HO-1-Expression wurde
ebenfalls nicht durch die Antagonisierung der Rezeptoren beeinflusst. Dies deutet darauf
hin, dass Cannabinoid-Rezeptor-unabhingige Mechanismen beiden zelluldren Reaktionen
zugrunde liegen. Dariiber hinaus wurde eine mogliche antagonistische Wirkung von CBD
auf den Orphan Drug Rezeptor GPRS55 unter Verwendung des GPR55-Agonisten O-1602
ausgeschlossen. Fiir CBD stimmt dieses Ergebnis mit den Beobachtungen {iberein, dass die
CBD-bedingte HO-1-Expression in humanen glatten GefdBmuskelzellen (SCHWARTZ ET AL.
2018b) und humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen (HUVECSs) ebenfalls Rezeptor-

unabhiingig erfolgt (BOCKMANN & HINZ 2020). Im Gegensatz dazu wird der promigrative
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Effekt von CBD auf ADMSCs iiber CB2 und GPR55 vermittelt. (SCHMUHL ET AL. 2014). In
Blastozyten wurde eine CB1-Rezeptor-abhéingige Autophagie durch MA gezeigt (OH ET AL.
2013), wihrend in humanen Neurogliomzellen eine MA-vermittelte Apoptose Cannabinoid-
Rezeptor- und TRPVI1-unabhdngig erfolgte (HINZ ET AL. 2004). In Analogie zu den
Ergebnissen mit CBD (SCHMUHL ET AL. 2014), wurde eine promigrative Wirkung durch
Hemmstoffe der Endocannabinoid-abbauenden FAAH sowie durch die Endocannabinoide
Anandamid und 2-AG in ADMSCs beschrieben, die hier iiber CB>-Rezeptoren vermittelt
wurde (WOLLANK ET AL. 2015). Die untersuchten Cannabinoide scheinen ihre biologischen
Wirkungen somit sowohl iiber Rezeptor-abhingige als auch -unabhingige Wege zu

vermitteln, welche zusétzlich vom Zelltyp und/oder der funktionellen Wirkung abhédngen.

4.4 Zusammenhang zwischen der Autophagie und einer simultanen
HO-1-Induktion in ADMSCs

Eine Induktion der Autophagie in ADMSCs konnte in der vorliegenden Arbeit durch den
Nachweis einer verstirkten LC3A/B-II-Expression belegt werden. Dabei war die
metabolischen Aktivitdt in Cannabinoid-behandelten ADMSCs hoher als in Autophagie-
defizienten Zellen, was darauf hindeutet, dass die Autophagie die Lebensfihigkeit der
ADMSCs erhoht. Vergleichbare Schlussfolgerungen lisst eine Studie mit Hepatozyten zu,
welche eine protektive Rolle der Autophagie bei der Kupfer-induzierten mitochondrialen
Dysfunktion beschreibt. Ein ebenso interessanter Befund ist, dass die HO-1-Induktion unter
Autophagie-Hemmung in Kupfer-behandelten Hepatozyten gesteigert wird, wéhrend eine
Induktion der Autophagie die HO-1-Expression supprimiert (YANG ET AL. 2018).

Inzwischen deuten zahlreiche Hinweise auf komplexe Verkniipfungen zwischen
antioxidativen Systemen (Nrf2/Keapl-Signalweg, HO-1) und der Autophagie hin. Die
Koordination und Regulationen von Redox-basierten Signalwegen sind fiir das
Zellwachstum, die Differenzierung und das Uberleben von entscheidender Bedeutung
(DODSON ET AL. 2015). Aus diesem Grund wurde ein potenzieller Zusammenhang zwischen
der HO-1-Induktion durch CBD und seiner proautophagen Wirkung mithilfe des HO-
Inhibitors SnPPIX sowie der selektiven HO-1-siRNA untersucht. Allerdings flihrten weder
SnPPIX noch HO-1-siRNA zu einer Verringerung der CBD-induzierten Autophagie in
ADMSC:s. Die Hypothese, dass CBD die Autophagie in ADMSCs HO-1-abhingig induziert,
wurde hiermit widerlegt. Die Rolle der HO-1 im Autophagie-Prozess wird in der Literatur
in Abhingigkeit vom untersuchten Zelltyp kontrovers diskutiert. Studien an Makrophagen
und Endothelzellen zeigen eine kritische Rolle der HO-1 bei der Regulierung der
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Autophagie, welche mit liberlebensfordernden Effekten assoziiert ist (WALTZ ET AL. 2011,
CHANG ET AL. 2015, DODSON ET AL. 2015, SUROLIA ET AL. 2015, WANG ET AL. 2016). In
diesem Kontext zeigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe eine HO-1-abhidngige CBD-
vermittelte Autophagie und Apoptose in HUVECs (BOCKMANN & HINZ 2020). Andererseits
erwies sich die protektive Autophagie gegen Lipotoxizitit in Hepatozyten, welche durch den
HO-1-Induktor tert-Butylhydrochinon vermittelt wird, als HO-1-unabhdngig (LI ET AL.
2014). Eine Hemmung des HO-1-Transkriptionsfaktors Nrf2 in der nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom-Zelllinie A549 fiihrt zu einer Abnahme der Zellviabilitit, unabhingig von
der Autophagie (ZHOU ET AL. 2016). Ein Autophagie-unabhéngiger protektiver Effekt von
HO-1 wird fiir Curcumin beschrieben, denn Curcumin verhindert eine H>O»-induzierte
Apoptose bei Wildtyp- und HO-2-Knockout-ADMSCs durch eine HO-1-Induktion

(CREMERS ET AL. 2014).

4.5 Autophagie-Defizit und sein Einfluss auf die HO-1-Induktion in
ADMSCs

Wihrend die bisher diskutierten Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die durch
Cannabinoide verursachte Autophagie HO-1-unabhéngig vermittelt wird, scheinen andere
Mechanismen ausgeldst zu werden, wenn die zelluldre Autophagie im gleichen Zellsystem
inhibiert wird. Insofern fiihrte die Hemmung der Autophagie durch Bafilomycin A1 zu einer
signifikanten HO-1-Expression durch MA. Im gleichen Kontext zeigten sowohl MA als auch
CBD eine HO-1-abhingige Apoptose-Induktion in ADMSC:s.

Dies stimmt mit Beobachtungen in verschiedenen Lungenkrebszellen {iberein, bei denen
eine Autophagie-Hemmung zu einer Cadmium-induzierten HO-1-Expression und zu einer
Induktion der Apoptose filihrt, wihrend die HO-1-Hemmung die Apoptose vermindert (SO
& OH 2016). Dariiber hinaus zeigt eine Aktivierung der Autophagie eine protektive Rolle
gegeniiber Hypoxie und Serumentzug in MSCs, wéhrend eine Autophagie-Hemmung die
Apoptose in MSCs unter diesen Bedingungen fordert (ZHANG ET AL. 2012, WAGERS 2014).
Des Weiteren fiihrt die Hemmung der Autophagie zu einer gesteigerten Glukose/ROS-
vermittelten Apoptose in ADMSCs (LTET AL. 2018).

Die hemmende Wirkung von SnPPIX auf die Apoptose in Cannabinoid-behandelten Zellen
unter Autophagie-Defizit, kann als Beweis angesehen werden, dass die HO-1 unter diesen
Bedingungen eine Apoptose-verstirkende Wirkung vermittelt. Interessanterweise zeigte
SnPPIX diesen Effekt in CBD-behandelten ADMSCs, wihrend es gleichzeitig die durch die

Kombination von CBD und Bafilomycin A; verursachte HO-1-Expression signifikant

86



Diskussion

erhohte. Die starke Induktion der HO-1-Expression unter SnPPIX-Stimulation ist in der
Literatur beschrieben (SARDANA & KAPPAS 1987, XIA ET AL. 2006, CHANG ET AL. 2008,
SCHWARTZ ET AL. 2018a, BOCKMANN & HINZ 2020). Allerdings kann der HO-Inhibitor die
Aktivitdt von praformiert vorliegenden wie auch neu synthetisierten Enzymen hemmen
(SARDANA & KAPPAS 1987). Andererseits ist zu beriicksichtigen, dass die HO-1 unter
Stressbedingungen nach einer proteolytischen Spaltung aus dem ER einer Kerntranslokation
unterliegt und folglich in einer enzymatisch inaktiven Form vorliegt. In diesem Kontext
zeigen Arbeiten, dass nukledre HO-1 an der Steigerung der Proliferation sowie Invasion von
Krebszellen (HSU ET AL. 2015) und an der Bortezomib-vermittelten Chemoresistenz
(TIBULLO ET AL. 2016) beteiligt ist. Auf mechanistischer Ebene wurde fiir nukleéres HO-1
eine Aktivierung von Nrf2 und damit die Hochregulation der antioxidativen Abwehr
beschrieben (BISWAS ET AL. 2014). In dem experimentellen System der vorliegenden Studie
wurde jedoch die fehlende Wirkung von SnPPIX auf die CBD-induzierte Erhhung der
metabolischen Aktivitdt und Autophagie durch Experimente mit HO-1-siRNA bestétigt.
Dies macht eine entscheidende Rolle von SnPPIX-induziertem, enzymatisch inaktivem HO-
1 innerhalb der hier untersuchten Prozesse sehr unwahrscheinlich.

Im Jahr 2010 wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen dem zelluldren
Abwehrmechanismus Nrf2/HO-1 und der Autophagie beschrieben. Die Kopplung der
beiden Signalwege beruht auf direkter Interaktion zwischen dem autophagen Adapterprotein
p62 und Keapl (LAUET AL. 2010). Nachfolgende Untersuchungen iiber den Zusammenhang
von Nrf2/HO-1 und den Autophagie-Prozess konkretisieren die Interaktion und zeigen
pathologische Folgen einer anhaltenden Nrf2/HO-1-Aktivierung als Folge einer autophagen
Dysregulation, wie Gewebeschdden und Krebs, auf (INAMI ET AL. 2011). Eine gestorte
Autophagie flihrt zu einer Akkumulation von p62, da p62 unter normalen Bedingungen in
Autophasomen eingebaut und schlieBlich abgebaut wird, welches eine Hemmung der
Autophagie verhindert. p62 interagiert mit der Nrf2-Bindungsstelle auf Keap1 und blockiert
folglich die Keapl-Nrf2-Bindung, wodurch Nrf2 stabilisiert wird und in den Zellkern
transloziert. Dies fiithrt zur Aktivierung von Nrf2-abhéngigen Genen, wie dem HO-1-Gen
(KOMATSU ET AL. 2010, INAMI ET AL. 2011). In diesem Kontext fordert beispielsweise die
Hemmung der Autophagie die epithelial-mesenchymale Transition in Eierstockkrebszellen
durch den ROS/HO-1-Signalweg, was zur Migration und Invasion von Krebszellen fiihrt
(ZHAO ET AL. 2016). Im Gegensatz dazu vermittelt ein Autophagie-Mangel auch eine
Aktivierung des Nrf2/HO-1-Signalwegs mit protektiven Effekten, indem die Indomethacin-

vermittelte Schidigung von Darmepithelzellen vermindert wird (HARADA ET AL. 2015).
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Zwei Mechanismen der HO-1-vermittelten Apoptose unter Autophagie-Defizit in ADMSCs
sind denkbar. Eine hohe CO-Konzentration, bedingt durch die gesteigerte HO-1-Aktivitét,
hemmt die Atmungskette auf Ebene der Cytochrom-c-Oxidase (CHOI ET AL. 2012), wahrend
auf der anderen Seite eine anhaltende Aktivierung des HO-1-Transkriptionsfaktors Nrf2 den
reduktiven Stress fordert (RAJASEKARAN ET AL. 2011). Ergebnisse der Arbeitsgruppe in
Endothelzellen unterstiitzen die Hypothese, dass eine erhdhte Expressionsrate der HO-1 eine
Apoptose-induzierende Wirkung zeigt, wahrend ein niedriges Expressionsniveau der HO-1
das Zelliiberleben durch Autophagie vermittelt (BOCKMANN & HINZ 2020). Eine duale Rolle
der HO-1 wurde auch im Nervensystem nachgewiesen. Die Nrf2-abhdngige HO-1-
Expression fordert in diesem Kontext primér das Uberleben neuronaler Zellen, wihrend ein
Nrf2-unabhéngig (iiber AP-1 oder NF-kB) vermitteltes hohes Expressionsniveau der HO-1
zur Neurodegeneration beitrdgt (NITTI ET AL. 2018). Mithilfe der CRISPR/dCas9-Technik
wurde eine gezielte Regulation der HO-1-Expression in Stammzellen gezeigt, um deren
Uberlebensfihigkeit nach einer Transplantation in das ischimische Myokard zu verbessern.
Auf diese Weise wurde ein ausreichendes Expressionsniveau von HO-1 erzielt, sodass seine
protektive Rolle zum Tragen kommt, jedoch ohne potenziell zytotoxische Effekte

auszulosen (PAN ET AL. 2014).

4.6 Einfluss der Cannabinoide auf die Stoffwechselaktivitit der
Mitochondrien

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um den genauen Mechanismus zu verstehen,
durch den CBD und MA die metabolische Aktivitit von ADMSCs unter Serumentzug
erh6hen. Es ist bemerkenswert, dass beide Cannabinoide in dem untersuchten Zeitraum
keine signifikante Verdnderung der Zellzahl, sowohl der lebenden als auch der toten Zellen,
verursachten. Dies deutet darauf hin, dass die in Gegenwart von CBD und MA registrierte
Erhohung der Stoffwechselaktivitit nicht auf eine Zunahme der Zellproliferation
zuriickzufiihren ist. Dabei wurde die erhohte Stoffwechselaktivitit durch eine gesteigerte
Spaltung des stabilen Tetrazoliumsalzes WST-1 gemessen, welche hauptsichlich auf der
Zelloberflidche stattfindet (BERRIDGE ET AL. 2005) und auf eine erhdhte glykolytische
Produktion von NAD(P)H in lebenden Zellen hinweist. In diesem Kontext scheint die
Cannabinoid-induzierte ~Autophagie eine adaptive Antwort auf einen erhohten
metabolischen Bedarf zu sein, sodass unter diesen Umsténden bevorzugt Substrate fiir den
Tricarbonsdurezyklus bereit gestellt werden, um den mitochondrialen Energiestoffwechsel

aufrechtzuerhalten (KIMURA ET AL. 2013, GUO ET AL. 2016). Im Einklang damit konnte die
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Cannabinoid-vermittelte Erhohung der Stoffwechselaktivitit durch den Autophagie-
Inhibitor Bafilomycin A signifikant reduziert werden, wobei ein per se signifikanter
intrinsischer Effekt des Inhibitors auf die Stoffwechselaktivitit ausgeschlossen werden
konnte. Im Hinblick auf eine potenzielle direkte Wirkung der Cannabinoide auf
mitochondrialer Ebene haben frithere Arbeiten gezeigt, dass die neuroprotektive Wirkung
von CBD gegen Ischimie/Reperfusionsschdden mit einer Aktivierung der Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase, einem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym des Pentose-
Phosphat-Weges, und der Aufrechterhaltung des NADPH/NADP'- Verhiltnisses
einhergeht. Dadurch wird sowohl das Energie- als auch das Redox-Gleichgewicht
aufrechterhalten (SUN ET AL. 2017). In einer weiteren Studie zeigte CBD eine Verbesserung
der Doxorubicin-induzierten Beeintrdchtigung der kardialen mitochondrialen Funktion
durch eine gesteigerte Expression von Markern der mitochondrialen Biogenese (HAO ET AL.

2015).

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Schlussfolgernd ldsst sich konstatieren, dass die Regulation der HO-1-Expression und der
Autophagie offenbar je nach Zelltyp und Induktor variiert. In ADMSCs scheint die durch
Cannabinoide induzierte HO-1-unabhingige Autophagie in erster Linie protektiv zu sein.
Eine protektive Funktion der Autophagie-Induktion durch CBD wurde kiirzlich auch in
Endothelzellen gezeigt. Dabei fithrte eine Hemmung der HO-1-abhidngigen CBD-
induzierten Autophagie zu einer Induktion der Apoptose durch eine per se protektive CBD-
Konzentration (6 uM) bzw. zu einer Superinduktion der Apoptose durch eine per se
zytotoxische CBD-Konzentration (10 uM) (BOCKMANN & HINz 2020). In glatten
Gefalmuskelzellen wurde eine CBD-induzierte HO-1-Expression ohne eine begleitende
proapototische Wirkung gezeigt (SCHWARTZ ET AL. 2018b). Die Rolle der HO-1 ist in
Krebszellen noch nicht vollstindig verstanden. Dabei wurde in zwei hier nur exemplarisch
zitierten Studien gezeigt, dass eine HO-1-Induktion die Chemoresistenz von
Brustkrebszellen vermittelt, indem die Autophagie gefordert wird (TAN ET AL. 2015, PETET
AL. 2018).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von zwei Cannabinoiden, dem nicht
psychoaktiven Phytocannabinoid CBD und dem Endocannabinoid-Analogon MA im
Hinblick auf die Regulation der HO-1-Induktion, der Autophagie und dem Zelliiberleben
von ADMSCs unter serumarmen und damit stressinduzierten Bedingungen untersucht.
Insgesamt unterstiitzen die Daten der vorliegenden Studie den potenziellen Einsatz von
ADMSCs, welche in Gegenwart von Cannabinoiden eine iiberlebensfordernde Autophagie
entwickeln (Abb. 24). Obwohl eine bedeutende Rolle der HO-1 als moglicher Induktor der
protektiven Autophagie ausgeschlossen werden konnte, zeigen die Ergebnisse die Induktion
einer HO-1-abhédngigen Apoptose, wenn die Cannabinoid-induzierte Autophagie gehemmt
wird. Dies deutet auf einen bisher unbekannten crosstalk zwischen beiden Systemen in
ADMSCs hin. Die Aufkldrung eines protektiven und damit iiberlebensférdernden

Mechanismus ist fiir die therapeutische Anwendung von ADMSCs von grof3er Bedeutung.
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A. Autophagie-intakte ADMSCs

CBD

HO-1 Autophagie
e —
T
SnPPIX
HO-1 siRNA
[ Metabolische Aktivitat ]—>
T
[ Zelluldrer Stress ]
e
T Induktion
[ Serumentzug ] —
Inhibition

B. Bafilomycin A,-behandelte Autophagie-defiziente

ADMSCs
::[ HO-1 ]—>[ Apoptose ]
T J

SnPPIX

[ Metabolische Aktivitit ]
T
[ Zelluldrer Stress ]

—

Induktion
[ Serumentzug —
Inhibition

Abb. 24 Schematische Darstellung des vorgeschlagenen Mechanismus zur funktionellen Konsequenz
der CBD- und MA-induzierten HO-1-Expression in ADMSCs. In Zellen, welche unter
Serumentzug (A) kultiviert und somit einer zeitabhédngigen Abnahme der metabolischen Aktivitét
ausgesetzt wurden, féordern CBD und MA die Autophagie. Dies fiihrt zu einer gesteigerten
Stoffwechselaktivitit, die das Zelliiberleben fordern kann. Dariiber hinaus bewirkte CBD eine
erhohte HO-1-Expression, die jedoch nicht an der Erhdhung der metabolischen Aktivitit sowie der
Autophagie beteiligt war. Eine Beteiligung Cannabinoid-sensitiver Rezeptoren an den Cannabinoid-
Effekten (erhohte metabolischen Aktivitdt, HO-1-Induktion) wurde ausgeschlossen. Andererseits
filhrte eine Hemmung der Autophagie durch Bafilomycin A; (B) zu einer Induktion der Apoptose
und hemmte die Cannabinoid-vermittelte Erh6hung der metabolischen Aktivitit. Unter diesen
Bedingungen 16ste auch MA eine ausgepragte HO-1-Expression aus. Eine zusitzliche Hemmung
der HO-1 fiihrte schlieBlich zu einer signifikanten Umkehrung der Bafilomycin A;/Cannabinoid-
induzierten Apoptose. Zusammenfassend sprechen die erhobenen Daten dafiir, dass CBD und MA
unter serumfreien Bedingungen ADMSCs tiiber eine HO-1-unabhéngige Induktion der Autophagie
schiitzen (A), wéhrend unter einer zusétzlichen Hemmung der Autophagie die Cannabinoid-
vermittelte HO-1-Induktion zur Apoptose beitrdgt (B). Die dargestellte Reihenfolge mit den
induktiven und inhibitorischen Pfeilen, die die Késtchen verbinden, entspricht der Wirkung von
CBD oder MA bei fehlender HO-1-Inhibition. Die HO-1-inhibierenden Strategien (SnPPIX, HO-1-
siRNA) sind kursiv dargestellt, wobei ihr Ziel, nicht aber ihre nachfolgende Wirkung gezeigt wird.
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