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Zusammenfassung

Die  rheumatoide  Arthrits (RA) ist eine  chronisch-entzindliche
Autoimmunerkrankung, die durch eine persistierende Synovialentziindung, eine
fortschreitende Gelenkdestruktion sowie eine Fehlregulation sowohl der
angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort gekennzeichnet ist. Neben
Immunzellen wie B- und T-Lymphozyten nehmen Synovialfibroblasten im Gewebe
von Patienten mit rheumatoider Arthritis eine Schlisselrolle in der Pathogenese
ein. Sie setzen proinflammatorische Mediatoren frei und tragen dadurch wesentlich
zur Aufrechterhaltung des entzindlichen Milieus im Gelenk bei. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Antikdrper- und Interleukinproduktion peripherer mononuklearer
Blutzellen (PBMCs) gesunder Spender untersucht und mit RASFs in Ko-Kultur
verglichen. Die Zellen wurden mit anti-lgM, anti-CD3, anti-CD28 und Interferon-y
(IFN-y) stimuliert und zusatzlich verschiedenen CB;- und CB,-Liganden und
Rimonabant ausgesetzt. AnschlieBend wurden die Konzentrationen von
Interleukin (IL-) 6, IL-10, Tumornekrosefaktor-a, Immunglobulin M und G mittels
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantifiziert. Die Ergebnisse
zeigten, dass RASFs im Ko-Kultur-Modell eine modulierende Wirkung auf PBMCs
austiben, die mit einer Reduktion der B- und T-Zell-vermittelten Antikérper- und
Zytokinproduktion assoziiert ist. Die alleinige Modulation durch CB;- oder CB,-
Agonisten flhrte in dieser Arbeit zu keinen signifikanten Veranderungen in der
Antikérper- oder Zytokinfreisetzung. Dagegen zeigte der inverse CB;-Agonist
Rimonabant in der RASF-Ko-Kultur einen deutlichen Effekt. Unter Stimulation mit
anti-CD3/CD28/IgM wurde die suppressive Wirkung der RASFs auf die IgM-
Produktion aufgehoben. Zudem fihrte die kombinierte Behandlung mit
Rimonabant und dem CB;-Agonisten ACEA unter Stimulation mit anti-CD3/CD28
oder anti-CD3/CD28/IgM zu einer verstarkten IL-6-Produktion.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle von RASFs in der
Immunmodulation sowie das potenzielle, bislang jedoch unzureichend
verstandene, therapeutische Potenzial der Cannabinoid-Rezeptor (CB)-
vermittelten Signalwege. Insbesondere die durch Rimonabant beobachteten
Effekte auf Antikdrper- und Zytokinproduktion weisen darauf hin, dass eine
weiterflihrende, orientierte Untersuchung der interaktiven Wirkung zwischen CB-
Rezeptoren notwendig ist, um gezielte und effektive Therapieansatze fiir die RA

zu entwickeln.



Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory autoimmune disease
characterized by persistent synovial inflammation, progressive joint destruction,
and dysregulation of both innate and adaptive immune responses. In addition to
immune cells such as B and T lymphocytes, synovial fibroblasts derived from RA
patient tissue play a key role in pathogenesis. They release pro-inflammatory
mediators and thereby substantially contribute to the maintenance of the

inflammatory milieu within the joint.

In the present work, the antibody and interleukin production of peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors was investigated and compared
with PBMCs co-cultured with RASFs. Cells were stimulated with anti-lgM, anti-
CD3, anti-CD28, and Interferon-y (IFN-y), and additionally exposed to different CB,
and CB, ligands. Subsequently, the concentrations of Interleukin (IL)-6, IL-10,
Tumor necrosis factor-a, Immunoglobulin M, and Immunoglobulin G were
quantified using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

The results demonstrated that RASFs exert a modulatory effect on PBMCs in the
co-culture model, which was associated with a reduction in B- and T-cell-mediated
antibody and cytokine production. Modulation by CB;- or CB,-agonists alone did
not result in significant alterations in antibody or cytokine release. In contrast, the
inverse CB; agonist rimonabant displayed a pronounced effect in the RASF co-
culture. Upon stimulation with anti-CD3/CD28/IgM, the suppressive effect of
RASFs on IgM production was abrogated. Furthermore, combined treatment with
rimonabant and the CB; agonist ACEA under stimulation with either anti-
CD3/CD28 or anti-CD3/CD28/IgM led to an enhanced IL-6 production.

These findings highlight the central role of RASFs in immunomodulation as well as
the potential, though insufficiently understood, therapeutic relevance of
cannabinoid (CB) receptor—-mediated signaling pathways. In particular, the effects
observed with rimonabant on antibody and cytokine production indicate that further
targeted investigation of the interactive functions of CB receptors is warranted to

develop specific and effective therapeutic approaches for RA.
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1. Einleitung

1.1 Die rheumatoide Arthritis — Einfiihrung und Epidemiologie

Die  rheumatoide  Arthrits (RA) ist eine  chronisch-entziindliche
Autoimmunerkrankung, die durch eine progrediente Zerstérung der
Gelenkstrukturen gekennzeichnet ist (Robinson DR 1975).

Klinisch manifestiert sich die Erkrankung typischerweise in Form rezidivierender
Schiibe mit Gelenkschwellung, Rétung und Uberwarmung. Zuséatzlich treten haufig
Weichteilschwellungen sowie Entzindungen periartikuldarer Sehnen- und
Bandstrukturen auf (Boer AC 2020, Irina Gessl 2021). Im chronischen Verlauf kann
es zu irreversiblen Gelenkdeformitaten und Muskelatrophien kommen (Casanova-
Vallve N 2020).

In bestimmten Fallen kommt es zudem zu extraartikularen Manifestationen, etwa
einer entzindlichen Beteiligung innerer Organe wie Herz (Perikarditis) und Lunge
(Pleuritis) (Votano 2017, Mori K 2018, Kanako Nonaka 2023, Ramsha Abbas
2024).

Mit einer Pravalenz von 0,8 bis 1,2% gehort die RA zu den haufigsten
entziindlichen Gelenkserkrankungen (Albrecht K 2023). Frauen erkranken zwei bis
dreimal haufiger an der rheumatoiden Arthritis als Manner (Schmidt CO 2020). Der
Erkrankungsgipfel bei Frauen liegt zwischen dem 55. und 64. Lebensjahr, wahrend
Manner im Durchschnitt etwas spéater, meist zwischen dem 65. und 74. Lebensjahr,
erkranken (Symmons D 2002, Zink 2016, Albrecht K 2023).

1.2 Pathogenese der RA

Die Pathogenese der RA beruht auf einem komplexen Zusammenspiel genetischer
Pradispositionen und erworbener Faktoren, zu denen unter anderem Umweltreize
und immunologische Fehlregulationen zahlen. Eine zentrale Rolle kommt dabei
der Interaktion von Immunzellen mit dem Synovialgewebe zu, das nicht nur als
aktiver  Entzindungsort  fungiert, sondern auch die  Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine maR3geblich beeinflusst (Bartok B 2010, Li F 2019).
Diese Zytokine steuern die Aktivierung weiterer Immunzellen, foérdern die
entziindungsbedingte Gewebezerstérung und wirken zusammen mit einer
gesteigerten Bildung pathogener Autoantikbrper wesentlich an der
Aufrechterhaltung und Verstarkung der chronischen Gelenkentziindung mit
(Sokolova 2022, Soussi BG 2024).



1.2.1 Synovialgewebe in der RA

Die Membrana synovialis bildet als Teil der Gelenkinnenhaut eine epithelahnliche
Schicht, welche den Gelenkknorpel umgibt. Histologisch Iasst sich diese in eine
Intima- und eine Subintima-Schicht gliedern. Synovialfibroblasten stellen die
Hauptstromazellen der Synovialmembran dar und sind wesentlich an der Synthese
der extrazellularen Matrix (EZM) sowie der Synovialflissigkeit beteiligt, unter
anderem durch die Produktion von Hyaluronsaure und Glykoproteinen (C. 2017).
Bei der RA fiihren epigenetische Veranderungen neben einer verstarkten
Proliferation der Synovialfibroblasten zur Differenzierung in sogenannte
fibroblastenahnliche Synoviozyten (FLS), die sich primar in der Intimaschicht der
Membran finden (Li F 2019). Diese Zellen zeichnen sich durch die Produktion
proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-6 (IL-6), sowie durch die
Freisetzung matrixabbauender Enzyme wie Matrixmetalloproteinasen (MMP) aus,
die zu einer fortschreitenden Zerstérung des Gelenkgewebes beitragen (Bartok B
2010).

Ein weiterer zentraler pathophysiologischer Mechanismus in der RA ist die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen-ahnlichen Zellen im entziindeten
Synovialgewebe. Proinflammatorische Mediatoren wie Chemokin CCL2 und
Interferon-y (IFN-y) fordern die Rekrutierung von Monozyten und deren
Umwandlung in M1-ahnliche Makrophagen (Rana AK 2018). Dieser Prozess
erfolgt unter anderem Uber die Aktivierung des STAT1 (engl.: Signal Transducer
and Activator of Transcription 1) - und NF-kB (engl.: Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) -Signalwegs (Kovarik P 1998, Danning CL
2000). Die resultierenden Makrophagen produzieren hohe Mengen
proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-13, IL-6 und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), was zur weiteren Rekrutierung von Immunzellen und Aufrechterhaltung
der entziindlichen Reaktion beitragt (Kulakova K 2024).

Sowohl FLS als auch Makrophagen-ahnliche Zellen weisen ein aggressives,
invasives Verhalten auf. lhre Interaktion mit anderen Immunzellen, etwa Ulber die
Expression von Zelladhasionsmolekilen wie VCAM-1 (engl. Vascular celladhesion
molecule 1) auf fibroblasten-ahnlichen Zellen (engl. Fibroblast-like synoviocyt,
FLS), erleichtert die Infiltration weiterer Immunzellen in das Gewebe (GS 1996).
Aufgrund ihrer verlangerten Lebensdauer und Apoptoseresistenz tragen diese
Zellen wesentlich zur Persistenz der Entztiindungsreaktion bei (Blasi A 2011, Li F
2019).



1.2.2. Zytokine

Die Entstehung der RA und deren Krankheitsaktivitdt sind abhangig von
autoreaktiven B- und T-Zellen, Makrophagen und Synovialfibroblasten. Alle
beteiligten Zelltypen produzieren Zytokine, die die Entzlindungsreaktion
aufrechterhalten. Darunter fallen IFN-y, TNF-q, IL-6 und IL-10 (Katsikis PD 1994,
Kondo N 2021).

1.2.2.1 IFN-y

Interferon-y (IFN-y) wird primar von T-Helferzellen des Typs 1 (Th1), aber auch von
dendritischen Zellen, Naturliche-Killer (NK)-Zellen, sowie CD8%*-zytotoxischen T-
Zellen produziert (Frucht DM 2001, Chin A 2025). Die Ausschuttung von IFN-y fahrt
zur Aktivierung von Makrophagen und Synovialfibroblasten, wodurch diese Zellen
vermehrt proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie Tumornekrosefaktor-
a (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6) und CXCL9 produzieren (Ridley MG 1986, Dolhain
RJ 1996). In der Folge kommt es zur Freisetzung von Matrixmetalloproteinasen,
die eine Zerstérung des Gelenkgewebes sowie die Rekrutierung weiterer
Immunzellen in das entziindete Areal beglnstigen (Han YP 2001, Mclnnes 2007,
Smolen JS 2018). Darlber hinaus induziert IFN-y direkt die Expression von
Molekilen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes der Klasse || (MHC-Klasse-Il)
auf FLS, wodurch diese Zellen die Fahigkeit zur Antigenprasentation erlangen
(Boots AM 1994). Hierlber kénnen FLS als antigenprasentierende Zellen aktiv an

der Entziindungsreaktion teilnehmen.

1.2.2.2 TNF-a

Dem proinflammatorischen Zytokin Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) kommt
aufgrund seiner Uberexpression im Gelenkgewebe von Patient:innen mit RA eine
zentrale Rolle in der Pathogenese der Erkrankung zu (Medzhitov R 2009, Moelants
EA 2013). TNF-a wird Gberwiegend von Makrophagen-ahnlichen Zellen, aber auch
von naturlichen Killerzellen sowie aktivierten T- und B-Lymphozyten produziert
(Brennan FM 2008). Es fordert direkt sowie indirekt Uber die Induktion des
Receptor-Activator-of-Nuclear-Factor-kB Ligand (RANKL) die Differenzierung von
Osteoklasten und tragt dadurch wesentlich zur Destruktion von Knochen bei
(Kobayashi K 2000, Romas E 2002). Darlber hinaus induziert TNF-a die
Freisetzung weiterer proinflammatorischer Zytokine, darunter Interleukin-6 (IL-6)
und Interleukin-1 (IL-1), sowie Chemokine, was die Rekrutierung von Leukozyten
in das Synovialgewebe begunstigt (Brennan FM 1989, Morel JC 2001, Brennan
FM 2008).



Aufgrund seiner pathophysiologischen Bedeutung wurde TNF-a als
therapeutisches Ziel in der Behandlung der RA etabliert. Ein Beispiel hierfur ist der
monoklonale Antikorper Infliximab, der durch Blockade der TNF-Rezeptoren 1 und
2 die Zytokinproduktion und Gelenkdestruktion signifikant reduziert (Charles P
1999, Lin YJ 2020, OpenAl 2025).

Ein weiterer zentraler immunologischer Mechanismus in der Pathogenese der RA
ist die Differenzierung naiver CD4*-T-Helferzellen in Th17-Zellen, ein Prozess, der
malfigeblich durch proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-1B (IL-1B) und Transforming Growth Factor-g (TGF-B) geférdert wird.
Neben seinen direkten proinflammatorischen Effekten tragt Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) entscheidend zur Etablierung dieses Th17-Phanotyps bei (OpenAl 2025).
Uber die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen induziert TNF-a die
Sekretion von IL-6 und IL-1B3, die wiederum Uber den STAT3- und RORyt (engl.:
Retinoid-related orphan receptor-yt)-Signalweg die Differenzierung von Th17-
Zellen fordern (Zheng Y 2014). Die so gebildeten Th17-Zellen produzieren
Interleukin-17  (IL-17), das wiederum die Ausschittung weiterer
proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, IL-6 und Chemokin CXCL1 induziert
und zur erneuten Rekrutierung von Immunzellen in das entziindete Gelenkgewebe
beitragt (Shen F 2008, Jang S 2022). IL-17 aktiviert fibroblastenahnliche
Synoviozyten (FLS) und steigert deren Uberlebens- und Regenerationsfahigkeit
unter anderem durch die Induktion einer Bcl-2 (engl.: B-cell lymphoma 2) -
vermittelten Autophagie (Bartok B 2010, Lee SY 2013, Chen XX 2023). Dieser
Effekt wird durch IL-17-induzierten mitochondrialen Stress noch einmal verstarkt
(Kim EK 2017). Daruber hinaus stimuliert IL-17 ebenfalls die RANKL-Expression
und beteiligt sich wie TNF-a an der Osteoklasten-Differenzierung und damit an der

gelenkdestruierenden Komponente der RA (Kyoung-Woon Kim 2015).

1.2.2.3 IL-6

Interleukin-6 (IL-6) wird neben Synovialfibroblasten auch von dendritischen Zellen,
Makrophagen und T- und B-Lymphozyten produziert (Avanzi GC 1989, de Gruijter
NM 2022). IL-6 wirkt nicht nur proinflammatorisch, etwa durch die Induktion
weiterer inflammatorischer Zytokine, sondern nimmt auch eine zentrale
regulatorische Funktion in der Modulation der Immunantwort bei RA ein. Wie
bereits beschrieben, reguliert IL-6 die Differenzierung von CD4*-T-Zellen zu
proinfammatorischen Th17-Zellen und wirkt gleichzeitig supprimierend auf

regulatorische T-Zellen (Tregs).



In Kombination mit TGF-B unterdriickt IL-6 Uber den STAT3-Signalweg die
Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead box P3 (Foxp3), der fir die
Differenzierung und Funktion von Tregs essenziell ist. Die Reduktion von Foxp3
fuhrt zur Aufhebung der Foxp3-vermittelten Hemmung von RORyt, was die
Umwandlung von regulatorischen T-Zellen zu Th17-Zellen beginstigt (Ziegler SF
2009, Wang M 2013). Damit beeinflusst IL-6 das Gleichgewicht zwischen
proinflammatorischen Th17-Zellen und immunsuppressiven Tregs zugunsten einer
verstarkten Entziindungsreaktion. Uber die IL-6-vermittelte Férderung der Th17-
Antwort tragt IL-6 zudem indirekt zur Osteoklastogenese bei, da Th17-Zellen die
Expression von RANKL stimulieren (Kotake S 1999).

Daruber hinaus aktiviert IL-6 FLS und induziert die Produktion matrixabbauender
Enzyme wie Matrixmetalloproteasen, wodurch der entziindliche Gewebeabbau im
Gelenk weiter vorangetrieben wird (Bartok B 2010).

Ein weiterer pathophysiologisch relevanter Effekt von IL-6 besteht in der Induktion
der Expression des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). VEGF fordert die
Angiogenese, stabilisiert das endotheliale Gefalbett und unterstutzt die Migration

von Immunzellen in das Synovialgewebe (Nakahara H 2003).

1.2.2.4 IL-10

Interleukin-10 gilt als anti-inflammatorisches Zytokin und wird von dendritischen
Zellen, B-Zellen, regulatorischen T-Zellen und Makrophagen produziert (Katsikis
PD 1994, Ouyang W 2011, Iyer SS 2012). Eine besondere Rolle wird vor allem IL-
10 produzierenden regulatorischen B-Zellen (Bregs) in der Pathogenese der RA
zugeschrieben. Hierzu zahlen unter anderem CD19+CD24hiCD38hi Bregs. Neben
der Produktion von IL-10 hemmen sie die T-Zell-vermittelte Expression von
inflammatorischen Zytokinen, wie IFN-y und IL-21. Epigenetische Veranderungen
fuhren bei der rheumatoiden Arthritis zu einer verminderten Expressionsrate,
sodass CD19+CD24hiCD38hi Bregs ihren regulatorischen Funktionen nicht
nachkommen kénnen (Flores-Borja F 2013).

IL-10 hemmt die IFN-y-induzierte Expression von MHC-II-Molekilen auf
Synovialfibroblasten. Weiterhin wird die Expression der Oberflachenproteine
VCAM-1 und ICAM-1 (engl.: Intercellular Adhesion Molecule 1) auf
Synovialfibroblasten gehemmt (Kawakami A 1997). Hierdurch wird die
Antigenpasentation und T-Zell-Aktivierung blockiert. AuRerdem vermindert es
durch die Hemmung der IL-33-Produktion die Makrophagen-induzierte

Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen (Chen S 2017).



Eine weitere epigenetische Veranderung fihrt zu einer verminderten IL-10-
Expression,  wodurch sich das  TNF-o/IL-10-Verhaltnis  zugunsten
proinflammatorischer Signale verschiebt. Die daraus resultierende erhdhte Ratio
stabilisiert das entziindungsférdernde Milieu und beglinstigt die Persistenz der
Entziindung (Antoniv TT 2006).

1.2.3 Die T-Zell-vermittelte Imnmunantwort bei der RA

Die RA ist charakterisiert durch eine komplexe Fehlsteuerung adaptiver
Immunantworten, bei der T-Zellen eine =zentrale Rolle in Initiation und
Aufrechterhaltung der chronischen Gelenkentziindung einnehmen. Insbesondere
CDA4*-T-Zellen, vor allem Th1- und Th17-Subpopulationen, sind in der entziindeten
Synovia stark angereichert und produzieren proinflammatorische Zytokine wie
IFN-y, IL-17, IL-6 und TNF-a (Garcia-Arellano S 2018, Aldridge J 2020). Diese
férdern die Aktivierung von Makrophagen, Synovialfibroblasten und Osteoklasten,
was in vermehrter Ausschittung matrixabbauender Enzyme und gesteigerter
Knochenresorption resultiert (Brennan FM 1989, Kotake S 1999, Bartok B 2010).
Desweiteren sind T-Zellen, unter anderem CD4- und CD8-T-Zellen, in der Lage
Synovialfibroblasten direkt zu aktivieren (Yamamura Y 2001).

Tregs, die unter physiologischen Bedingungen entzindungshemmend wirken,
weisen in der RA quantitative und qualitative Defizite auf. Wie in 1.2.2.3
beschrieben, flhrt die instabile Fox3p-Expression dazu, dass Tregs die
UubermaRige Effektor-T-Zell-Aktivitat nicht ausreichend kontrollieren kdnnen
(Antoniv TT 2006, Ziegler SF 2009). Diese Dysfunktion beglnstigt insbesondere
die Expansion und Aktivitat von Th17-Zellen, die durch die Produktion von IL-17
proinflammatorische Signalwege verstarken, die Rekrutierung weiterer

Immunzellen férdern und zur Gewebezerstérung beitragen.

1.2.4 Die B-Zell-vermittelte Inmunantwort bei der RA

Die B-Zell-vermittelte Immunantwort spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung
und Aufrechterhaltung der RA. Neben der Produktion von Autoantikdrpern durch
Plasmazellen fungieren B-Zellen als antigenprasentierende Zellen, die die T-Zell-
Antwort aktivieren. Darlber hinaus produzieren sie selbst proinflammatorische
Zytokine, wie IL-6 und TNF-a, die die Entziindungsreaktion aufrechterhalten
(Bugatti S 2014). Die therapeutische Relevanz der B-Zell-Antwort zeigt sich in der
erfolgreichen Anwendung von B-Zell-depletierenden Therapien, wie Rituximab,
einem anti-CD20-Antikérper (Edwards JC 2004).



1.2.4.1 Autoantikorper-Produktion

50-80% der Patienten mit RA bilden Autoantikbrper aus (seropositive Arthritis)
(Sokolova 2022, Soussi BG 2024). Verschiedene Mechanismen flhren bei
seropositiven Patienten der RA zur Aktivierung autoreaktiver B-Zellen und
Plasmazellen, die Autoantikdrper produzieren. Deren Titer korreliert mit der Zahl
an l6slichem CD40-Liganden, der im Rahmen der RA verstarkt gebildet wird und
ko-stimulatorisch auf die B-Zell-Aktivierung wirkt (MacDonald KP 1997, Habets KL
2015, Mabrouk M 2025).

Zu den diagnostisch relevantesten Autoantikorpern bei RA zahlen der
Rheumafaktor (RF) sowie die Antikorper gegen citrullinierte Proteine/Peptide
(ACPA). Rheumafaktor-Antikdrper erkennen den Fc-Teil von Immunglobulin G
(IgG) und gehdéren zu den frihesten entdeckien Autoantikdrpern im
Zusammenhang mit der RA (van Delft MAM 2020, Sokolova 2022). RF kann
verschiedenen Immunglobulinklassen angehoéren, wobei IgM-RF in der
Primarantwort besonders haufig auftritt. Im Verlauf der Immunantwort entwickeln
sich durch somatische Hypermutation IgM-RF mit erhdhter Affinitat (de Brito Rocha
S 2019). Unter den bekannten Isotypen — IgM, IgG, IgA und IgE — ist IgM-RF der
am haufigsten untersuchte (Motta F 2023). Obwohl der Rheumafaktor eine
vergleichsweise hohe Sensitivitdt aufweist, sind ACPA-Antikérper deutlich
spezifischer flr die Diagnose der RA, mit einer Spezifitdt von bis zu 98-99 %
(Roénnelid J 2021). ACPA richten sich gegen citrullinierte Autoantigene, wie z. B.
Fibrinogen oder Kollagen Typ |IlI, deren Citrullinierung im Rahmen der

Entzindungsprozesse in der Synovia erfolgt (Schellekens GA 1998).

1.3 Therapie der RA

Die RA stellt eine chronisch-progrediente, derzeit nicht heilbare
Autoimmunerkrankung dar. Ziel der Therapie ist daher nicht die Heilung, sondern
das fruhzeitige Erreichen und langfristige Erhalten einer Remission, um
entzindliche Gelenkveranderungen, strukturelle Schaden und systemische
Komplikationen zu vermeiden. Dieses therapeutische Vorgehen basiert auf dem
Treat-to-Target-Prinzip, das in den Leitlinien der EULAR (European League
Against Rheumatism) und des ACR (American College of Rheumatology)
verankert ist (Smolen JS 2020). Die Umsetzung des Treat-to-Target-Ansatzes

erfordert eine regelmafige Erfassung der Krankheitsaktivitat durch standardisierte



Messinstrumente. Hierzu zahlen insbesondere der Disease Activity Score in 28
joints (DAS28) sowie der Simple Disease Activity Index (SDAI) (van Riel PL 2016).
Eine Remission nach SDAI-Kriterien ist definiert als ein Wert <3,3. In die
Berechnung flielken die Anzahl schmerzhafter und geschwollener Gelenke, die
Einschatzung durch Arzt und Patient sowie der C-reaktive Proteinwert (CRP) ein
(Felson DT 2011). Ein entscheidender Faktor fir den Therapieerfolg ist der
frhzeitige = Therapiebeginn  unmittelbar nach  Diagnosestellung.  Die
medikamentdse Basistherapie umfasst den Einsatz krankheitsmodifizierender
antirheumatischer Substanzen (DMARDs, engl. Disease-Modifying Antirheumatic
Drugs), mit dem Ziel, die Entzindungsaktivitat zu kontrollieren und strukturelle
Gelenkschaden zu verhindern (Smolen JS 2020, OpenAl 2025).

1.3.1 Konventionelle synthetische DMARDs

Die medikamentdse Therapie der RA wird in der Regel mit einer Monotherapie
unter Verwendung eines konventionellen langwirksamen Basistherapeutikums
(engl.: conventional synthetic DMARD; csDMARD) eingeleitet. Als Mittel der ersten
Wahl gilt hierbei Methotrexat (MTX), das aufgrund seiner klinischen Wirksamkeit
und gunstigen Nutzen-Risiko-Bilanz als Goldstandard in der initialen RA-Therapie
angesehen wird (Smolen JS 2017) (OpenAl 2025).

Die antiinflammatorische Wirkung von MTX in der RA beruht mafRgeblich auf der
Hemmung des Enzyms 5-Aminoimidazole-4-carboxamide Ribonucleotide-
Transformylase (AICAR-Transformylase) (J E Baggott 1986). Dies fuhrt zur
intrazellularen Akkumulation von AICAR, was wiederum den Abbau von Adenosin
hemmt. Der resultierende Anstieg extrazelluldaren Adenosins entfaltet Uber die
Aktivierung des Adenosin-A2A-Rezeptors auf Immunzellen wie Monozyten und
Lymphozyten eine immunsuppressive Wirkung (Cronstein BN 1993) (OpenAl
2025).

Trotz der hohen Wirksamkeit von MTX kann die Therapie mit relevanten
Nebenwirkungen einhergehen. Zu den haufigsten unerwiinschten Wirkungen
zahlen gastrointestinale Beschwerden, Infektionen, Nephrotoxizitat,
Hepatotoxizitat sowie hamatologische Stérungen (Salliot C 2009). Die gleichzeitige
Gabe von Folsaure kann das Nebenwirkungsprofil deutlich verbessern, jedoch
brechen dennoch etwa 20-30 % der Patient:innen die Behandlung innerhalb des
ersten Jahres aufgrund therapieassoziierter Nebenwirkungen ab (Wang W 2018).
Als Alternativen zu MTX stehen weitere konventionelle synthetische DMARDs
(engl.: conventional synthetic DMARD; csDMARDs) wie Sulfasalazin oder
Leflunomid zur Verfigung (Smolen JS 2020). Die Wirksamkeit der Therapie sollte
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gemal den EULAR-Empfehlungen regelmaRig Uberprift werden, idealerweise im
Abstand von drei Monaten, unter Anwendung validierter Instrumente zur Messung
der Krankheitsaktivitdt. Bei unzureichendem Therapieansprechen sollte
spatestens sechs Monate nach Therapiebeginn eine Intensivierung erfolgen —
entweder durch eine Kombination mehrerer csDMARDs oder durch die
Hinzunahme eines biologischen oder zielgerichteten synthetischen DMARDs
(engl.: targeted synthetic DMARD; tsDMARD) (Gerd R Burmester 2017, Smolen
JS 2020).

1.3.2 Biologische und zielgerichtete DMARDs

Der Einsatz von biologischen und zielgerichteten DMARDs soll, wenn keine
Kontraindikationen bestehen, in Kombination mit MTX erfolgen. Dabei ist die
Effektivitat beider Therapeutika-Klassen den Leitlinien nach gleichgestellt (Smolen
JS 2020).

Bei den biologischen DMARDs unterscheidet man die TNF-a-Inhibitoren, IL-6-
Rezeptor-Antagonisten, B-Zell-depletierende Agenzien, T-Zell-Ko-
Stimulationsblocker und IL-1-Inhibitoren. Wenn eine Kontraindikation gegen die
Kombinationstherapie mit MTX besteht, zeigen IL-6-Rezeptor-Inhibitoren, wie
Tocilizumab, gute Ergebnisse in dem Einsatz als Monotherapeutikum (Smolen JS
2020).

Unter den zielgerichteten DMARDs versteht man die Janus-Kinase-Inhibitoren
(JAK-Inhibitoren). Hierzu zahlen unter anderem Baricitinib, Tofacitinib und
Filgotinib. Sie wirken Gber Hemmung des JAK-STAT-Signalweges unter anderem
hemmend auf die Zytokinausschiittung (EH 2019). Zu den Nebenwirkungen
gehdren neben einem beschriebenen Infektionsrisiko fir Herpes Zoster, ein
erhdhtes Risiko fur thrombembolische und kardiovaskulare Ereignisse. lhr Einsatz
sollte Patienten ohne ein bevorstehendes Risiko fur Gerinnungsstérungen und
Herzkreislauf-Erkrankungen vorbehalten sein (Smolen JS 2020). Ein Vergleich
zwischen TNF-a-Inhibitoren, IL-6-Inhibitoren, T-Zell-Ko-Stimulationsblocker und
JAK-Inhibitoren zeigte in einer Studie ein hdheres Therapieansprechen bei
therapierefraktarer RA unter JAK-Inhibitoren (Ochi 2022).

1.3.3 Therapierefraktiare RA

Den EULAR-Kriterien nach besteht eine therapierefraktare (difficult-to-treat) RA bei

fehlendem Therapieansprechen nach zweimaliger Therapieeskalation mit



biologischen oder zielgerichteten DMARDs mit einer moderaten bis gesteigerten
Krankheitsaktivitdt und/oder radiologischem Progress und als ,problematisch*
eingeschatzter Klinik durch die Rheumatolog:innen oder Patient:innen (Nagy G
2021).

Trotz der Erfolge in der Therapie der RA liegt die Pravalenz fur die difficult-to-treat
RA international zwischen 5-20% (Watanabe R 2022). Demnach erfordert es
weitere Therapieansatze und ein tiefergehendes Verstandnis Uber die

Pathophysiologie der RA.

1.4 Phytocannabinoide, Synthetische Cannabinoide und Endocannabinoide

Die Zulassung von medizinischem Cannabis in Deutschland im Jahr 2017 hat das
gesellschaftliche Interesse an der Verwendung von Cannabinoiden deutlich
gesteigert (Manthey J 2024). Infolgedessen hat auch die wissenschaftliche
Forschung in den letzten Jahren erheblich zugenommen.

Cannabinoide koénnen auf Grundlage ihrer Herkunft in drei Hauptkategorien
unterteilt werden: Phytocannabinoide, synthetische Cannabinoide und
korpereigene Endocannabinoide. Phytocannabinoide stammen aus der
Hanfpflanze Cannabis sativa, in der mehr als 120 verschiedene Verbindungen
identifiziert wurden (OpenAl 2025). Zu den bekanntesten Phytocannabinoiden
zahlen A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC, THC) und Cannabidiol (CBD) (FA
2024).

Endocannabinoide (EC) sind kérpereigene Botenstoffe und bilden zusammen mit
den Cannabinoid Rezeptoren CB1 und CB, sowie Synthese-und Abbauenzymen
das Endocannabinoidsystem. EC sind Fettsaure-Derivate, die Kalzium-abhangig
aus Phospholipiden der Zellmembranen synthetisiert werden (Wéjcik 2021). Zu
den bekanntesten Endocannabinoiden gehéren Anandamid (AEA) und 2-
Arachidonoyl Glycerol (2-AG) (Matias | 2006). |hre Wirkung im menschlichen
Korper wird durch die Fettsdureamid-Hydrolase (engl: Fatty acid amide hydrolase,
FAAH) und Monoacylglyceryl-Lipase (MAGL) reguliert (Cravatt BF 1996, Dinh TP
2002). Synthetische Cannabinoide wiederum imitieren die Wirkung von
Phytocannabinoiden und Endocannabinoiden mit der Bindung an den CB;- oder
CB2-Rezeptoren nach. Zu den haufig erforschten synthetischen Cannabinoiden
gehoren der CB1-Agonist Arachidonic-2 chloroethylamid (ACEA), der CB2-Agonist
JWH133 und der selektive CB1-Antagonist Rimonabant (FA 2024).
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1.4.1 Das Endocannabinoid-System

Die Wirkung und Zielstrukturen von Cannabinoiden im menschlichen Koérper sind
komplex. Eine Gemeinsamkeit von Phytocannabinoiden, EC und synthetischen
Cannabinoiden ist die Wirkung auf das Endocannabinoid-System. Das
Endocannabinoid-System baut sich aus G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und
deren Liganden und Enzymen auf. Zu den Rezeptoren zahlen der CBs- und der
CB2-Rezeptor. Durch ihre Kopplung an inhibitorischen Gaio-Untereinheiten
reduzieren CB1 und CB- die Aktivitat der Adenylatcyclase durch eine verminderte
cAMP-Bildung (zyklisches Adenosinmonophosphat) (Matias | 2006). Je nach
Rezeptor-Lokalisation werden hierdurch unterschiedliche Effekte ausgeldst.

Der CB1-Rezeptor wird vorrangig im zentralen und peripheren Nervensystem
exprimiert. Seine Aktivierung ist maRigeblich fir die psychoaktive Wirkung von THC
verantwortlich (Matias | 2006). Dartber hinaus hemmt der CBi-Rezeptor Uber
Aktivierung der By-Untereinheit spannungsabhangige Kalzium-Kanale vom N-, P-
und Q-Typ. Dadurch kommt es zu einer verminderten Transmitterfreisetzung mit
reduzierter neuronaler Erregbarkeit (AC. 2004, Marsicano G 2006, Matias | 2006).
Auf diese Weise wird bei CBi-Rezeptor-Aktivierung die Schmerzwahrnehmung
reduziert.

Der CB2>-Rezeptor kommt dagegen vor allem in Immunzellen, wie Makrophagen,
B-Zellen und natlrlichen Killerzellen, vor (Galiegue S 1995, TW. 2005). Der
Aktivierung von CB;-Rezeptoren wird dabei eine besonders antiinflammatorische
Wirkung zugeschrieben. Diese wird unter anderem durch die Hemmung des
inflammatorischen NF-kB- und MAPK-Signalweges erreicht (TW. 2005). Durch die
Aktivierung von CB2-Rezeptoren kommt es zu einer verminderten ERK 1/2 (engl.:
extracellular signal-regulated kinases)- und NF-kB-p65-Phosphorylierung in
peripheren mononukledren Zellen (engl. peripheral blood mononuclear cell,
PBMC) (Capozzi A 2021). Die Hemmung des NF-kB-Signalweges fuhrt zu einer
verminderten Expression von Metalloproteasen und Zytokinen und fihrt zur
verminderten Osteoklastenaktivierung (Kobayashi K 2000, Nejatbakhsh Samimi L
2020). Allerdings existieren auch gegenteilige Befunde, bei denen RASFs eine
verstarkte Induktion der ERK1/2-Phosphorylierung nach CBz-Aktivierung
beobachtet wurde (Richardson D 2008).

Zusatzlich reduzieren aktivierte CB>-Rezeptoren direkt die Expression von
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, und Metalloproteasen und hemmen so

die Migration von Immunzellen in das entziindete Gewebe (Huan Gui 2014).
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Insgesamt  weisen  Cannabinoid-Rezeptoren  bei  Aktivierung  neuro-
immunmodulatorische Effekte in der RA auf. Es bedarf jedoch weiterer Forschung,

um ein tiefergehendes Verstandnis flr die Effekte von Cannabinoiden zu erhalten.

1.4.2 Cannabinoide in der Medizin

Erste klinische Untersuchungen zum Einsatz von Cannabinoiden bei Patient:.innen
mit RA zeigten eine signifikante Verbesserung verschiedener Symptomparameter,
darunter bei Bewegungs- und Ruheschmerzen, Schlafqualitat sowie bei dem
Krankheitsaktivitats-Score DAS28, verglichen mit Placebo (Blake DR 2006,
OpenAl 2025). In dieser Studie wurde das cannabisbasierte Arzneimittel Sativex
eingesetzt. Praklinische Arbeiten zur entziindungsmodulierenden Wirkung von
Cannabinoidrezeptor-2 (CB;) -Agonisten im RA-Mausmodell belegten ebenfalls
antiinflammatorische Effekte. So fuhrte die Gabe von HU-308 zu einer Reduktion
von Gelenkschwellung, Entzindung und der Produktion proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6 und TNF-a (Gui H 2015). Fukuda et al. bestatigten diese Befunde
unter Verwendung des CB,-Agonisten JWH133 und zeigten zusatzlich eine
verminderte Produktion von IL-6, MMP-3 und CCL2 sowie eine Reduktion der
Gelenkdestruktion (Fukuda 2014). Dartber hinaus reduzierte der in der Arbeit von
Nass et al. eingesetzte Monoacylglycerollipase-(MAGL)-Inhibitor JZL184 im
Mausmodell sowohl die Pfotenentziindung als auch die Griffschwache (Nass SR
2021).

Zusammenfassend weisen die bisherigen klinischen und praklinischen Daten
darauf hin, dass Cannabinoid-basierte Wirkstoffe — insbesondere CB,-Agonisten
und MAGL-Inhibitoren - sowohl symptomlindernde als auch
entziindungsmodulierende Effekte in der RA entfalten und damit potenzielle

therapeutische Ansatzpunkte darstellen.
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1.5 Ziel der Arbeit

Cannabinoide werden in der Literatur als immunsuppressiv und
entzindungshemmend beschrieben. Erste Studien an Synovialfibroblasten
zeigten jedoch keine signifikante Modulation der Zytokinproduktion nach der
Aktivierung oder Hemmung von CBi- oder CB:-Rezeptoren. Angesichts der
Tatsache, dass Immunzellen gemalR der aktuellen Literatur eine hohere
Expression von CB: aufweisen, erwarten wir, dass Cannabinoide vor allem in
PBMC-Kulturen die Zytokin- und Antikérperproduktion beeinflussen.

In dieser Arbeit wird die Antikdrperproduktion und Interleukin-Produktion von
PBMCs gesunder Probanden im Vergleich zu PBMCs mit Synovialfibroblasten von
Patienten mit rheumatoider Arthritis in Ko-Kultur untersucht. Dies erfolgt unter der
Stimulation mit anti-IgM, anti-CD3, anti-CD28 und IFN-y, sowie unterschiedlichen
CB1- und CB»-Liganden. AnschlieRend wird die Konzentration von IL-6, IL-10,
TNF-a, IgM und 1gG mittels ELISA-Verfahren gemessen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Tabelle 1 Geréate

Gerat

Hersteller

Sitz

Inkubator

Binder GmbH

Tuttlingen, DE

Zentrifuge Rotina
420R

Hettich GmbH & Co
KG

Tuttlingen, DE

Zentrifuge ThermoFisher Osterode am Harz,
"Megafuge 16R" Scientific DE
Mini-Zentrifuge Nippon Genetics Duren, DE

Europe GmbH
Microplat BioRad Hercules, California,
Reader iMark USA
Tecan Reader - Tecan Grodig, AU
Infinite M200 Pro
Zellzahler BioRad Hercules, California,
TC20™ USA
Mikroskop Zeiss Géttingen, DE
Sterilbank HB2472 LaminAir
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2.1.2 Tabelle 2 Medien und Zusatze

Substanz Hersteller Sitz Lagerung
RPMI 1640 PAN Biotech Aidenbach, 4 Grad Celsius
Medium DE
HEPES Solution SIGMA ALDRICH | St. Louis, 4 Grad Celsius
100 ml Life Science Missouri,

USA
Glutamax Gibco Paisley, UK 4 Grad Celsius
Penicillin- SIGMA ALDRICH St. Louis, 4 Grad Celsius
Streptomycin Life Science Missouri,
Solution Stabili USA
Fetal Bovine Gibco Paisley, UK 4 Grad Celsius
Serum (FBS)
Insulin Solution SIGMA ALDRICH | St. Louis, 4 Grad Celsius
human Life Science Missouri,

USA
Dulbecco's PBS SIGMA ALDRICH St. Louis, 4 Grad Celsius
(1x) Life Science Missouri,

USA
Epidermal growth | PeproTech Hamburg, DE | 4 Grad Celsius
factor
Fibroblast growth | PeproTech Hamburg, DE | 4 Grad Celsius
factor
Trypsin-EDTA- Gibco Waltham, 4 Grad Celsius
Losung Thermo Fischer | Massachuset

Scientific ts, USA
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2.1.3 Tabelle 3 Stimulantien

Substanz Hersteller Sitz Lagerung

CpG Class B - human | InvivoGen San Diego, California, | -20 Grad

TLR9 ligand USA Celsius

(ODN2006)

Recombinant Human | PeproTech Rocky Hill, USA -20 Grad

IFN-y Celsius

AffiniPure F(ab')2 Jackson-Immuno | Cambridgeshire, UK | 4 Grad

Fragment Goat anti- Research Celsius

Mouse IgM, p chain

specific (minimal

cross-reaction to

human, bovine and

horse serum proteins)

CD3 Monoclonal Thermo Waltham, 4 Grad

Antibody (HIT3a), Fisher/Life Sc. Massachusetts USA | Celsius

Functional Grade,

eBioscience™, human

CD28 Monoclonal Thermo Waltham, 4 Grad

Antibody (CD28.2), Fisher/Life Sc. Massachusetts USA | Celsius

Functional Grade

Arachidonoyl 2'- Cayman Chemical | Ann Arbor, Michigan, 4 Grad

Chloroethylamide USA Celsius

(ACEA)

Rimonabant Cayman Chemical | Ann Arbor, Michigan, 4 Grad

USA Celsius

JZ1.184 LKT Laboratories Saint Paul, Minnesota, | 4 Grad

Inc USA Celsius
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2.1.4 Tabelle 4 Chemikalien

Hersteller Sitz Lagerung
1-Step Ultra Thermo Rockford, USA 4 Grad
TMB (3,3',5,5"- scientific Celsius
Tetramethyl-
benzidin) ELISA
Sucrose SIGMA St. Louis, Missouri, 4 Grad

ALDRICH USA Celsius

Life Science
Bicarbonat- SIGMA St. Louis, Missouri, 4 Grad
Puffer C6 ALDRICH USA Celsius

Life Science
BSA (engl.: Miltenyl Bergisch Gladbach, 4 Grad
Bovine Serum Biotec Germany Celsius
Albumin) Stock
Solution
Schwefelsaure VWR Merck Radnor, Pennsylva 4 Grad
1 mol/l (2 N)in nia, Vereinigte Celsius
wassriger Staaten
Lésung, AVS
TITRINORM
volumetrische
Lésung
Tween 20 SIGMA St. Louis, Missouri, 4 Grad

ALDRICH USA Celsius

Life Science
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2.1.5 Tabelle 5 Erstantikérper — Capture-Antikorper

Substanz Hersteller Sitz Lagerung
AffiniPure Jackson Cambridgeshire, 4 Grad
Goat Anti- Immuno UK Celsius
Human IgM Research
Fcbu
Fragment
specific
AffiniPure Jackson Cambridgeshire, 4 Grad
Goat Anti- Immuno UK Celsius
Human IgG Research
2.1.6 Tabelle 6 Zweitantikorper — Detektion-Antikorper
Substanz Hersteller Sitz Lagerung
Peroxidase- Jackson Cambridgeshire, 4 Grad
conjugated Immuno UK Celsius
AffiniPure Research
Goat Anti-
Human IgG
(H+L)
Peroxidase- Jackson Cambridgeshire, 4 Grad
conjugated Immuno UK Celsius
AffiniPure Research
Goat Anti-
Human IgM,
Fcou
Fragment
Specific
2.1.7 Tabelle 7 Standard ELISA
Substanz Hersteller Sitz Lagerung
IgM from SIGMA St. Louis, 4 Grad
human ALDRICH Missouri, Celsius
serum Life Science USA
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Die Verbrauchsmaterialien, wie Pipetten und Tubes, wurden von der Firma
Eppendorf (Hamburg, DE), StarLab (Hamburg, DE) und Greiner Bio-One
(Frickenhausen, DE) bezogen.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen (engl.: Peripheral

blood mononuclear cells, PBMCs)

In dieser Arbeit wurden zur Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen Blut
von 19 gesunden Probanden (10 mannliche und 9 weibliche Probanden) zwischen
23 und 35 Jahren verwendet. Die Einwilligung und Aufklarung erfolgte vor
Blutentnahme und wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat
Duisseldorf (Studiennummer: 2018-296-KfogU) zuvor genehmigt.

Zur PBMC-Gewinnung wurde 30 ml perivendses Blut mittels steriler Butterfly-
Punktionskanlle entnommen. Um eine vorzeitige Gerinnung des abgenommenen
Blutes zu verhindern, wurden EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Roéhrchen
verwendet. AnschlieRend erfolgte nach Abnahme die weitere Isolation unter
sterilen Bedingungen.

Das gewonnene Vollblut wurde in Leucosep-Rdhrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich) Uberfiihrt und in ein Mischverhaltnis von 1:2 mit BSA-
haltigen Running-Buffer gesetzt. Danach erfolgte zur Trennung der Blutzellen vom
Plasma die Uberfiihrung des Vollblutes in Lymphoprep-Réhrchen (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, DE) und Dichtegradientenzentrifugation. AnschlieRend
wurden zur Entfernung der Erythrozyten die Zellen mit Erylyse-Puffer (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, DE) geldst und erneut mit Running-Buffer gewaschen.
Als Medium-Lésung wurden die Zellen in 10% FBS und 0,05% Insulin Gberfihrt.
Mittels Durchflusszytometrie-Analyse Uber das FACScan Durchflusszytometer
(Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG) wurden die Zellen gezahlt und auf die Ziel-Zellzahl

von 2,5 Millionen Zellen pro Well mit Medium verdinnt.

2.2.2 Gewinnung von Synovialfibroblasten

Fir diese Arbeit wurde Synovialgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis
von Dr. Tim ClaRen aus dem Elisabeth Krankenhaus Meerbusch Lank in der

Abteilung fur Orthopadie und orthopadische Rheumatologie bereitgestellt. Die
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Entnahme der entsprechenden Gewebeproben erfolgte im Rahmen elektiver
Kniegelenk-Arthroskopien. Die Aufklarung und Einwilligung zur Entnahme der
Gewebeproben fur die Verwendung zu Forschungszwecken erfolgte im Rahmen
der Studie (Studiennummer: 2018-87-KfogU) praoperativ und wurde durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultat Disseldorf genehmigt. Anschlielend
erfolgte die Aufarbeitung und Kultivierung der Synovialfibroblasten (engl.:

Rheumatoid arthritis synovial fibroblast, RASF) in unserem Labor.

Die Fibroblasten wurden bei 37 Grad Celsius und 5% CO2 in Petri-Schalen 100 x
20 mm (Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE) mit RPMI1640-Medium, 2,5%
HEPES, 1% Glutamax, 1% Penicillin/Streptomycin und 10% fétalem Rinderserum
inkubiert.

Finf Tage vor Stimulation wurden die Zellen bei einer Densitat von 70% mittels
Trypsin-EDTA-L6sung gesplittet und mit einer Zellzahl von 5.000 Zellen pro Well
auf einer 96-Well-Platte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE) ausgesat. Es
wurden Fibroblasten maximal bis zur sechsten Passage verwendet. Nach 2 Tagen
wurden Synovialfibroblasten entweder mit 10 ng/ml Interferon-y stimuliert oder
unstimuliert belassen. Der FBS-Gehalt des Kulturmediums wurde dabei von 10%
auf 2% abgesenkt um eine Proliferation der RASFs zu unterbinden. 72 Stunden
spater erfolgte die Zugabe der PBMCs, die entsprechende Stimulation und Ko-
Kultivierung mit RASFs. Wahrend der Ko-Kultur wurde erneut Medium mit 10%

FBS verwendet.

2.2.3 Stimulation

Fir eine Stimulation wurden zwei 96-Well-Platten mit PBMCs eines Probanden mit
250.000 Zellen pro Well ausgesaht. Die zweite Platte enthielt zusatzlich die in
Abschnitt 2.2 ausgesahten RASFs.

Beide Platten wurden zunachst entweder mit IFN-y (10 ng/ml), CpG (2,5 pg/ml),
anti-lgM (10 pg/ml), anti-CD3/CD28 (je 0,5 pg/ml) oder anti-CD3/CD28/IgM
stimuliert und mit einer unstimulierten Kontrolle verglichen. Die Stimulation erfolgte
jeweils in doppelter Ausfilhrung mit je 100 ul pro Well.

Durch den Einsatz von IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml werden unter den
PBMCs vor allem Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen aktiviert (Arase H
1996, Dallagi A 2015). Neben der Anhebung der zellularen Immunantwort steigert
es auch Uber eine hochregulierte MHC-I- und Ill-Expression die humorale
Immunantwort (Collins T 1984, Zhou 2009). Darlber hinaus induziert IFN-y die
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Expression von BAFF, was zur Verlangerung der Uberlebensdauer von B-Zellen
beitragt (Lowin T 2020). Zudem férdert IFN-y durch die verstarkte Induktion
kostimulatorischer Molekile, wie CD69, die Aktivierung von T-Zellen (Zhou 2019).
CpG (ODN 2006), in der Konzentration von 2,5 ug/ml, steigert durch die
Aktivierung von B-Zellen und plasmazytoiden dendritschen Zellen, unter anderem
durch Toll-like-Rezeptor (TLR)-9-getriggert, die Interleukin- und
Antikdrperproduktion (Hendrik Poeck 2004). Uber die Aktivierung von
plasmazytoiden dendritischen Zellen steigert es zusatzlich, IFN-a-gesteuert die B-
Zell-Differenzierung (Hendrik Poeck 2004).

Als Antikérper vermittelt anti-IgM Gber das F(ab‘) 2-Fragment eine Quervernetzung
zur membranstandigen Rezeptoruntereinheit des B-Zell-Rezeptors (BCR).
Hieriber kommt es zur Aktivierung naiver B-Zellen und deren Proliferation (Wortis
1995).

Um neben der Stimulation der B-Zellantwort auch eine Aktivierung von T-Zellen zu
untersuchen, wurden die humanen monoklonalen Antikdrper anti-CD3 und anti-
CD28 verwendet. Beide Subtanzen fuhren zu einer Aktivierung und Proliferation
von T-Zellen, unter anderem uber die Sekretion von |I-2. Als Bystander-Effekt
aktivieren T-Zellen wiederum Uber die Hochregulation von CD40 und dessen
Interaktion mit CD40-Liganden B-Zellen (Johnson-Léger C 1998). Anti-CD28
verstarkt Uber mehrere Quervernetzungen zu Oberflachenproteinen von T-
Lymphozyten die T-Zell-Aktivierung und Proliferation (Damle NK 1988).
Zusatzlich zur Stimulation der Interleukin- und Antikdérper-Produktion wurden
anschlieend die PBMCs mit CB+- und CB:-Liganden stimuliert und mit einer
Kontrolle (DMSO) verglichen:

CBs-Liganden

- ACEAO0,1 uM (CB1-Agonist)

- ACEA1uM

- Rimonabant 1 yM (CBi-Antagonist)

CBz-Liganden
- LV62 1 uM (CB2-Agonist)
- EC21a 100 nM (allosterischer Modulator vom CB2-Rezeptor)

Dualer indirekter CB1- und CB2-Agonist

- JZL 184 1 uM (selektiver Monoacylglyceryllipase-Hemmer; MAGL)
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Die CB»-Liganden LV62 und EC21a wurden freundlicherweise von Clementina
Manera von der Abteilung flir Pharmakologie der Universitat Pisa zur Verfigung
gestellt (Ferrisi R 2022).

Die stimulierten PBMCs wurden zuletzt mit einem Volumen von 100 ul den Wells
hinzugefiigt. Die Wells enthielten final ein Gesamtvolumen von 200ul.
AnschlielRend wurden die 96-Well-Platten flr 7 Tage bei 37 Grad Celsius inkubiert.
Die Uberstande wurden danach im ELISA (engl.: Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay)-Verfahren untersucht oder bei -20 Grad eingefroren.

2.2.4 ELISA (engl.: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Nach einer Inkubationszeit von sieben Tagen unter 37 Grad Celsius wurden die
Zytokin- und Antikdrper-Produktion mittels ELISA-Verfahren gemessen.

Alle ELISA-Verfahren folgten dem Prinzip einer Sandwich-ELISA und wurden in
384er high-binding Platten und Eppendorf-Multipipette Biopur® durchgefihrt.

2.2.5 Zytokin-Produktion

Fir die Detektion der Zytokin-Produktion von TNF-a, IL-10 und IL-6 wurden die
ELISA-Kits von BD (BD, OptEIA, Heidelberg, Germany) verwendet und die

entsprechenden Data Sheets befolgt.

2.2.6 Antikorper-Produktion

Fir die Detektion der IgM- und IgG-Produktion wurde ein laborinternes Protokoll
angewendet.

Zum Coating wurde der Capture Antikérper mit einer Konzentration von 10 pg/ml
in 1x PBS geldst und mit 20 ul pro Well auf die ELISA-Platte verteilt. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation bei 4 Grad Celsius Uber Nacht.

Far den nachsten Schritt wurden die Platten zweimal mit Waschpuffer (0,05%
Tween in PBS) gewaschen. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt.
AnschlieRend wurden die Wells zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen mit
70 pl Blocking-Puffer (5% Sucrose, 1% BSA, 1x PBS) Gber zwei Stunden inkubiert.
Es erfolgte der Probenauftrag (frisch oder aufgetaut) und das Auftragen der
Standard-Reihe von 100 ng/ml bis 1,56 ng/ml. Fir den Standard wurde humanes

IgM bzw. IgG verwendet.
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Nach einer zweistiindigen Inkubationszeit erfolgten vier Waschvorgange mit
Waschpuffer. Anschlielend wurde der Detektion-Antikérper (20 pg/ml)
hinzugegeben und die Proben fir eine Stunde auf einem Mikroplattenschuttler
inkubiert.

Nach vier weiteren Waschvorgangen erfolgte anschlieRend die Entwicklung der
Proben durch Zugabe von TMB-Substratlésung fur 20 Minuten. Danach wurde die
Reaktion durch Zugabe von 2N H2SO4 gestoppt und das Signal im
Mikroplattenlesegerat bestimmt. Das spezifische Signal wurde dabei bei 450 nm
bestimmt, die Referenzwellenlange war 595 nm.

Die Ergebnisse wurden als Delta der optischen Dichte angegeben. Der Interleukin-

und Antikérpergehalt der Proben ist mit der Absorption proportional.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte tber das Programm SPSS Statistic Version
30 der Firma IBM. Wenn eine Verdlinnung der Proben im Versuch erfolgt ist, wurde
der Verdinnungsfaktor eingerechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. Bei mehr als 2 Gruppen erfolgte die Auswertung mittels
Kruskal Wallis-Test mit nach geschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. Die Daten
wurden als Boxplots mit der 25.-75. Perzentile und einer Linie als Median in der
Box angezeigt. Eine statistische Signifikanz wurde ab einem p-Wert < 0,05

angenommen.

2.4. Anwendung von Kl-generierten Modellen als Hilfsmittel

Zur Unterstltzung bei der Texterstellung wurde das Kl-gestitzte Sprachmodell
ChatGPT (OpenAl, Version GPT-5, Stand August 2025) in einzelnen Textpassagen
eingesetzt. Die Software wurde ausschliel3lich flr sprachliche Optimierungen
verwendet und im Text darauf entsprechend verwiesen. Inhaltliche Aussagen und
wissenschaftliche Ergebnisse beruhen ausschlieBlich auf eigenstandiger
Recherche und Fachliteratur (OpenAl 2025).
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3. Ergebnisse

Fir die Quantifizierung der Zytokin- und Immunoglobulin-Produktion wurden die
PBMCs entweder allein oder in Ko-Kultur mit RASFs Uber sieben Tage kultiviert.
Dabei wurden die PBMCs mit IFN-y, CpG, anti-IgM, anti-CD3/CD28 oder anti-
CD3/CD28/IgM sowie mit CB1 Liganden am ersten Tag behandelt. An Tag 7
wurden die Uberstéande abgenommen und die Zytokin- und Antikérper-Produktion
bestimmt.

Als CBs-Liganden wurden der CBs-Agonist ACEA und der inverse CBi-Agonist
Rimonabant eingesetzt. Als CB.,-Liganden wurde der positiv allosterische CB.-
Modulator EC21a, der selektive CBa-Agonist LV62 und der selektive
Monoacylglyceryllipase-Inhibitor JZL184 eingesetzt.

3.1 Einfluss von CB+- und CB:-Liganden auf die Interleukin-Produktion von
PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs

3.1.1 IL-6-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs unter

verschiedenen Stimulationsbedingungen mit CBs-Liganden

Zunachst wurde die IL-6 Produktion von PBMCs Uber sieben Tage in Einzel- und
Ko-Kultur untersucht. IL-6, das unter anderem von Synovialfibroblasten produziert
wird, spielt eine zentrale Rolle in der RA, indem es Entziindungsprozesse fordert,
die Differenzierung von Th17-Zellen unterstitzt und zur Zerstérung von
Gelenkstrukturen beitragt (Lee 2013). In dieser Arbeit zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der IL-6 Produktion zwischen beiden Gruppen (p=0,04) (Abb. 1).
Dies bestatigte sich auch nach Stimulation der PBMCs mit entweder CpG
(p<0,001), IFN-y (p=0,002), anti-CD3/CD28 (p<0,001) oder anti-CD3/CD28/IgM
(p<0,001) (Abb. 1). Die Mittelwerte sind der Tabelle 8 zu entnehmen.

RASF-Ko-Kultur (pg/ml) PBMC-Monokultur (pg/ml)
Kontrolle 627993 + 572642 SD 1652 + 3375 SD
IFN-y 420895 + 457541 SD 283 + 688 SD
CpG 972894 + 950306 SD 597 + 725 SD
anti-CD3/CD28 651112 + 649572 SD 13879 + 15861 SD
anti-CD3/CD28/IgM 646831 + 382787 SD 55162 + 56712 SD

Tabelle 8: Mittelwerte der IL-6-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur und
PBMC-Monokultur unter IFN-y, CpG, anti-CD3/CD28, anti-CD3/CD28/IgM und der Kontrolle
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Abb. 1: IL-6-Sekretion nach 7-tigiger Stimulation mit IFN-y (B), CpG (C), anti-
CD3/CD28 (D) und anti-CD3/CD28/IgM (E), sowie unter Basalbedingungen (A) in
PBMC-Mono- (rot) und Ko-Kultur mit RASFs (griin)

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen
Spenderproben (A n=35,Bn =38, Cn=39, Dn=40, En=39).

Dieser Effekt zwischen beiden Gruppen blieb auch nach Zugabe des CB;
Agonisten ACEA (0,1 pyM) und des inversen Agonisten Rimonabant (1 uM) in der
Stimulation mit anti-CD3/CD28 (p=0,003) und anti-CD3/CD28/IgM (p<0,001)
erhalten (Abb. 2). Die Stimulation mit anti-CD3/CD28 diente der Aktivierung und
Proliferation von T-Zellen, wahrend die zusatzliche Gabe von anti-IgM gezielt die

B-Zell-Aktivierung unterstitzte. Die Mittelwerte sind in Tabelle 9 aufgeflhrt.
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Abb. 2: IL-6-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit anti-CD3/CD28 (A) und anti-
CD3/CD28/IgM (B) und ACEA und Rimonabant (ACEAO0,1/Rim1) in PBMC-Mono- (rot)
und Ko-Kultur mit RASFs (griin)

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Kuskal Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc Test. n ist die Anzahl der

technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n = 35-40, B n = 35-40).

RASF-Ko-Kultur (pg/ml) PBMC-Monokultur (pg/ml)

ACEA/Rimonabant ACEA/Rimonabant
anti-CD3/CD28 651112 + 487037 SD 18739 + 16930 SD
anti-CD3/CD28/IgM 646831 + 495148 SD 55162 + 49695 SD

Tabelle 9: Mittelwerte der IL-6-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur und
PBMC-Monokultur unter anti-CD3/CD28 und anti-CD3/CD28/IgM

3.1.1.1 Einfluss von RASFs auf die IL-6-Produktion von PBMCs

Nach siebentagiger Stimulation war die IL-6-Produktion in der Ko-Kultur in nahezu
allen Stimulationsbedingungen — mit Ausnahme der anti-IgM-Stimulation — erhéht
(Abb. 24). Der durch die Ko-Kultur bedingte Anstieg der IL-6-Freisetzung liel3 sich
bei Stimulation mit CB+-Liganden lediglich unter ACEA sowie Rimonabant in
Kombination mit anti-CD3/CD28 bzw. anti-CD3/CD28/IgM nachweisen. Die
Stimulation mit dem CBi-Agonisten ACEA allein zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen der RASF-Ko-Kultur und der PBMC-Monokultur (Abb. 23).

3.1.2 IL-6-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs unter

verschiedenen Stimulationsbedingungen mit CB;-Liganden

Analog zur CBi-Modulation wurde die IL-6-Produktion von PBMCs unter CBo-
Modulation uber einen Zeitraum von sieben Tagen in Einzel- und Ko-Kultur
untersucht. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der IL-6
Produktion zwischen beiden Gruppen (p<0,001) (Abb. 3). Dies bestatigte sich auch
nach Stimulation der PBMC mit IFN-y (p<0,001), anti-lgM (p<0,001), CpG
(p<0,001), anti-CD3/CD28 (p<0,001) und anti-CD3/CD28/IgM (p<0,001) (Abb. 3).
Die Mittelwerte der RASF-Ko-Kultur und PBMC-Monokultur sind der Tabelle 10 zu

entnehmen.

27



RASF-Ko-Kultur (pg/ml) PBMC-Monokultur (pg/ml)
Kontrolle 743935 + 513613 SD 844 + 801 SD
IFN-y 136732 + 123803 SD 776 + 551 SD
CpG 594213 + 464968 SD 2420 + 5616 SD
anti-igM 667559 + 392123 SD 42911 + 44779 SD
anti-CD3/CD28 352435 + 313892 SD 12020 + 11434 SD
anti-CD3/CD28/IgM 328925 + 189418 SD 28195 + 20360 SD

Tabelle 10: Mittelwerte der IL-6-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur
und PBMC-Monokultur unter IFN-y, CpG, anti-IgM, anti-CD3/CD28 und anti-CD3/CD28/IgM und
der Kontrolle

Die Zugabe der spezifischen Modulatoren des CB.-Rezeptors veranderte diesen
Effekt nicht. Die siebentagige Stimulation mit IFN-y und die Behandlung mit dem
CB2-Agonisten LV62 (p<0,001), dem allosterischen Modulator EC21a
(LV62/EC21a p<0,001; JZL184/EC21a p<0,001) und dem Monoacylglycerase-
Inhibitor JZL184 (p<0,001) zeigte ebenfalls eine erhohte IL-6-Produktion in der Ko-
Kultur (Abb. 3) (Tabelle 11 und 12).

Gleiches zeigte sich unter CpG (LV62 p<0,001; LV62/EC21a p<0,001; JZL184
p<0,001; JZL184/EC21a p<0,001), anti-IgM (LV62 p<0,001; LV62/EC21a
p<0,001; JZL184 p<0,001; JZL184/EC21a p<0,001), anti-CD3/CD28 (LV62
p=0,001; LV62/EC21a p<0,001; JZL184 p<0,001; JZL184/EC21a p<0,001) und
anti-CD3/CD28/IgM (LV62 p<0,001; LV62/EC21a p<0,001; JZL184 p<0,001;
JZL184/EC21a p<0,001) (Abb. 3) (Tabelle 11 und 12).

Die pharmakologische Inhibition der Monoacylglycerollipase (MAGL) durch den
spezifischen Inhibitor JZL184 reduziert den enzymatischen Abbau des
Endocannabinoids 2-Arachidonoylglycerol (2-AG). Die daraus resultierende
Erhéhung der intrazelluldaren 2-AG-Konzentration fuhrt zu einer verstarkten
Aktivierung von Cannabinoidrezeptoren des Typs CB; und CB, (Gil-Ordéfiez A
2018). EC21a dagegen induziert durch seine allosterische Modulation des CB,
eine Verstarkung der durch LV62 und JZL184 vermittelten Rezeptorantworten
(Francesca Gado 2021).
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RASF-Ko-Kultur
(pg/ml)

PBMC-Monokultur
(pg/ml)

RASF-Ko-Kultur
(pg/ml)

PBMC-Monokultur
(pg/ml)

LV62 LV62 LV62/ EC21a LV62/ EC21a
Kontrolle 474161 489 488813 968

+ 301083 SD + 386 SD + 379869 SD +1047 SD
IFN-y 153595 969 149771 844

* 270635 SD +775SD * 215744 SD + 543 SD
CpG 367432 2026 335041 1850

+ 258086 SD +4818 SD * 274063 SD + 4187 SD
anti-igM 656714 30307 752129 31909

+ 281865 SD + 26063 SD + 429088 SD + 25500 SD
anti-CD3/CD28 218056 14321 252823 15268

* 195263 SD + 12488 SD * 221227 SD + 12553 SD
anti-CD3/CD28/IgM | 307747 27022 339068 26632 + 13122 SD

* 185363 SD + 15354 SD + 381097 SD

Tabelle 11: Mittelwerte der IL-6-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur und
PBMC-Monokultur unter LV62 und LV62/EC21a und IFN-y, CpG, anti-IlgM, anti-CD3/CD28 und anti-
CD3/CD28/IgM und der Kontrolle

RASF-Ko-Kultur

PBMC-Monokul-

RASF-Ko-Kultur

PBMC-Monokultur

(pg/ml) tur (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

JZL184 JzZL184 JZL184/ EC21a JZL184/ EC21a
Kontrolle 523145 1131 558514 1113

+ 420212 SD +1398 SD + 438324 SD + 836 SD
IFN-y 300140 1205 164523 1070

+ 748015 SD + 868 SD + 245775 SD +919 SD
CpG 650801 1859 321802 2662

+ 650801 SD + 3744 SD + 417452 SD + 5831 SD
anti-igM 730644 36437 669059 39923

+ 365790 SD + 29420 SD + 444335 SD +28010 SD
anti-CD3/CD28 217853 13456 163796 14066

+ 179341 SD + 11739 SD + 165811 SD + 12578 SD
anti-CD3/CD28/IgM | 273431 25448 271557 27473

+ 170978 SD + 11461 SD +218771 SD + 11200 SD

Tabelle 12: Mittelwerte der IL-6-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur
und PBMC-Monokultur unter JZL184 und JZL184/EC21a und IFN-y, CpG, anti-lgM, anti-CD3/CD28
und anti-CD3/CD28/IgM und der Kontrolle
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Abb. 3: IL-6-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CB.-Liganden LV62, EC21a und
JZL 184 und anti-lgM (B), CpG (C), IFN-y (D), anti-CD3/CD28 (E), anti-CD3/CD28/IgM
(F) und unstimulierter Kontrolle (A) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***
p<0,01, ** fir p<0,02, * fir p<0,05 markiert. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test
mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der technischen
Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (B n=12-32, C n=11-31, D n = 13-33,
E n=14-34)

3.1.2.1 Einfluss von RASFs auf die IL-6-Produktion von PBMCs

Nach einer siebentagigen Stimulation zeigte sich in der Ko-Kultur im Vergleich zur
PBMC-Monokultur unter nahezu allen Stimulationsbedingungen eine signifikant
erhdhte IL-6-Produktion. Eine Ausnahme stellte hierbei die Stimulation mit anti-lgM
im Kontext der CB+-Modulation dar. Bezogen auf die CB1-Modulation war der Ko-
Kultur-assoziierte Anstieg der IL-6-Sekretion ausschlie3lich unter Stimulation mit
den CB1-Liganden ACEA und Rimonabant in Kombination mit anti-CD3/CD28 bzw.
anti-CD3/CD28/IgM nachweisbar. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der CB--
Modulation eine weitgehend konsistente Verstarkung der IL-6-Produktion durch

die Ko-Kultur, unabhangig von der eingesetzten Modulation.

Die vorliegenden Daten legen nahe, dass die erhohte IL-6-Sekretion primar auf die
Prasenz von RASFs als Hauptquelle der Zytokinproduktion zurtickzufiihren ist.
Eine Beeinflussung dieses Effekts durch die Aktivierung von CB2-Rezeptoren
konnte nicht beobachtet werden, was auf eine CBz-unabhangige Regulation der
IL-6-Freisetzung in diesem zellularen Modell hinweist (OpenAl 2025). Allerdings
deuten die Daten daraufhin, dass die CBs-Modulation durch den inversen CB+-
Agonisten Rimonabant einen Einfluss auf die IL-6-Produktion hat. Auffallend war
eine deutlich héhere IL-6-Produktion unter anti-CD3/CD28 sowohl in der PBMC-
Monokultur, als auch in der RASF-Ko-Kultur.
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3.1.3 IL-10-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs unter

verschiedenen Stimulationsbedingungen

IL-10 als antiinflammatorisches Zytokin zeigte in frihreren Arbeiten einen
hemmenden Einfluss auf die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen bei
RA-Patienten (Katsikis PD 1994). Die Analyse der IL-10-Produktion nach 7-tagiger
Stimulation ergab bei Modulation des CBi-Rezeptors keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen in dieser Arbeit (Abb. 18). Bei der CB»-
Modulation hingegen traten deutliche Unterschiede auf. Unter CpG-Stimulation,
die sowohl die B- als auch T-Zellaktivierung und -Proliferation férdert, war die IL-
10-Produktion in der PBMC-Monokultur signifikant hoher als in der RASF-Ko-
Kultur (MW RASFs: 204 pg/ml vs. PBMCs: 359 pg/ml; p=0,03) (Abb. 4).
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Abb. 4: IL-10-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit CpG in PBMC-Mono- und Ko-
Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen

Spenderproben (n = 11-31).

Auch unter anti-CD3/CD28-Stimulation, die gezielt die T-Zellaktivierung férdert,
war die IL-10-Produktion in der Ko-Kultur im Vergleich zur Monokultur signifikant
geringer (MW RASFs: 556 pg/ml vs. PBMCs: 856 pg/ml; p=0,03).
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Abb. 5: IL-10-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit anti-CD3/CD28 und
Modulation mit CB.-Liganden LV62, EC21a und JZL 184 in PBMC-Mono- und Ko-
Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***
p<0,01, ** fur p<0,02, * fir p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit
nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate

aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (n = 14-34).

Dieser Effekt blieb auch bei zusatzlicher CB,-Rezeptor-Modulation mit LV62 (MW
RASFs 643 pg/ml vs. PBMCs 943 pg/ml; p=0,001), JZL184 (MW RASFs: 533
pg/ml vs. PBMCs: 863 pg/ml; p=0,001) und EC21a bestehen (MW RASFs: 574
pg/ml vs. PBMCs: 892 pg/ml, p=0,02; RASFs: 620 pg/ml vs PBMCs: 881 pg/ml,
p=0,04) (Abb. 5).

3.1.3.1 Einfluss von RASFs auf die IL-10-Produktion von PBMCs

Bei der Modulation des CB1-Rezeptors konnte kein signifikanter Unterschied in der
IL-10-Sekretion zwischen der RASF-Ko-Kultur und der PBMC-Monokultur
festgestellt werden (Abb. 18). Obwohl IL-10 in friheren Studien zur RA als ein
zentrales antiinflammatorisches Zytokin beschrieben wurde, das potenziell CB+-
und CBz-vermittelte immunmodulatorische Effekte beeinflusst, zeigte sich in der
vorliegenden Untersuchung kein Effekt der CBi-Modulation auf die IL-10-
Produktion.
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Im Gegensatz dazu wurde in der PBMC-Monokultur unabhangig von einer CBo-
Modulation eine signifikant hdhere IL-10-Sekretion im Vergleich zur RASF-Ko-
Kultur beobachtet. Dieses Ergebnis weist auf einen suppressiven Einfluss der
RASFs auf die IL-10-Produktion hin, der offenbar durch CBa-Liganden nicht

aufgehoben, sondern mdglicherweise zusatzlich unterstitzt wird.

3.1.4 TNF-a-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs

unter verschiedenen Stimulationsbedingungen

In der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich nach sieben Tagen Stimulation kein
signifikanter Unterschied in der TNF-a-Produktion, weder zwischen der Ko-Kultur
mit RASFs und PBMC-Monokultur noch in Abhangigkeit von der Modulation der
Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 (Abb. 15 und 16). In der TNF-a-Analyse unter
CB2-Modulation zeigte die Ko-Kultur mit RASFs im Vergleich zur PBMC-
Monokultur eine deutlich reduzierte TNF-a-Produktion. Aufgrund der insgesamt
niedrigen TNF-a-Sekretion konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Ein erheblicher Anteil der
Messwerte lag zudem unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Assays.

Frihere Arbeiten von Lowin et al. berichteten, dass eine Behandlung mit THC in
Kombination mit CpG- und IFN-y-Stimulation zu einer signifikanten Reduktion der
TNF-a-Sekretion flhrte (Lowin 2022). THC entfaltet jedoch auch CB-Rezeptor-
unabhangige Wirkmechanismen, wodurch die Vergleichbarkeit der vorliegenden

Daten mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht gegeben ist.
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3.2 Einfluss von CB1- und CB;-Liganden auf die Antikérper-Produktion von
PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs

3.2.1 IgM-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs unter

verschiedenen Stimulationsbedingungen mit CBs-Liganden

Frihere Studien zur RA haben gezeigt, dass die Bildung von IgM, insbesondere
als RF-IgM, eine zentrale Rolle in der frihen Phase der Autoimmunantwort spielt
und haufig als diagnostischer und prognostischer Marker bei seropositiven
Patienten gemessen wird (Olsen N 1982). In dieser Arbeit wurde zuerst die IgM-
Produktion von PBMCs Uber sieben Tage in Einzel- und Co-Kultur untersucht.
Unter der Stimulation mit CpG und dem CB-Agonisten ACEA (1 uM) wurde nach
sieben Tagen Stimulation in der PBMC-Monokultur signifikant mehr IgM produziert
(MW RASFs: 2903 ng/ml vs PBMCs: 8542 ng/ml; p=0,04) (Abb. 6).
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Abb. 6: IgM-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CpG und ACEA in PBMC-Mono-
und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen
Spenderproben (n = 40).

Durch den Einsatz von CpG wird im Versuch die Aktivierung von B-Zellen sowie

plasmazytoiden dendritischen Zellen induziert und gleichzeitig die Differenzierung
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von B-Zellen gefordert. Diese immunstimulatorischen Effekte kénnten, die unter
CpG-Behandlung beobachtete, sehr hohe IgM-Produktion erklaren.

Dieser Effekt bestatigte sich auch nach Stimulation der B- und T-Zellaktivierung
durch anti-CD3/CD28 (MW RASFs: 37 ng/ml vs PBMCs: 195 ng/ml, p<0,001) und

anti-CD3/CD28/IgM (MW RASFs: 46 ng/ml vs PBMCs: 312 ng/ml; p< 0,001) (Abb.
7).
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Abb. 7: IgM-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit anti-CD3/CD28 (A) und anti-
CD3/CD28/IgM (B) und Modulation durch CBs-Liganden ACEA und Rimonabant in
PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs
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Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Kuskal Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der

technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n =12-32, B n = 14-34).

Nach der Stimulation mit anti-CD3/CD28 und anti-CD3/CD28/IgM wurde auch mit
ACEA 0,1 uyM (anti-CD3/CD28 p=0,001; anti-CD3/CD28/IgM p< 0,001), ACEA 1
MM (anti-CD3/CD28 p=0,001; anti-CD3/CD28/IgM p<0,001) und der Kontrolle
(anti-CD3/CD28 p=0,001; anti-CD3/CD28/IgM p=0,001) mehr IgM in der PBMC-
Monokultur produziert (Abb. 7) (Tab. 13).

RASF-Ko-Kultur (ng/ml) PBMC-Monokultur (ng/ml)
ACEA 0,1 pM ACEA 0,1 uM
Kontrolle 50 + 27 SD 215+ 197 SD
anti-CD3/CD28 27 +20 SD 157 £ 87 SD
anti-CD3/CD28/IgM 33+40SD 225+ 171 SD
RASF-Ko-Kultur (ng/ml) PBMC-Monokultur (ng/ml)
ACEA 1 uM ACEA 1 uM
Kontrolle 60 + 38 SD 133 £124 SD
anti-CD3/CD28 37,4142 8D 195 + 128 SD
anti-CD3/CD28/IgM 46 + 94 SD 312+ 268 SD

Tabelle 13: Mittelwerte der IgM-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-
Kultur und PBMC-Monokultur unter ACEA 0,1 yM und ACEA 1 pM und anti-CD3/CD28 und
anti-CD3/CD28/IgM und der Kontrolle

Mit Hinzunahme des inversen CBj.Agonisten Rimonabant andert sich das
Verhaltnis zwischen beiden Gruppen nach sieben Tagen Stimulation. Nach der
Stimulation mit anti-CD3/CD28 wurde noch signifikant mehr IgM in der PBMC-
Monokultur produziert (MW RASFs: 111 ng/ml vs PBMCs: 259 ng/ml; p=0,03). Im
Gegensatz dazu zeigte die Stimulation mit anti-CD3/CD28/IgM keine signifikante
Differenz in der IgM-Produktion zwischen den Kulturen. Die Stimulation mit IFN-y,
anti-lgM und der Kontrolle wiesen in der CBj-Analyse keine signifikanten
Unterschiede auf (Abb. 21).
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3.2.1.1 IgM-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs

unter verschiedenen Stimulationsbedingungen mit CB,-Liganden

Wie in 3.2.1 gezeigt, fuhrte die Stimulation des CB1-Rezeptors mittels ACEA (1 uM)
in Kombination mit CpG zu einer signifikant erhdhten IgM-Produktion in der PBMC-
Monokultur. Unter Basalbedingungen zeigte sich eine erhodhte IgM-Produktion
nach Stimulation mit CpG (MW RASFs 4521 ng/ml vs. PBMCs 18826 ng/ml;
p=0,001) und anti-CD3/CD28 (MW RASFs 98 ng/ml vs. PBMCs 555 ng/ml;
p=0,002) (Abb. 8).
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Abb. 8: IgM-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CpG (A) und anti-CD3/CD28 (B)
in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen
Spenderproben (A n =11-31, B n = 13-33).

Nach der Zugabe des CB;-Agonisten LV62 in Kombination mit dem allosterischen
Modulator EC21a zeigte sich nach siebentagiger Stimulation zusammen mit anti-
IgM ein signifikanter Anstieg der IgM-Produktion in der PBMC-Monokultur (MW
RASFs: 26 ng/ml vs. PBMCs: 163 ng/ml; p=0,05) (Abb. 9). Die Stimulation mit anti-
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IgM flhrt Gber die Quervernetzung der membranstandigen Untereinheit des B-Zell-

Rezeptors zur Aktivierung und Proliferation naiver B-Zellen.
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Abb. 9: IgM-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit anti-ilgM und Modulation mit
CB:-Liganden EC21a, JZL 184 und LV62 in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Kuskal Wallis-Test mit nachgeschalteten Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der

technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (n = 38-40).

Dieser Effekt bestatigte sich nach der Stimulation mit dem MAGL-Hemmer JZL184
und dem allosterischen Modulator EC21a (MW RASFs: 26 ng/ml vs PBMCs: 248
ng/ml; p<0,001), jedoch nicht mit dem CBz-Agonisten und MAGL-Hemmer allein.

Mit der Aktivierung von B- und T-Zellen durch anti-CD3/CD28 und anti-
CD3/CD28/IgM andert sich dies. Hier wurde unabhangig von der CBz-Modulation
mehr IgM in der PBMC-Monokultur produziert. So wurde nach Hinzugabe des CB»-
Liganden LV62 (p=0,002), dem allosterischen Modulator EC21a (p<0,001), JZL
184 (p=0,009) und JZL mit EC21a (p=0,01) mehr IgM in der PBMC-Monokultur
produziert (Abb. 10) (Tabelle 13).
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Abb. 10: IgM-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit anti-CD3/CD28 (A) und anti-

CD3/CD28/IgM (B) und Modulation mit CB.-Liganden EC21 am JZL 184 und LV62 in
PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***

p<0,01, ** fur p<0,02, * fiur p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit
nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19
verschiedenen Spenderproben (A n = 14-32, B n = 12-32).
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Die Ergebnisse lielen sich nach der Stimulation mit anti-CD3/CD28/IgM
reproduzieren. Nach Hinzugabe des CB;-Liganden LV62 wurde erneut signifikant
mehr IgM in der PBMC-Monokultur produziert (p=0,002). Dies bestatigte sich nach
der Stimulation mit EC21a (p<0,001), JZL 184 (p=0,001) und JZL 184 mit EC21a
(p=0,003) (Abb. 10). Die Mittelwerte sind Tabelle 14 zu entnehmen.

RASF-Ko- PBMC-Monokul- RASF-Ko-Kultur | PBMC-Monokultur
Kultur tur
(ng/ml) (ng/ml)
| |
(ng/mi) (ng/mi) LV62/ EC21a LV62/ EC21a
LV62 LV62
anti-CD3/CD28 151 £217 SD 631+ 532 SD 132+ 214 SD 630 + 549 SD
anti-CD3/CD28/ 190 £ 280 SD 625 + 480 SD 161 £ 192 SD 776 £ 677 SD
IgM
RASF-Ko- PBMC-Monokul- RASF-Ko-Kultur | PBMC-Monokultur
Kultur tur
(ng/ml) (ng/ml)
/ml /ml
(ng/mi) (ngimi) JZL184/ EC21a | JZL184/ EC21a
JZL184 JZL184
anti-CD3/CD28 79 £ 69 SD 481 + 300 SD 102 £ 92 SD 472 + 343 SD
anti-CD3/CD28/ 120 £ 127 SD 581 + 259 SD 133+ 147 SD 664 + 594 SD
IgM

Tabelle 14: Mittelwerte der IgM-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur
und PBMC-Monokultur unter LV62, EC21a und JZL 184 und anti-CD3/CD28 und anti-
CD3/CD28/IgM

3.2.1.2 Einfluss von RASFs auf die IgM-Produktion von PBMCs

Insgesamt zeigte sich in der IgM-Analyse, dass mit T- und B-Zellaktivierung durch
CpG, anti-IgM und anti-CD3/CD28 die IgM-Produktion in der PBMC-Monokultur
signifikant hoher ausfallt, unabhangig von der CB2-Modulation. In Anwesenheit von
RASFs konnte die IgM-Produktion supprimiert sein. Dieser hemmende Effekt lie
sich auch nach Stimulation mit CpG und ACEA in der IgM-Analyse zur CB:-
Modulation beobachten. Interessanterweise konnte der supprimierende Effekt von
RASFs mit Hinzugabe von Rimonabant unter anti-CD3/CD28/IgM aufgehoben
werden. Auch in der CB2-Analyse zeigte die Stimulation mit IFN-y und der Kontrolle
keine signifikanten Unterschiede (Abb. 22).
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3.2.2 IgG-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs unter

verschiedenen Stimulationsbedingungen mit CBs-Liganden

IgG als Trager spezifischer Autoantikdrper, wie beispielsweise ACPA, spielt in der
Pathogenese der RA eine zentrale Rolle und wird in friheren Studien als
verlasslicher Marker fur Diagnostik und Prognose beschrieben (Pruijn 2010,
OpenAl 2025). In der Analyse der IgG-Produktion konnten nach siebentagiger
Stimulation keine signifikanten Unterschiede in der durch IFN-y-, CpG-, anti-IgM-,
anti-CD3/CD28- sowie anti-CD3/CD28/IgM-induzierten IgG-Sekretion in der CB1-
Modulation festgestellt werden. Ebenso zeigten sich keine Differenzen zwischen
der RASF-Ko-Kultur und der PBMC-Monokultur (Abb. 19).

Im Gegensatz dazu ergab die Stimulation mit anti-lgM unter Basalbedingungen

einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p= 0,01) (Abb. 11).
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Abb. 11: IlgG-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit anti-lgM (A), anti-CD3/CD28
(B) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 19 verschiedenen

Spenderproben (A n = 10-30, B n = 12-32).

Dieser Effekt bestatigte sich nach der Stimulation mit anti-CD3/CD28 (p=0,004)
und anti-CD3/CD28/IgM (p=0,001) (Abb. 11 und 12). Die Mittelwerte sind Tabelle

15 zu entnehmen.
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[l SF-Ko-Kultur

[l PeMCKultur
p=0,001

cin [ug/ml]

1000

IgG (ng/ml)

100

anti-CD3/CD28 [0,5]
anti-IgM [10]

Abb. 12: IgG-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit anti-CD3/CD28/IgM (C) in
PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen
Spenderproben (n = 14-34).

RASF-Ko-Kultur (ng/ml) PBMC-Monokultur (ng/ml)
anti-igM 378 + 307 SD 939 + 1086 SD
anti-CD3/CD28 278 + 322 SD 637 + 437 SD
anti-CD3/CD28/IgM 302 + 425 SD 611510 SD

Tabelle 15: Mittelwerte der IgG-Produktion mit Standardabweichung (SD) in der RASF-Ko-Kultur
und PBMC-Monokultur anti-IlgM, anti-CD3/CD28 und anti-CD3/CD28/IgM

3.2.2.1 IgG-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs

unter verschiedenen Stimulationsbedingungen mit CB2-Liganden

Im Gegensatz zur CBi-Analyse zeigte die Untersuchung der CB.-Modulation
signifikante Unterschiede. Nach der Zugabe des selektiven Monoacylglycerase-
Hemmers JZL 184 zeigte sich unter der Stimulation mit anti-IgM (MW RASFs: 184
ng/ml vs. PBMCs: 377 ng/ml; p=0,001) und anti-CD3/CD28/IgM (MW RASFs: 323

ng/ml vs. PBMCs: 819 ng/ml; p=0,02) auch eine hdhere |gG-Produktion in der
PBMC-Monokultur (Abb. 13).
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Abb. 13: IgG-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit anti-CD3/CD28/IgM (A) und
JZL 184 und anti-lgM und JZL184 (B) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19 verschiedenen
Spenderproben (A n = 14-34, B n = 10-30).

Nach der Zugabe des CB»-Agonisten LV62 wurde mit zusatzlicher Stimulation mit
anti-CD3/CD28 der gleiche Effekt gezeigt (MW RASFs: 314 ng/ml vs. PBMCs: 664
ng/ml; p=0,03) (Abb. 14).
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0=0,03
cin [uM]
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Abb. 14: IgG-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit anti-CD3/CD28 und LV62 in
PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 definiert. Die Analyse erfolgte
mittels Mann-Whitney-U-Test. n ist die Anzahl der technischen Replikate aus 9-19

verschiedenen Spenderproben (n = 12-32).

3.2.2.2 Einfluss von RASFs auf die IgG-Produktion von PBMCs

Auch in der IgG-Analyse zeigte sich, dass in Anwesenheit von RASFs die 1gG-
Produktion signifikant reduziert war. Dieser Effekt steht im Einklang mit den bereits
beobachteten Ergebnissen zur IgM- und IL-10-Produktion und spricht erneut fir
einen suppressiven Einfluss der Synovialfibroblasten auf die humorale
Immunantwort. Diese Effekte konnten jedoch im Rahmen der CB-Modulation nicht

in der IgG-Produktion nachvollzogen werden.
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3.3 Supplementéare Ergebnisse

3.3.1 TNF-a-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs
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Abb. 15: TNF-a-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CBi-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (A), CpG (B), anti-ilgM (C), anti-CD3/CD28 (D), anti-
CD3/CD28/IgM (E) und der Kontrolle (F) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-
hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n = 14-
32,Bn=12-32,Cn=11-33, D n=12-31, En = 15-36, F n =16-34).
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Abb. 16: TNF-a-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CB:-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (A), CpG (B), anti-lgM (C), anti-CD3/CD28 (D), anti-
CD3/CD28/IgM (E) und der Kontrolle (F) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-
hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n = 12-
31,Bn=12-32,Cn=11-33, Dn=12-31, En =15-36, F n = 12-32).

3.3.2 IL-10-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs
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Abb. 17: IL-10-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit CB;-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (A), CpG (B), anti-ilgM (C), anti-CD3/CD28 (D), anti-
CD3/CD28/IgM (E) und der Kontrolle (F) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***
p<0,01, ** fur p<0,02, * fir p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit
nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19
verschiedenen Spenderproben (An=14-32,Bn=12-32,Cn=11-33,Dn=12-31,En =
15-36, F n = 14-32).
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Abb. 18: IL-10-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit CB2-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (B), CpG (C), anti-lgM (D), anti-CD3/CD28/IgM (E) und der
Kontrolle (A) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***
p<0,01, ** fur p<0,02, * fir p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit
nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19
verschiedenen Spenderproben (An=14-32,Bn=12-32,Cn=11-33,Dn=12-31,En =
15-36).

3.3.3 IgG-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs
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Abb. 19:

Stimulation mit IFN-y (A),

IgG-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CB;-Modulation und

CpG (B),

anti-igM (C),

anti-CD3/CD28 (D), anti-

CD3/CD28/IgM (E) und der Kontrolle (F) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-

hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n = 14-
32,Bn=12-32,Cn=11-33,D n=12-31, E n = 15-36, F n =14-32).
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Abb. 20: 1IgG-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit CB2-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (B), CpG (C), anti-lgM (D), anti-CD3/CD28/IgM (E), anti-
CD3/CD28 (F) und der Kontrolle (A) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***
p<0,01, ** fur p<0,02, * fir p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit
nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19
verschiedenen Spenderproben (An=14-32,Bn=12-32,Cn=11-33,Dn=12-31,En =
15-36, F n = 9-18).

3.3.4 IgM-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs
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Abb. 21: IgM-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CBi-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (B), CpG (C), anti-IgM (D) und der Kontrolle (A) in PBMC-Mono-
und Ko-Kultur mit RASFs

Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-
hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n = 14-
32,Bn=12-32,Cn=11-33, D n = 12-31).
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Abb. 22: IgM-Sekretion nach 7-tagiger Stimulation mit CBz-Modulation und
Stimulation mit IFN-y (B) und der Kontrolle (A) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit
RASFs

Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit nachgeschalteten Dunn-Test als Post-
hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19 verschiedenen Spenderproben (A n = 13-
32, B n=12-32).
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3.3.5IL-6-Produktion von PBMCs in Einzel- und Ko-Kultur mit RASFs
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Abb. 23: IL-6-Sekretion nach 7-tdgiger Stimulation mit CBi-Modulation und
Stimulation mit anti-igM (A), IFN-y (B), anti-CD3/CD28 (C), anti-CD3/CD28/IgM (D),
CpG (E) und der Kontrolle (F) in PBMC-Mono- und Ko-Kultur mit RASFs

Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn p<0,05 und mit **** fir p<0,001, ***
p<0,01, ** fur p<0,02, * fir p<0,05. Die Analyse erfolgte mittels Kuskal Wallis-Test mit
nachgeschaltetem Dunn-Test als Post-hoc-Test. n ist die Anzahl der Replikate aus 9-19
verschiedenen Spenderproben (An=14-32,Bn=12-32,Cn=11-33,Dn=12-31,En =
15-36, F n = 14-31).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Antikdrper- und Zytokinproduktion von
PBMCs gesunder Probanden unter dem Einfluss von CB;- und CB,-
Rezeptorliganden sowie des inversen CB;-Agonisten Rimonabant untersucht.
Dabei zeigte sich insbesondere der modulierende Einfluss von
Synovialfibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis in einem Ko-Kultur-
Modell, das mit einer reduzierten B- und T-Zell-vermittelten Antikérper- und
Zytokinproduktion der PBMCs assoziiert war (OpenAl 2025).

Die pharmakologische Modulation durch CB;- und CB,-Agonisten allein fuhrte in
dieser Arbeit nicht zu signifikanten Veranderungen in der Antikdrper- oder
Zytokinfreisetzung. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit dem inversen
CBs-Agonisten Rimonabant in der RASF-Ko-Kultur einen Effekt. Zum einen lie}
sich eine Aufhebung der suppressiven Wirkung von RASFs auf die IgM-Produktion
unter anti-CD3/CD28/IgM beobachten, zum anderen wurde unter kombinierter
Stimulation mit dem CB;-Agonisten ACEA eine verstarkte IL-6-Produktion nach
Stimulation mit anti-CD3/CD28 oder anti-CD3/CD28/IgM detektiert.

4.1 Vergleich Synovialfibroblasten-Ko-Kultur und PBMC-Monokultur
4.1.1 Zytokin-Produktion

41.1.11L-6

In der vorliegenden Arbeit wurde im Vergleich zur PBMC-Monokultur eine
signifikant gesteigerte IL-6-Produktion in der Ko-Kultur mit RASFs beobachtet.
Dieser Effekt war auch unter stimulierenden Bedingungen mit ACEA und
Rimonabant sowie in Kombination mit anti-CD3/CD28 oder anti-CD3/CD28/IgM
nachweisbar.

Dass RASFs aktiv zur IL-6-Produktion beitragen, wurde bereits durch Stérch et al.
beschrieben (Stérch 2016). Dartiber hinaus ist bekannt, dass aktivierte B-Zellen
uber die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1
Synovialfibroblasten zur IL-6-Produktion stimulieren kdnnen (Lee 2013, Kugler M
2023). In dieser Arbeit wurde durch Stimulation von B-Zellen mit CpG und anti-IgM
die TNF-ao-Freisetzung verstarkt (Hendrik Poeck 2004, Leonie Fleige 2024).
Parallel dazu flhrte die Aktivierung von T-Zellen mittels anti-CD3/CD28 zu einer
erhohten TNF-a-Produktion aus dieser Zellpopulation (Calianese D 2021). TNF-a
induziert die Expression von IL-6, unter anderem Uber die Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Monu 2024). Dieser Signalweg weist
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Ahnlichkeiten zu den durch Toll-like-Rezeptoren (TLR) vermittelten Mechanismen
auf (OpenAl 2025). RASFs exprimieren verschiedene TLR, darunter TLR2, TLR3
und TLR4, die sowohl auf mikrobielle Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMPs) als auch auf endogene Gefahrensignale reagieren kénnen (Seibl R 2003,
Ospelt C 2008). Die Bindung entsprechender Liganden an diese Rezeptoren I6st
eine intrazelluldre  Signalkaskade aus, die zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB fihrt. Uber die Bindung von NF-kB an
Promotorregionen proinflammatorischer Gene, einschliellich IL-6, resultiert eine
verstarkte IL-6-Expression (Ospelt C 2008, Lee 2013, Nyati KK 2017). Zudem
wurde gezeigt, dass aktivierte B-Zellen in Anwesenheit von RASFs eine
verlangerte Uberlebensdauer aufweisen, was zur Aufrechterhaltung eines
chronisch inflammatorischen Milieus beitragen kann (Lowin T 2020).

Diese komplementaren Mechanismen kénnen eine Erklarung fir die, in dieser
Arbeit beobachtete, IL-6-Zunahme in der RASF-Ko-Kultur sein.

41.1.21L-10

Im Gegensatz zur gesteigerten IL-6-Produktion in der Ko-Kultur von PBMCs mit
RASFs wurde in dieser Arbeit nach Aktivierung von B- und T-Zellen mit CpG und
anti-CD3/CD28 eine verminderte IL-10-Produktion beobachtet. Die Prasenz von
RASFs war demnach mit einer reduzierten Freisetzung antiinflammatorischer
Zytokine assoziiert. Ein moglicher Mechanismus hierfur ist die erhohte IL-6-
Sekretion durch RASFs, welche die Differenzierung IL-10-produzierender
regulatorischer  T-Zellen hemmen und gleichzeitig die  Entwicklung
proinflammatorischer Th17-Zellen fordern kann (Bartok B 2010). Die in dieser
Arbeit eingesetzten Stimuli, CpG und anti-CD3/CD28, fuhrten zudem durch
aktivierte Immunzellen zur vermehrten Freisetzung von IL-13 und TNF-a und
verstarkten sekundar die IL-6-Produktion (Lee 2013, OpenAl 2025).

Ein weiterer relevanter Faktor ist die metabolische Situation in der RA-Synovia.
Unter Bedingungen limitierter Energieverfigbarkeit — etwa durch Glukosemangel,
Hypoxie oder mitochondrialer Dysfunktion — kommt es zu einer unterschiedlichen
Regulation von Zytokinen (Fearon 2016). IL-10 wird unter diesen Bedingungen
haufig herunterreguliert, da seine Expression eine funktionelle mitochondriale
Atmung und ausreichende oxidative Phosphorylierung voraussetzt (Ip WKE 2017).
IL-6 hingegen kann unter Energiestress aufrechterhalten oder sogar verstarkt
exprimiert werden, da seine Transkription durch glykolytische Signalwege und

Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und HIF-1a gesteuert wird, die unter
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hypoxischen Bedingungen aktiv sind (Jeong HJ 2005). Die entzindete
Synovialmembran bei RA ist charakterisiert durch Hypoxie und gesteigerten
Energieverbrauch, was insbesondere in Makrophagen und FLS zu einer
metabolischen Umstellung auf Glykolyse und damit zu einer vermehrten IL-6-
Produktion fuhrt (Wang G 2023). Gleichzeitig wird die IL-10-Synthese gehemmt,
was zur Persistenz eines proinflammatorischen Milieus beitragt. Besonders M1-
polarisierte Makrophagen, die in RA-Entziindungsherden Uberwiegen, sind stark
auf Glykolyse angewiesen und zeigen eine reduzierte IL-10-Produktion bei
gleichzeitiger Hochregulation proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 (Cutolo M
2022, OpenAl 2025).

Darlber hinaus konnte Tykocinski et al. zeigen, dass Synovialfibroblasten Uber die
Expression von Indoleamin-2,3-Dioxygenase 1 (IDO1) gezielt Th1-Zellen
supprimieren, indem sie den extrazellularen Tryptophanspiegel senken (Tykocinski
LO 2017). Dieser Tryptophanentzug aktiviert eine integrierte zellulare
Stressantwort, unter anderem durch elF2a-Phosphorylierung und Suppression der
TCR-C-Kettenexpression, was letztlich die Proliferation und Funktion von Th1-
Zellen einschrankt. Sowohl Th1- als auch Th2-Zellen kénnen IL-10 produzieren;
bei Th1-Zellen dient dieses Zytokin insbesondere der Selbstkontrolle, um ihre
eigene entziindungsférdernde Aktivitat zu begrenzen (OpenAl 2025). Da diese IL-
10-Produktion von Th1-Zellen unter anderem in den Arbeiten von Del Prete et al.
beschrieben  wurde, ist anzunehmen, dass die IDO1-vermittelte
Tryptophandepletion indirekt deren autoregulatorische IL-10-Bildung vermindert.
(Del Prete G 1993, G. 2007, RO. 2013, Tykocinski LO 2017). Th17-Zellen hingegen
zeigen eine geringe Sensitivitat gegendber IDO1-vermittelten Effekten und sind in
der Lage, ihre IL-6-Produktion unter diesen Bedingungen aufrechtzuerhalten oder
zu steigern (Harbour SN 2020).

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Daten darauf hin, dass die
verminderte IL-10-Produktion in der RASF-Ko-Kultur multifaktoriell bedingt ist.
Neben der direkten Wirkung proinflammatorischer Zytokine und der
fibroblastenvermittelten Modulation von Immunzellfunktionen spielen auch
metabolische Bedingungen sowie regulatorische Enzyme wie IDO1 eine zentrale
Rolle (OpenAl 2025).
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4.1.2 Antikérper-Produktion

4.1.2.1 IgM und IgG

In der vorliegenden Arbeit wurde wiederholt eine verminderte IgM- und IgG-
Produktion in der Ko-Kultur von PBMCs mit RASFs beobachtet. Dieser Effekt trat
konsistent nach Stimulation mit anti-lgM, anti-CD3/CD28 sowie der Kombination
aus anti-CD3/CD28 und anti-IgM auf. Die Stimulation mit anti-IgM induzierte, in
Ubereinstimmung mit friilheren Befunden, die Aktivierung naiver B-Zellen und
deren Proliferation (Leonie Fleige 2024), wahrend anti-CD3/CD28 die Aktivierung
von T-Zellen und Uber Bystander-Effekte auch von B-Zellen vermittelte (Johnson-
Léger C 1998, Calianese D 2021).

Bereits zuvor wurde ein suppressiver Einfluss von RASFs auf B-Zellen
beschrieben. Storch et al. diskutierten dabei mehrere immunsuppressive
Mediatoren im Synovialgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis, darunter
Stickstoffmonoxid (NO), Indoleamin-2,3-dioxygenase 1 (IDO1), Prostaglandin E,
(PGE,) sowie TGF-B (Storch 2016). NO wird unter anderem durch Fibroblasten-
ahnliche Synovialzellen, Makrophagen und NK-Zellen produziert (Huang JB 2023).
Seine Synthese erfolgt Uber die induzierbare NO-Synthase (iNOS), deren
Expression durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6 Uber NF-kB
reguliert wird (Grandvuillemin | 2018, Huang 2023). NO entfaltet
immunmodulatorische Effekte unter anderem tiber den cGMP/PKG-Signalweg und
férdert die Expansion regulatorischer T-Zellen (Tregs), welche wiederum die
Aktivierung von B- und T-Zellen sowie die Zytokinproduktion inhibieren (Niedbala
W 2007, Wang P 2013).

Ein weiterer immunsuppressiver Faktor ist Prostaglandin (PG) E2, das Uber die
Prostaglandin-E-Rezeptoren EP2 und EP4 eine Erhohung des intrazellularen
cAMP-Spiegels bewirkt. Dies fuhrt zur Hemmung der Zytokinproduktion durch Th1-
und Th2-Zellen, sowie zur Beeintrachtigung der Aktivierung, Proliferation und
Differenzierung von B-Zellen (Sugimoto Y 2007, Daiji Sakata 2010, Gheorghe KR
2011, Sandra M. J. Paulissen 2013).

Interessanterweise zeigt PGE2 jedoch auch dosisabhangige, teilweise
gegensatzliche Effekte. So wurde in murinen B-Zellen nachgewiesen, dass PGE2
in Kombination mit IL-4 die Antikdrpersynthese modulieren kann, insbesondere mit
einer Férderung von IgG1- und IgE-Produktion bei gleichzeitiger Suppression von
IgM und IgG3 (Roper RL 1990, Lund J 1991). Dartber hinaus existieren Hinweise
auf cAMP-unabhangige Wirkmechanismen von PGE2, die direkt die

Differenzierung zu immunglobulinproduzierenden Plasmazellen hemmen kénnen
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(Jelinek DF 1985). Ein weiterer Mechanismus betrifft die Aktivitdt des Enzyms
IDO1, das bei RA-Patienten verstarkt exprimiert wird (Park MK 2011, Chang 2022).
IDO1 katalysiert den Tryptophanabbau im Kynurenin-Stoffwechselweg. Der
resultierende Tryptophan-Mangel hemmt die B-Zell-Proliferation, wahrend
bestimmte Kynurenin-Metabolite die Expansion von Treg-Zellen férdern (Nguyen
NT 2010, RO. 2013).

Zusammenfassend lassen sich mehrere durch RASFs vermittelte Mechanismen
identifizieren, die entweder direkt oder Uber regulatorische Zellpopulationen wie
Tregs zu einer verminderten B-Zell-Aktivitdt und Antikdrperproduktion beitragen.
Diese beinhalten die Produktion immunsuppressiver Mediatoren (NO, IDO1,
PGE,, TGF-B), die Modulation zellularer Signalwege (z. B. cAMP, NF-kB) sowie

metabolische Einschrankungen durch Tryptophanverarmung.

4.2 Vergleich zwischen CB1und CB2-Modulation

4.2.1 CB1-Modulation

4.2.1.1 IL-6-Produktion

Die Aktivierung von CBi-Rezeptoren zeigte in dieser Arbeit insgesamt keinen
signifikanten Effekt. Eine Ausnahme stellte die kombinierte Anwendung von
Rimonabant und dem CB1-Agonisten ACEA dar, unter zusatzlicher Stimulation mit
anti-CD3/CD28 oder anti-CD3/CD28/IgM. Nur unter diesen Bedingungen konnte
in der RASF-Ko-Kultur eine reproduzierbare Erhéhung der IL-6-Sekretion
beobachtet werden.

Eine verminderte Zytokinproduktion infolge der pharmakologischen Blockade von
CB1-Rezeptoren in RASFs wurde bereits in mehreren Studien dokumentiert
(Huang NL 2010). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass Rimonabant als
inverser Agonist die CBi-vermittelte, Gi/o-gekoppelte (GPCR, engl.: G-Protein-
coupled receptor) Hemmung der Adenylylzyklase aufhebt. Dies resultiert in einem
Anstieg der intrazellularen cAMP-Spiegel, einer verstarkten Aktivierung der cAMP-
abhangigen Proteinkinase A (PKA) sowie der nachfolgenden Inhibition
proinflammatorischer Signalwege, was schliellich zu einer Reduktion der IL-6-
Sekretion beitragt (Huang NL 2010, Chen W 2017).

Neben der Expression von CB1-Rezeptoren weisen RASFs auch eine hohe Dichte

an TRPV1-Rezeptoren auf, deren Aktivierung die IL-6-Produktion férdern kann
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(Engler A 2007, Terenzi R 2013). In der vorliegenden Arbeit kann die kombinierte
Anwendung des dualen CB+- und TRPV1-Agonisten ACEA mit dem inversen CB;-
Agonisten  Rimonabant zu einer funktionellen  Verschiebung des
Signalgleichgewichts zugunsten nicht-CBi-vermittelter Effekte gefihrt haben
(Christiansen IM 2022, OpenAl 2025). Im Ergebnis zeigte sich unter diesen
Bedingungen eine verstarkte IL-6-Freisetzung. Dies kénnte zumindest teilweise
auf die selektive Blockade CBs-vermittelter inhibitorischer Signalwege

zurtickzufiuhren sein.

4.2.1.2 IgM-Produktion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der supprimierende Effekt
von RASFs auf die IgM-Produktion durch die Behandlung mit Rimonabant —
sowohl als Monosubstanz als auch in Kombination mit dem CB;-Agonisten ACEA
— aufgehoben wurde (OpenAl 2025). Obwohl RASFs bekanntermallen hohe
TGF-B-Spiegel und aktive TGF-B/SMAD-Signalwege aufweisen, deuten Arbeiten
in anderen Zelltypen auf eine Suppression von TGF- durch Rimonabant hin (Luft
2013, Slavic 2013, Peng D 2022). Eine verminderte TGF-B-Produktion kann zu
einer Enthemmung des NF-kB- und SMAD-Signalwegs flihren, was die
Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen sowie die Antikérperproduktion
férdert (Arsura M 1996, Yan X 2009, Humeres C 2022). Darlber hinaus hemmt
TGF-B3 die IgM-Sekretion durch B-Zellen direkt und kann Apoptoseprozesse in
diesen Zellen induzieren (Tsuchida Y 2017). Ein Wegfall von TGF-B3 konnte
demnach zur Aufhebung dieser regulatorischen Effekte fihren.

Eine weitere Ursache konnte die Uberexpression von CBy-Rezeptoren in der
RASF-Ko-Kultur und die zusatzliche Blockierung von CBi-Rezeptoren durch
Rimonabant sein. Ihre Aktivierung fuhrt Gber die Kopplung an Gi/o-Proteine zur
Hemmung der Adenylylzyklase und damit zu einer Reduktion des intrazellularen
cAMP-Spiegels (Monsif Bouaboula 1999, Mensching 2020). Der Einfluss einer
verminderten intrazellularen cAMP-Bildung auf die TGF-B-Produktion in RASFs
wurde bislang nicht direkt untersucht. Allerdings existieren mehrere Arbeiten aus
verwandten Zellmodellen, insbesondere aus der Osteoarthritis-Forschung und
Fibroblastenmodellen, die nahelegen, dass cAMP als negativer Regulator der
TGF-p/Smad-Signaltransduktion fungiert. In humanen OA-Synoviocyten konnte
gezeigt werden, dass eine pharmakologische Erhéhung des cAMP-Spiegels —

beispielsweise durch Forskolin oder cAMP-Analoga — die TGF-B1-induzierte
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Expression fibrotischer Marker wie Collagen Typ I, a-SMA (eng.: Alpha Smooth
Muscle Actin) und TIMP-1 (engl.: Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1)
signifikant reduziert (Qadri MM 2018). Vergleichbare Ergebnisse wurden in
Arbeiten mit Phosphodiesterase-4-Inhibitoren beobachtet, die durch Hemmung
des cAMP-Abbaus eine anti-fibrotische Wirkung Uber die Suppression der
TGF-B/SMAD-Signalkaskade entfalten (Togo S 2009). Diese Daten legen nahe,
dass eine Reduktion des cAMP-Spiegels — beispielsweise infolge CB,-vermittelter
Gi/o-gekoppelter Hemmung der Adenylylzyklase — potenziell zu einer
Enthemmung der TGF-B-SignalUbertragung fihren koénnte. In Ermangelung
direkter Studien an RASFs bleibt dies jedoch bislang eine Hypothese, die weiterer
experimenteller Validierung bedarf (OpenAl 2025).

Im Gegensatz dazu koénnte eine pharmakologisch bedingte Erhéhung des cAMP-
Spiegels, wie sie beispielsweise durch den CB;-Antagonisten Rimonabant
ausgeldst wird, andere immunologische Konsequenzen haben. In B-Zellen ist ein
Anstieg von cAMP mit einer verstarkten Antikdrperproduktion assoziiert, sodass
eine solche Modulation potenziell humorale Immunantworten férdern konnte
(Gilbert KM 1985, Raker VK 2016).

4.2.2 CB>-Modulation

4.2.2.1 Zytokin-Produktion

In dieser Arbeit zeigte sich nach der Aktivierung und CB2-Modulation von PBMCs
kein signifikanter Unterschied in der Produktion der Zytokine IL-6 und IL-10.
Dennoch deuten zahlreiche Studien darauf hin, dass die Uber CB,-Rezeptoren
vermittelte Signallibertragung in Immunzellen sowie RASFs einen wesentlichen
Einfluss auf die Zytokinregulation ausiibt. Wie bereits in Abschnitt 4.2.1 dargestellt,
wurde eine verstarkte |IL-6-Produktion in Zusammenhang mit der Aktivierung von
CB,-Rezeptoren sowie deren erhdhter Expression in RASFs beschrieben (OpenAl
2025).

Im Gegensatz dazu zeigen andere Arbeiten eine suppressive Wirkung der CB,-
Stimulation auf die Zytokinproduktion in peripheren Immunzellen. So berichteten
Capozzi et al.,, sowie Simard et al.,, dass die Behandlung aktivierter humaner
PBMCs mit den CB,-Agonisten JT11 und JWH-133 zu einer signifikanten
Reduktion der IL-6- und TNF-a-Expression fihrte. Dieser Effekt wurde durch die
Inhibition des NF-kB-Signalwegs vermittelt (Capozzi A 2021, Simard M 2022).
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In der Studie von Henriquez et al. wurde gezeigt, dass die CB,-selektiven
Agonisten JWH-015 und JWH-133 die, durch CpG-ODN induzierte
Zytokinproduktion, in  humanen plasmacytoiden dendritischen Zellen
dosisabhangig hemmen. Bereits im niedrigen Mikromolarbereich fihrten beide
Substanzen zu einer signifikanten Reduktion der IFN-a- und TNF-a-Freisetzung.
JWH-133 zeigte dabei eine starkere Hemmwirkung als JWH-015 und war bereits
bei niedrigeren Konzentrationen wirksam (Henriquez JE 2019).

Die zugrundeliegenden Mechanismen beruhen auf der Aktivierung des Gi/o-
gekoppelten CB,-Rezeptors. Diese fuhrt zur Hemmung der Adenylylzyklase und
damit zur Absenkung des intrazellularen cAMP-Spiegels. In der Folge wird die
Aktivierung zentraler inflammatorischer Signalwege unterdrtickt, insbesondere die
Phosphorylierung von IRF7 (engl.: (Interferon regulatory factor), TBK1 (engl.:
TRAF-associated NF-kB activator-binding kinase 1), NF-kB (p65) sowie AKT
(Proteinkinase B).

Auch THC, ein nicht-selektiver Agonist von CB; und CB,, zeigte dosisabhangige
immunsuppressive Effekte in plasmozytoiden dendritischen Zellen. THC
unterdrickte ahnlich effektiv wie JWH-133 die Produktion von IFN-a und TNF-a
und hemmte ebenfalls die Phosphorylierung der genannten Signalproteine. Im
Gegensatz zu den selektiven CB,-Agonisten beeinflusste THC jedoch beide AKT-
Phosphorylierungsstellen gleichzeitig und zeigte ein breiteres Wirkprofil, was auf
zusatzliche Interaktionen mit CB;- oder anderen Rezeptoren (z. B. TRPA1, engl.:
transient receptor potential ankyrin 1) hindeutet und seine pleiotrope Wirkung
erklart (Henriquez JE 2019).

Einen weiteren Mechanismus zeigte die Arbeit von Correa et al. bei der nach
Stimulation mit dem CB2-Agonisten JWH-133 ERK1/2-abhangig die IL-10-
Produktion in aktivierten Makrophagen gesteigert wurde (Correa F 2005).

Flr den auch in dieser Arbeit eingesetzten CB,-Agonisten LV-62 wurde in jingeren
Arbeiten auflerdem ein dualer Wirkmechanismus beschrieben, der sowohl eine
Signalweiterleitung Uber Gi/o-gekoppelte G-Proteine als auch tber den 3-Arrestin-
vermittelten Signalweg umfasst (Gado F 2022).

Diese Befunde verdeutlichen, dass die Wirkung von CB,-Rezeptoren auf die
Zytokinproduktion stark zelltyp- und kontextabhangig ist. In der vorliegenden Arbeit
konnten, die in der Literatur beschriebenen immunmodulatorischen Effekte der
CB,-Aktivierung jedoch nicht bestatigt werden. Mdgliche Ursachen hierfir sind
Unterschiede in der Stimulationsdauer, in den verwendeten Liganden-

Konzentrationen oder in der Liganden-spezifischen Rezeptorbindung. Jeder CB,-
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Ligand besitzt ein eigenes funktionelles Wirkprofil, das nicht nur die Starke und
Dauer der Signalweiterleitung, sondern auch die Auswahl spezifischer
intrazellularer Signalwege beeinflusst (Soethoudt M 2017). Wie gezeigt wurde,
kénnen CB,-Agonisten unterschiedlich stark entweder G-Protein- oder B-Arrestin-
abhangige Pfade aktivieren, was zu divergenten zellularen Antworten flihren kann.
Da die in dieser Arbeit verwendeten Verbindungen pharmakologisch bisher nur
unzureichend charakterisiert sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
bevorzugt Signalwege aktiviert wurden, die nur in geringem Male an der

Regulation der Zytokinproduktion beteiligt sind

4.2.2.2 Antikorper-Produktion

In der vorliegenden Arbeit flhrte die Modulation von PBMCs mit CB,-
Rezeptorliganden zu keiner signifikanten Veranderung der IgM- oder IgG-
Produktion.

Mehrere Arbeiten weisen jedoch darauf hin, dass die Aktivierung von CB,-
Rezeptoren in spezifischen zelluldren Kontexten mit einer veranderten
Proliferation und Differenzierung von B- und T-Zellen assoziiert sein kann. Rayman
et al. zeigten, dass B-Lymphozyten CB,-Rezeptoren exprimieren und dass deren
Aktivierung — insbesondere in Kombination mit ko-stimulierenden Signalen wie
CD40 — die Migration von B-Zellen in Keimzentren lymphatischer Organe fordert
(Rayman N 2004). Dieser Mechanismus deutet auf eine mogliche Beteiligung des
CB,-Signalwegs an Prozessen der B-Zell-Reifung und des
Antikorperklassenswitchs hin (OpenAl 2025).

Daruber hinaus konnte Ziring et al. in einem murinen Modell nachweisen, dass das
Fehlen funktioneller CB,-Rezeptoren mit einer gestorten B- und T-Zell-Entwicklung
einhergeht (Ziring D 2006). Daran anschliel3end fiihrte die Aktivierung von CBo-
Rezeptoren bereits bei niedrigen Konzentrationen zur gesteigerten B-Zell-
Proliferation (Derocq JM 1995). Neben der rezeptorvermittelten Modulation durch
exogene Liganden ist auch bekannt, dass B- und T-Zellen selbst
Endocannabinoide synthetisieren. Diese autokrinen oder parakrinen Signale
entfalten immunmodulatorische Effekte, die unter anderem mit einer verminderten
Aktivierung proinflammatorischer T-Helferzellen vom Typ 1 und Typ 17 sowie einer

reduzierten Proliferation von B- und T-Zellen assoziiert sind (Sido JM 2016).
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4.2.2.3 IgG-Produktion

Im Gegensatz zur IgM-Analyse zeigten sich in Bezug auf die IgG-Produktion
signifikante Unterschiede zwischen der PBMC-Monokultur und der Ko-Kultur mit
RASFs. In der vorliegenden Arbeit konnte eine in der Ko-Kultur beobachtete
Reduktion der IgG-Produktion nach Stimulation mit anti-lgM sowie anti-
CD3/CD28/IgM nur unter dem Einfluss von JZL184 reproduziert werden. Ein
vergleichbarer Effekt zeigte sich ebenfalls nach Stimulation mit dem CB,-
Agonisten LV-62 in Kombination mit anti-CD3/CD28.

JZL184 ist ein selektiver Hemmer der Monoacylglycerinlipase (MAGL), dem
primaren Enzym fur den Abbau des Endocannabinoids 2-Arachidonylglycerol (2-
AG). Durch Inhibition von MAGL fuhrt JZL184 zu einem bis zu sechsfachen Anstieg
intrazellularer 2-AG-Spiegel, was zu einer verstarkten Aktivierung sowohl von CB;-
als auch CB;-Rezeptoren fihrt (Long 2009, Blankman JL 2013). Obwohl 2-AG eine
hohere Affinitat fir CB;-Rezeptoren aufweist, wirkt es auch als funktioneller
Agonist an CB,-Rezeptoren (Bow EW 2016).

Die Aktivierung dieser Rezeptoren fuhrt in Synovialfibroblasten unter anderem zur
Inhibition des NF-kB- und MAPK-Signalwegs, was mit einer verminderten IL-6-
Produktion assoziiert ist (Okazaki Y 2005, Panikashvili D 2005).

Daruber hinaus zeigten Ouyang et al., dass 2-AG unabhangig von CB;- und CB,-
Rezeptoren die Transkription nuklearer Aktivierungsfaktoren wie NF-kB hemmen
kann (Ouyang Y 1998). Dies resultiert in einer Reduktion der IL-2-Expression. Da
IL-2 Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT5 mal3geblich an der
Differenzierung und dem Uberleben von B-Zellen beteiligt ist, kdnnte ein solcher
Mechanismus zur Einschrankung der humoralen Immunantwort beitragen (Lin JX
1995, Malin S 2010).
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5. Limitationen

Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse lassen eine Generalisierung aus
den nachfolgenden Grinden nicht zu. Der Erkrankungsgipfel der RA liegt bei
Frauen typischerweise im Alter von 55-64 Jahren und bei Mannern im Alter von
65—-74 Jahren. Demgegentiber weist die in dieser Untersuchung betrachtete
Kohorte mit einem mittleren Alter von 23-35 Jahren ein deutlich niedrigeres
Lebensalter auf.

Die RA ist mit einer beschleunigten Immunoseneszenz assoziiert, die den
physiologischen Alterungsprozess des Immunsystems Ubersteigt (Bauer 2020).
Charakteristische = Mechanismen  umfassen eine  Telomerverkirzung,
epigenetische Modifikationen sowie eine chronische systemische Inflammation,
welche die proliferative Kapazitdt naiver Lymphozyten vermindern und die
Neubildung von Immunzellen aus Thymus und Knochenmark einschranken
(Andrews NP 2010). Seneszente T-Zellen, insbesondere CD28-negative
Subpopulationen, entwickeln einen sogenannten senescence-associated
secretory phenotype (SASP) und produzieren persistierend erhéhte Mengen
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-a (Sallusto F 1999, Bauer 2020).
Zudem exprimieren CD4*-T-Zellen ohne CD28-Kostimulation vermehrt RANKL,
was wiederum die Produktion von TNF-a und IL-6 férdert (Fessler J 2018, Bauer
2020).

Diese Mechanismen beeinflussen die Interleukin- und Antikérper-Produktion und
wurden in dieser Arbeit nicht erfasst. Das niedrige Alter der Kohorte schrankt die
Ubertragbarkeit ein. Die beschleunigte Immunseneszenz bei RA kdnnte jedoch

relevante immunologische Veranderungen schon in jungen Jahren erklaren.

Ein weiterer Grund ist der vorzeitige Abbau des CB;-Agonisten ACEA durch die
Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH), ein Mechanismus, der in mehreren Arbeiten
diskutiert wurde. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu dem Endocannabinoid
Anandamid (AEA) erscheint eine enzymatische Hydrolyse durch FAAH plausibel
(Hillard CJ 1999, Luszczki JJ 2017). Aus diesem Grund ware ein Hemmer des
FAAH, wie Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) eine Mdglichkeit den vorzeitigen
Abbau von ACEA zu vermeiden (Compton DR 1997). Auch kénnte der Einsatz
eines stabilen synthetischen CB1-Agonisten, wie JWH-018, das sich dem Abbau

von FAAH entzieht, sinnvoll sein.
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Der in dieser Arbeit dargestellte potenzielle Einfluss einer variablen
Rezeptorexpression auf RASFs und PBMCs deutet darauf hin, dass eine
quantitative Bestimmung der TRPV1-, CB+- und CB.-Rezeptorexpression auf
PBMCs von wissenschaftlichem Interesse sein kdnnte (OpenAl 2025). Eine solche
Analyse kénnte Informationen Uber die rezeptorspezifische Immunmodulation und

mdgliche pathophysiologische Zusammenhange im Rahmen der RA liefern.
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