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Zusammenfassung

Neben der Arthrose, der umgangssprachlich als ,,Gelenksverschleif}* bekannten Erkrankung,
ist die rheumatoide Arthritis die bekannteste Form entziindlicher rheumatischer Erkrankungen
in unserer Gesellschaft.

Die Leitsymptome der rheumatoiden Arthritis sind Schmerzen und Schwellung, welche fiir die
Patienten einen groBen Leidensdruck mit sich ziehen. Seit 2017 konnen Cannabis-
Zubereitungen zur Schmerzreduktion sowie zur Verbesserung der Lebensqualitidt von Patienten
mit RA verschrieben werden, seit der Legalisierung von Cannabis Anfang April 2024 auch
ohne Rezept nach dem Betidubungsmittelgesetz. Nachdem diverse Studien bereits verschiedene
Aspekte der Wirkung von Cannabinoiden auf Zellen von Patienten mit Rheumatoider Arthritis
untersucht haben, liegt der Fokus dieser Arbeit nun auf der Wirkung von THC auf synoviale
Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis, im speziellen darauf, ob sich die
entziindliche Aktivitit und die Wirkstoffaufnahme dieser Stromazellen unter dem Einfluss von

THC verandert.

Summary

Apart from arthrosis, also called osteoarthritis, rheumatoid Arthritis is one of the most well
known rheumatic diseases in society known for it’s tendency to severely deform the hands of
affected people. Though these deformities have become a sight of the past, the main symptom
of the disease, pain, still torments the affected. Through a change in the laws regarding the use
of Cannabis sativa as a medicinal plant in 2017, doctors in Germany are now able to prescribe
formulations with cannabinoids as their main acting agents. Receiving a prescription has
become even easier since Cannabis has been legalised in April 2024.

While previous studies have looked into a broad spectrum of the effects of cannabinoids on the
cells of patients with rheumatoid arthritis, this thesis focuses on how THC affects synovial
fibroblasts of patients with rheumatoid arthritis, especially how the inflammatory activity and

the absorption of medications is affected by the therapeutic usage of THC.
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Einfluss von THC auf den Kalziumhaushalt und die Zytokinproduktion von synovialen
Fibroblasten von RA-Patienten

1 Einleitung
1.1 Definition der RA (RA)

Die rheumatoide Arthritis, auch chronische Polyarthritis genannt, ist eine chronische,
autoimmun-entziindliche, progrediente Erkrankung des Gelenkgewebes, die neben den
synovialen Gelenken auch andere Strukturen wie Augen, Sehnen, Schleimbeutel sowie innere
Organe wie Herz und Lunge befallen kann und unbehandelt zur Zerstdrung von Gelenken und
Schadigung anderer betroffener Organe fiihrt. (Hettenkofer, 2003; “Rheumatoid arthritis,” n.d.)
Zu den am haufigsten betroffenen Gelenken zdhlen die Gelenke der Hand und des Handgelenks,
der FiiBe, der Sprunggelenke, der Knie, der Ellbogen und der Schultern. (“Rheumatoid
arthritis,” n.d.)

1.2 Epidemiologie und Mortalitit der RA.

Die RA gehort, einer Studie aus dem Vereinigten Konigreich nach, welche sich annidhernd auf
europdische Staaten iibertragen ldsst, neben der Hashimoto Thyreoiditis, Psoriasis und
Polymyalgia rheumatica zu den hdufigsten Autoimmunerkrankungen und ist die hdufigste
entzlindliche Gelenkerkrankung. (Conrad et al., 2023; Hettenkofer, 2003; Rodriguez Mesa et
al., 2021) In Mitteleuropa wird die Morbiditétsrate der RA auf etwa 1% geschitzt. (Hettenkofer,
2003)

Wihrend die RA in jedem Lebensabschnitt auftreten kann, steigt die Wahrscheinlichkeit mit
steigendem Lebensalter an. (Conrad et al., 2023) Jedoch existiert auch eine juvenile Form der
RA und Kinder und Jugendliche bis zum 16. Lebensjahr machen etwa 4-7% der Erkrankten
aus. Des Weiteren liegt die Geschlechterverteilung etwa bei 2:1 zugunsten genetisch weiblicher

Personen. (Conrad et al., 2023; Hettenkofer, 2003; “Rheumatoid arthritis,” n.d.)
1.3 Atiologie und Pathogenese der RA

Die Entstehung der RA wird durch verschiedene Faktoren wie Genetik und Epigenetik,
immunologische Faktoren wie Autoantikdrper, Immunstatus, exogene Umwelteinfliisse und
intrinsische Einfliisse des Mikrobioms beeinflusst. Die genaue Ursache der Erkrankung ist bis
heute nicht geklart. (Scherer et al., 2020)

Ein wichtiger genetischer Marker ist das Humane Leukozyten-Antigen DR4 (HLA-DR4),
wobei das HLA-DRB4 Gen die Beta-Untereinheit des MHC-Klasse-2-Molekiils kodiert. Die

1



Einfluss von THC auf den Kalziumhaushalt und die Zytokinproduktion von synovialen
Fibroblasten von RA-Patienten

Expression des Genlocus HLA-DR4 sowie HLA-DRB1 gehen mit einer verstirken
Préasentation autoimmunologisch aktiver Peptide einher, was zu einem erhdhten Risiko der
Entwicklung einer RA, eines SLE oder eines Diabetes mellitus Typ I fiihrt. (Hettenkofer, 2003,
p. 52; Lin et al., 2020) Bei der RA wurde eine Zunahme von T-Helferzellen bei gleichzeitiger
Dysfunktion und pathologischer Differenzierung von regulatorischen T Zellen (Treg) sowie
eine Einwanderung von CD-4-positiven T-Zellen in betroffene Gelenke bereits in der
Frithphase der Erkrankung beobachtet. (Hettenkofer, 2003; Lin et al., 2020; Scherer et al., 2020)
Dies fiihrt zu einer gesteigerten Aktivierung von B-Zellen und infolge dessen zu einer
verstirkten Bildung von Autoantikérpern wie dem Rheumafaktor (RF). (Hettenkofer, 2003, p.
61) Der aktuellen Hypothese nach kommt es nach Auftreten eines Events wie einer viralen
Infektion oder einer Verletzung zur Aktivierung autoreaktiver Lymphozyten und zur
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen. (Lin et al., 2020) Dies fiihrt zu einer
Infiltration der Synovialis durch Monozyten sowie zur Proliferation von synovialen
Fibroblasten, was zu einer Verdickung der Synovialis fiihrt. (Hettenkofer, 2003; Scherer et al.,
2020)

Die Mortalitit der RA kann auf Manifestationen an den inneren Organen, Vaskulitiden sowie
Komorbiditdten und Therapiefolgen wie Immunsuppression mit daraus folgenden Pneumonien
zuriickgefiihrt werden.(Black et al., 2023, p. 5) Die Erkrankung fiihrt zu einem erhohten
Mortalitétsrisiko von etwa 1,49 iiber einen Zeitraum von 20 Jahren bezogen auf Lander mit
hoher Lebensqualitdt und staatlich geforderter Gesundheitsversorgung. (Black et al., 2023;
Hettenkofer, 2003) Wihrend in den letzten Jahrzehnten kardiovaskuldre Komorbidititen den
Hauptfaktor der erhdhten Mortalitét darstellten, wurden diese in den letzten Jahren durch

respiratorische Erkrankungen iiberholt. (Black et al., 2023)

Die Pathogenese der RA ist untrennbar mit der Ausschiittung von Zytokinen, wie Interleukinen,

und Enzymen wie Matrix-Metalloproteinasen verkniipft:

Bei entsprechender genetischer Pradisposition kommt es nach einem auslosenden Event zu
einer Aktivierung der autoreaktiven T-Zellen durch Antigen-prisentierende Zellen (APCs) und
einer Infiltration eines oder mehrerer Gelenke. Dort schiitten die Lymphozyten, insbesondere
Th1 und Th17, Zytokine wie IL-1p, IL-6 und IL-23 aus. Des Weiteren kommt es durch weitere
Zelltypen, wie dendritische Zellen, zur Ausschiittung von TNFa, INF-a, INF-f und IL-18. (Lin
et al., 2020)

Das wichtigste Zytokin in der Pathogenese der RA ist der Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNFa). (Jang et al., 2021) Dieses Zytokin wurde erstmals 1975 als Faktor identifiziert, welcher
2
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eine hdamorrhagische Nekrose in transplantierten Sarkomen auslosen kann. (Bradley, 2008;
Carswell et al., 1975) Die Ausschiittung erfolgt durch T-Lymphozyten und Makrophagen (Jang
etal., 2021), die bei einer Synovitis im Rahmen einer RA in das betroffene Gelenk einwandern.
Studien konnten bestitigen, dass nur TNFa, nicht aber TNFP eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der RA spielt (Lopatnikova et al., 2013; Robak et al., 1998), sodass Infliximab,
ein Anti-TNF-Antikorper als erstes Biologikum gegen RA eingesetzt wurde. (Blumenauer et
al., 2002)

TNFa bindet den TNF-Rezeptor 1 und den TNF-Rezeptor 2. (Bradley, 2008) In den betroffenen
Gelenken fiihrt die Prasenz von TNFa zu einer Aktivierung von Synoviozyten, die daraufhin
weitere Zytokine produzieren und freisetzen, sowie zu einer Chemotaxis weiterer Zellen des

Immunsystems, wodurch die Entziindungsreaktion am Laufen gehalten wird. (Jang et al., 2021)

Zu den durch TNFa induzierten Zytokinen gehdren unter anderem IL-1, IL-6, IL-8, IL-17 und
MMP-3.

Das bekannteste Zytokin in der Interleukin-1 Familie ist das Zytokin IL-1B. (Yazdi and
Ghoreschi, 2016) IL-1p und IL-1a (im Folgenden zusammen als IL-1 bezeichnet) gehdren zu
den proinflammatorischen Zytokinen dieser Familie, wihrend IL-1Ra als Antagonist am IL-1
Rezeptor wirkt. (Yazdi and Ghoreschi, 2016) IL-1 zeigt sowohl lokale als auch systemische
Effekte. Systemisch kommt es zu einer Verdnderung der Himatopoese und des Metabolismus,
wihrend lokal die Chemotaxis von Monozyten, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten,
die Steigerung der Fibroblastenproliferation sowie die Differenzierung von Thl7 im
Vordergrund stehen. (Gabay and Arend, 1998; Yazdi and Ghoreschi, 2016) Bereits 1998 wurde
daher die Inhibition von IL-1 als potentieller Therapieansatz fiir RA diskutiert, was spéter im
Rahmen der kombinierten Behandlung von RA und Komorbidititen wie Diabetes mellitus Typ

2 (DM2) wieder aufgegriffen wurde. (Gabay and Arend, 1998; Ruscitti et al., 2018)

Innerhalb der Interleukin-17 (IL-17)-Familie ist [L-17A das am besten untersuchte Interleukin
dieser Familie. (McGeachy et al., 2019) IL-17 wird unter anderem von bestimmten CD4+ T-
Helferzellen produziert, die entsprechend als T-Helferzellen 17 (Th17) bezeichnet werden
(Amatya et al., 2017) und eine wichtige Rolle in der Pathogenese der RA spielen. IL-17 spielt
eine Rolle bei der akuten Entziindungsreaktion, indem es die Produktion von Chemokinen, IL-
6, G-CSF und verschiedenen antimikrobiellen Peptiden induziert um u.a. neutrophile
Granulozyten in das Entzlindungsgebiet zu locken. (McGeachy et al., 2019) Dariiber hinaus
stimuliert IL-17 auch die Bildung von Osteoklasten, was zur Destruktion von Gelenken beitrigt.

(Huangfu et al., 2023) Physiologisch liegt die Hauptrelevanz von IL-17 in der mikrobiellen
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Abwehr von Pilzinfektionen oder bakteriellen Infektionen wie Candida albicans spp. bzw.
Klebsielle spp. (McGeachy et al., 2019) Wihrend IL-17 als potentieller Angriffspunkt in der
Therapie der RA getestet wurde, erwiesen sich die Versuche in dieser Richtung als nicht

erfolgreich. (Huangfu et al., 2023)

Durch aktivierte B und-T-Zellen, myeloide Zellen, und vor allem aktivierte Fibroblasten
werden weitere proinflammatorische Zytokine ausgeschiittet, darunter IL8 und, vor allem durch
Fibroblasten, IL-6. Als proinflammatorisches Zytokin fiihrt 11-6 zum Wachstum sowie zur
Differenzierung von B- und T-Zellen und zur Inhibierung der Differenzierung von Tregs.
(Tanaka et al., 2014) Des Weiteren wird durch die Ausschiittung von IL-6 die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen angeregt. (Brocker et al., 2019, p. 314; Murphy and Weaver, 2018, pp.
117, 132, 1072) Zu diesen Akute-Phase Proteinen gehdrt in der Enzymfamilie der Matrix-
Metallo-Proteinasen auch MMP-3. Matrix-Metallo-Proteinasen werden unter anderem von
Neutrophilen Granulozyten zur Durchwanderung der Basalmembran sowie der extrazelluldren
Matrix gebildet, jedoch bilden auch Fibroblasten nach entsprechender Stimulation durch TNFa
Matrix-Metallo-Proteinasen, zum Beispiel MMP-3. (Konishi et al., 2022) Thre Relevanz in der
RA findet sich in der Zerstorung der extrazelluldren Matrix wie des Gelenkknorpels. (Murphy
and Weaver, 2018, pp. 143, 868) Des Weiteren wird durch Fibroblasten wihrend einer
Entziindungsreaktion RANK-L ausgeschiittet, was zur Aktivierung von Osteoklasten, Abbau
von Knochengewebe und schlussendlich zur Zerstérung des Gelenks fiihrt. (Murphy and
Weaver, 2018, p. 868)

Ein weiteres bedeutendes Chemokin ist IL-8, welches die Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten, basophilen Granulozyten, sowie von T-Zellen in das Gewebe vermittelt.

(Brocker et al., 2019, p. 314; Murphy and Weaver, 2018, pp. 143, 868)

Neben den oben genannten Zytokinen spielen auch Interferone eine Rolle in der Pathogenese
der RA, allen voran INF-y. Dieses Zytokin wird unter anderem von Th1-Zellen produziert (Lee
et al.,, 2022) und aktiviert die Proliferation von Makrophagen. (Casanova et al., 2024) Im
Anfangsstadium der RA sind diverse Gene, die im INF-y-Signalweg relevant sind,
hochreguliert. (Lee et al., 2022) Die Analyse von IFN-Gen-Signaturen kann das Ansprechen
auf eine Anti-TNF-Therapie vorhersagen, insbesondere bei Patienten asiatischer Abstammung.
(Iwasaki et al., 2022) Dariiber hinaus korrelieren die Serumspiegel von INF-y und IL-17 in
Studien mit dem Therapieansprechen. (Lee et al., 2022) Januskinase-Inhibitoren koénnen als

Inhibitoren des INF-Signalweges eingesetzt werden (Iwasaki et al., 2022) und sind bereits als
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second-line Therapeutika in den Leitlinien zur Behandlung der RA im FEinsatz. (Radu and

Bungau, 2021)
1.4 Klinik der RA

Die Erkrankung manifestiert sich in der Regel zwischen dem 25. und 50. Lebensjahr zuerst mit
einem unspezifischen Prodromalstadium, welches durch Allgemeinsymptome wie Miidigkeit,
Schwiche, fluktuierende Muskel- und Gelenksschmerzen und Nachtschweill imponiert.
Darauffolgend beginnt nach einigen Tagen bis Monaten das erste Stadium mit konstanten,
symmetrischen Synovitiden, iiblicherweise der Fingergrund- und -Mittelgelenke, sowie
Morgensteifigkeit fiir mindestens 30 Minuten, welche unbehandelt den gesamten weiteren
Krankheitsverlauf begleitet. Auch ein Befall des Kiefergelenks ist nicht ungewohnlich.
(Hettenkofer, 2003) Im zweiten Stadium treten vermehrt Muskelatrophien der kleinen
Handmuskulatur auf. AuBlerdem kommt es vermehrt zu Bursitiden und Tenosynovitiden,
welche jedoch auch die Erstmanifestation einer RA sein und als gefiirchtete Folge zu
Sehnenrupturen fithren konnen. (Hettenkofer, 2003)

Bei weiterer Progredienz manifestieren sich im Stadium 3 Gelenksdeformitaten, welche ihre
Ursache einerseits in der Destruktion von Gelenken, andererseits in der weiteren Atrophie der
Muskulatur haben. Zu den klassischen Deformierungen zidhlen die Schwanenhalsdeformitit,
das Caput-ulnae-Syndrom, die Knopflochdeformitit und die 90°/90°-Deformierung des
Daumens. Diese verstimmelnde Zerstorung von Gelenken tritt vor allem an den
Grundgelenken von Fingern und Zehen auf. Neben diesen kdnnen auch groBere Gelenke, wie
Knie- und Schultergelenk, sowie die Wirbelséule betroffen sein. Wahrend vor allem die Knie
dhnlich den kleinen Gelenken von Deformitdten und Achsenfehlstellungen betroffen sind,
manifestiert sich die RA an der Wirbelsdule bevorzugt durch eine friih auftretende Osteoporose
sowie Destruktionen am Bandapparat der Wirbelsdule, was in einigen Féllen zu einer Luxation
des Dens Axis mit akuten neurologischen Symptomen aufgrund einer Kompression des
Riickenmarks fithren kann. Nach vollstidndiger Destruktion des Gelenksknorpels an synovialen
Gelenken kommt es schliefSlich im 4. Stadium zur knochernen oder fibrosen Ankylose einzelner
Gelenke, woraufhin eine irreversible Immobilitdt bis hin zur Invaliditét auftritt. (Hettenkofer,

2003)

Neben dem Gelenksapparat konnen bereits im Prodromalstadium auch weitere Organsysteme
betroffen sein. Die am hdufigsten auftretenden Verdnderungen betreffen das Blutbild,
iiblicherweise mit einer normo- bis hypochromen Andmie sowie im akuten Schub mit einer

Leukozytose. Auch eine Thrombozytose tritt im akuten Schub gehiuft auf, wihrend sowohl
5
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eine Thrombopenie als auch eine Leukopenie ungewohnlich sind und weiter abgeklirt werden
sollten, sofern sie nicht durch die medikamentdse Therapie oder weitere bereits bekannte
Erkrankungen erklirt werden konnen. Ebenso ist gehduft das lymphatische System betroffen,

mit Lymphadenopathien oder Splenomegalie. (Hettenkofer, 2003)

Der Verlauf der RA ist interindividuell sehr unterschiedlich und geht von selbstlimitierenden
Féllen bei bis zu 10% der PatientInnen iiber milde Verldufe mit Teil- und Vollremissionen in
etwa 15-30% der Patienten oder langsam progredientem Verlauf in 75% der Félle bis hin zu

rasch progressiven Verldufen bei etwa 25% der PatientInnen.
1.5 Synoviale Fibroblasten in der RA

Fibroblasten finden sich im gesamten menschlichen K&rper und bilden iiber die Produktion der
extrazelluliren Matrix Faserziige, welche Organstrukturen abgrenzen. Des Weiteren verdndert
sich die Funktion von Fibroblasten bei Entziindungsreizen wie Verletzungen. Es kommt zu
einer Akkumulation von Fibroblasten und zur Fibrogenese, Immunmodulation und
Angiogenese, was im physiologischen Zustand zur Heilung beitrdgt. (LeBleu and Neilson,
2019)

Wihrend der Consensus lange darin bestand, dass Fibroblasten eine homogene Gruppe
darstellen, konnte dies in den letzten Jahren widerlegt werden. Neben unterschiedlichen
Gruppen von Fibroblasten gibt es aulerdem so genannte ,,fibroblast-like cells, welche sich wie
Fibroblasten verhalten, jedoch einen anderen Entwicklungsweg aufweisen. Zu dieser
Subpopulation gehoren auch Synoviale Fibroblasten, welche im englischen Sprachraum als

,fibroblast-like synoviocytes* bezeichnet werden.

Synoviale Fibroblasten, welche einen groen Prozentsatz des Stromas im Gelenk ausmachen,
bekleiden eine wichtige Rolle im Erhalt der Entziindung, da sie den anti-apoptotischen B-Zell
aktivierenden Faktor (BAFF) sowie Entziindungsmediatoren wie IL-6 und IL-8 ausschiitten
und iiber Oberflachenrezeptoren T-Zellen aktivieren konnen. (Lowin et al., 2020a; Tsaltskan
and Firestein, 2022)

In aktuellen Studien konnten vor allem zwei Subsets von Fibroblasten identifiziert werden,
welche Relevanz in der Pathogenese der RA zeigten: FAPa"™ THY1" und FAPa™ THY 1
Fibroblasten. THY1 bezeichnet  ein Glycophosphatidylinositol-gebundenes
Oberflichenprotein {iber welches sich Fibroblasten in funktionell unterschiedliche
Populationen aufteilen lassen (Koumas et al., 2001), FAPa steht fiir ,,fibroblast activation

protein a*. (Croft et al., 2019)
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FAPa" THY 1" Fibroblasten finden sich in den tieferen Schichten der Synovia und fithren, wenn
aktiviert, typischerweise zu einer verstirkten und anhaltenden Entziindungsreaktion ohne
signifikante destruktive Effekte. FAPa® THY1  Fibroblasten hingegen kommen in der
Deckzellschicht am Ubergang von Synovia und Knorpel vor und prisentieren einen
gegenteiligen Effekt mit ausgepréagter Destruktion von Knorpel- und Knochengeweben ohne
signifikanter Entziindung. (Croft et al., 2019)

1.6 Phytocannabinoide

THC ist das wohl bekannteste unter den {iber 100 natiirlich in Cannabis sativa vorkommenden
Cannabinoiden und gehort auch zu den am besten untersuchten. Hauptséchlich bindet THC an
die Cannabinoidrezeptoren, CB; und CB;, jedoch nur als partieller Agonist.
AuBlerdem konnen auch bestimmte TRP-Kanile, wie TRPA1, durch THC aktiviert werden.
(Lowin et al., 2020b). TRP-Kanéle sind insbesondere in der Nozizeption und der Wahrnehmung
externer Stimuli involviert, (Levine and Alessandri-Haber, 2007; Muller et al., 2019; Nilius and
Flockerzi, 2014) jedoch konnten aktuelle Studien die Relevanz von TRP-Kanidlen im
Immunsystem unterstreichen. Beinahe alle Arten von Zellen des Immunsystems prigen
Untergruppen dieser Kandle auf der Zellmembran aus. (Yan et al., 2024) Sowohl Stimuli wie
Temperaturverdnderungen oder bestimmte Substanzen, die je nach Kanal variieren, konnen
diese direkt aktivieren, des Weiteren gibt es jedoch auch indirekte Pfade der Stimulation: Uber
Aktivierung von G-Protein- oder Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren an der Zellmembran
durch unterschiedliche Mediatoren kommt es zur Aktivierung der Phospholipase C und/oder
der Phospholipase A2 und dadurch zur Freisetzung diverser Metabolite der Arachidonsdure,
von denen einige, wie 12-(S)-HPETE, als Agonisten an zB TRPV1 wirken. Des weiteren
konnen Proteasen, welche beispielsweise nach Zerstorung von Nervenzellen oder bei
Entziindungen frei werden, verschiedene TRP-Kanile aktivieren. (Levine and Alessandri-
Haber, 2007) Nach Aktivierung der TRP-Kanéle kommt es zu einem lokalisierten Einstrom von
Kationen wie Kalzium, was zur Generation diverser Impulse, welche je nach Zellart sowie

Lokalisation des Kanals variieren, fiihrt. (Ong et al., 2014)

Ein weiteres Cannabinoid, welches an TRP- und in geringerem Maf3e auch an CB-Rezeptoren
bindet, ist CBD. Wihrend TRPA1, TRPV1 und TRPV2 durch CBD aktiviert und daraufthin
desensibilisiert werden, hemmt diese Cannabinoid den TRPMS8-Kanal. Dies fiihrt zu einer

Inhibierung der Weiterleitung von entziindungsbedingten und chronischen Schmerzreizen in
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der Peripherie und auf spinalem Level. (De Petrocellis et al., 2011, p. 2)

Auch auf den Kalzium-Haushalt der Zelle kann CBD Einfluss nehmen: Durch direkte
Interaktion mit Zielstrukturen innerhalb der Zelle wurde eine Verinderung der Ca®'-
Homoostase nach Zugabe von CBD beobachtet. (De Petrocellis et al., 2011) In élteren Studien
wurde gezeigt, dass CBD unerwiinschte Arzneimittelwirkungen von THC wie Sedierung und
psychotrope Effekte reduziert (Russo and Guy, 2006), neuere Studien konnten diesen
Zusammenhang jedoch nicht bestitigen. Weder die kognitiven Einschrinkungen oder
psychotischen Symptome, noch die als positiv wahrgenommenen Wirkungen von THC wurden
durch die in handelsiiblichem oder medizinischem Cannabis vorhandenen Konzentrationen von
CBD beeinflusst. (Arkell et al., 2019; Englund et al., 2023; Haney et al., 2016)

Eine Beobachtung, welche in diversen Studien gemacht werden konnte, ist, dass Cannabinoide
und weitere, teilweise unbekannte Substanzen in biologischen Extrakten aus Cannabis sativa
Stimmen synergistische Effekte haben und ein besseres Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil

aufweisen als reine Cannabinoid-Priaparationen. (De Petrocellis et al., 2011; Russo and Guy,

2006)

1.7 ExKkurs in das Endocannabinoidsystem

Wihrend sich diese Arbeit vor allem mit exogenen Cannabinoiden und deren Wirkung auf den
Korper beschiftigt, basieren diese Wirkungen doch auf einem bereits existierenden System,
dem Endocannabinoidsystem. Als neuromodulatorisches System finden sich Anteile des
Endocannabinoidsystems sowohl im Gehirn als auch in der Peripherie.(Rezende et al., 2023)
Es besteht aus endogenen Liganden (den Endocannabinoiden), Enzymen zur Produktion
derselben sowie ihrer Inaktivierung, sowie diverser Rezeptoren und Kanile zur Weiterleitung
der Signale. (Micale and Drago, 2018)

Neben neuronalen Effekten wurde in diversen Studien eine relevante Rolle des
Endocannabinoidsystems in der Regulation des Immunsystems nachgewiesen. (Rodriguez

Mesa et al., 2021)

Neben den bereits besprochenen Rezeptoren des Endocannabinoidsystems existieren
notwendigerweise auch diverse Liganden. Die wichtigsten Liganden sind Anandamid (AEA,
N-arachidonyl-ethanolamin) und 2-AG (2-Arachidonylglycerol). (Micale and Drago, 2018)
Weitere Liganden, auf die hier kein Fokus gelegt werden soll, sind beispielsweise 2-AG-Ether,
O-Arachidonoyl-Ethanolamin und N-Arachidonoyl-Dopamin. (PACHER et al., 2006)
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Anandamid gehort zu den N-Acetylethanolaminen, der Ausgangsstoff in der Synthese ist N-
Acyl-Phosphatidylethanolamin (NAPE) (Tsuboi et al., 2013) und wird im ZNS vor allem durch
die Fettsdure-Amid-Hydrolase (FAAH) abgebaut. (Rezende et al., 2023) Fiir 2-AG existieren
bisher vor allem 3 bekannte Synthesepfade. (Murataeva et al., 2014) Das wichtigste Enzym der
Synthese ist die Diacylglycerol Lipase (DAGL). (Lu and Mackie, 2016) Der Abbau von 2-AG
geschieht hauptsdchlich durch die Monoacylglycerol Lipase (MAGL) und die Alpha-Beta-
Hydrolasen der Doménen 6 und 12 (ABH6 und 12). (Lu and Mackie, 2016; Micale and Drago,
2018) Nach Hydrolyse durch MAGL oder eine ABH wird Arachidonsdure und Glycerol
freigesetzt, was 2-AG zur wichtigsten Ressource fiir den zelluldren Pool der Arachidonséure
macht. (Lu and Mackie, 2016; Rezende et al., 2023) Intrazelluldr binden 2-AG und AEA an
Fettsdure-Bindungsproteine (engl.: fatty acid-binding proteins, FABPs), um ihren jeweiligen
Abbaumechanismen, vor allem FAAH, zugefiihrt zu werden. THC und CBD konnen ebenfalls,
mit groflerer Affinitét, an FABPs binden und verdringen Endocannabinoide aus der Bindung,
was zu hoheren Konzentrationen an Endocannabinoiden und einem reduzierten

Endocannabinoid-Metabolismus fiihrt. (Elmes et al., 2015)

Im Vergleich zu den beschriebenen Endocannabinoiden zeigt THC diverse Unterschiede:
Wiéhrend THC am affinsten mit CB; und CB: interagiert, (Rezende et al., 2023) ist die
Wirkstirke von 2-AG an diesen Rezeptoren groBer. TRP-Kanidle werden nur von hohen
Konzentrationen von Anandamid und 2-AG aktiviert. (Lu and Mackie, 2016; McPartland et al.,
2017; Pertwee, 2007)

THC hat ein groBes Verteilungsvolumen und ist lipophil, weshalb sich der Wirkstoff bei
rezidivierender Exposition im Fettgewebe anreichern und bei Abbau oder Umverteilung des
Fettgewebes wieder in den Blutstrom gelangen und nachgewiesen werden kann. (Lucas et al.,
2018) Des Weiteren fiihrt diese Eigenschaft dazu, dass THC die Plazentaschranke iiberwinden
kann und nach Konsum in der Muttermilch nachweisbar ist. (Lucas et al., 2018; M. Perez-Reyes
and M. E. Wall, 1982) Der Abbau von THC findet hauptsichlich in der Leber iiber Cytochrom
P450 Isozyme wie beispielsweise CYP 3A4 statt. Als Zwischenprodukt entstehen 11-Hydroxy-
THC und 11-Carboxy-THC, welche nach Glucuronidierung tiber Stuhl und Harn ausgeschieden
werden. (Eichler et al., 2012; Gaston and Friedman, 2017; Lucas et al., 2018; Schwope et al.,
2011) Einzelne Metabolite, wie 11-Hydroxy-THC, zeigten in Studien eine psychoaktive
Wirkung. (Lemberger et al., 1972; Lucas et al., 2018) Oral wird THC nur schlecht
aufgenommen und durch den first-pass-Effekt wird die Plasmakonzentration erneut deutlich
gesenkt, wodurch die Bioverfiigbarkeit von oralem THC bei etwa 6 + 3% liegt. (Grotenhermen,

2003) Wihrend im Rahmen des First-Pass-Effekts ein Teil des THCs in ebenfalls psychoaktives
9
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11-OH-THC umgewandelt wird, welches affin an CB; bindet und stirker wirksam als THC ist,
ist aufgrund der schlechten Bioverfiigbarkeit oral aufgenommenen THCs die Wirkung dennoch

geringer als nach Inhalation derselben Menge THC. (Chayasirisobhon, 2020)
1.8 Relevante Rezeptoren im THC-Stoffwechsel des Menschen

THC bindet sowohl an klassische G-Protein gekoppelte Rezeptoren wie CB; und CB;als auch
an lonenkanéle aus der TRPA-, TRPV und TRPM-Familie und andere Rezeptoren wie GPR18.
(Console-Bram et al., 2014; Lu and Mackie, 2016, p. 2; Muller et al., 2019) In verschiedenen
Studien konnte nachgewiesen werden, dass synoviale Fibroblasten sowohl iiber Cannabinoid-
Rezeptoren (Richardson et al., 2008) als auch verschiedene TRP-Kanéle (Kochukov et al.,
2006), verfiigen.

1.8.1 Cannabinoid-Rezeptoren

Cannabinoid-Rezeptoren (CB), sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, welche iiber die
Reduktion von cAMP und Aktivierung von MAP-Kinasen ihr Signal erzeugen. (Al-Zoubi et
al., 2019; Atwood and Mackie, 2010) Es gibt zwei bekannte Endocannabinoid-Rezeptoren, CB;
und CB», mit unterschiedlichen Verteilungsmustern innerhalb des menschlichen Korpers.

(Galiegue et al., 1995; Howlett and Abood, 2017; Stella, 2010; Tsou et al., 1998)

CB; ist der hdufigste G-Protein-gekoppelte Rezeptor im menschlichen Gehirn, wird aber auch
in Zellen des Immunsystems exprimiert. (Galiégue et al., 1995; Lu and Mackie, 2016) An
Neuronen reduziert die Aktivierung von CB; die Empfindung von Schmerz durch Hemmung
der neuronalen Aktivierung und fiihrt zu Euphorie und Lethargie, widhrend in der Peripherie ein
proinflammatorischer Effekt erzielt wird. Somit kann potenziell durch eine periphere CB;-
Antagonisierung ein antiinflammatorischer Effekt erzielt werden. (Lowin et al., 2019; Nowell

et al., 2022; Palazzo et al., 2012)

CB: hingegen findet sich vor allem in der Peripherie und ist der vorherrschende CB-Rezeptor
im Immunsystem. Dort reduziert CB> die Zytokin-Produktion und Immunzellmigration und
vermittelt so antiinflammatorische Effekte. (Galiegue et al., 1995; Lowin et al., 2019; Lu and

Mackie, 2016; Richardson et al., 2008; Schurman et al., 2020)

10
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1.8.2 Transient-Receptor-Potential-Kaniile

Die Transient-Receptor-Potential-Kanile (TRP-Kanéle) fungieren im Korper als Rezeptoren
fiir sensorische Stimuli, wie Temperaturwahrnehmung, Schmerz und Juckreiz, aber auch zur
Detektion von pathologischen Prozessen, beispielsweise im Rahmen einiger
Krebserkrankungen, durch den Einstrom von Kationen nach Aktivierung, wie Natrium und
Kalzium. (Kochukov et al., 2006; Muller et al., 2019) In einer Studie von Mikhail et al. in 2005
konnte eine Abhéngigkeit des freien zytosolischen Kalziumspiegels von der Aktivierung von
TRPV1, TRPV4 und TRPA1 im entziindlichen Milieu nachgewiesen werden. (Kochukov et al.,
2006) Die Funktion von TRP-Kanélen als Sensoren flir Schmerz ist im Kontext der RA
besonders relevant: Durch Entziindung kommt es zu einer Hyperésthesie auf verschiedene
Stimuli, weshalb TRP-Kanile einen interessanten Therapieansatz bei Schmerzsyndromen

darstellen. (Levine and Alessandri-Haber, 2007)

Bisher wurden 6 unterschiedliche Ionotrope TRP-Kandle identifiziert, auf welche
Cannabinoide aktivierend wirken, darunter vier Kanile aus der Vanilloid-Unterfamilie,
TRPV1, TRPV2, TRPV3 und TRPV4, ein Kanal der Ankyrin-Familie, der Wasabi-Rezeptor
TRPA1, sowie ein Kanal der Melastatin-Unterfamilie, TRPMS.

A°-Tetrahydrocannabinol (THC), auf welchem der Fokus dieser Arbeit liegt, bindet mit groBter
Affinitdit an TRPV2, sowie etwas weniger affin an TRPA 1 sowie TRPMS, jedoch der bisherigen
Studienlage nach nicht an den Capsaicin-Rezeptor TRPV1, welcher eher durch Cannabidiol
(CBD) aktiviert wird. (Muller et al., 2019) Des Weiteren werden TRPV3 und TRPV4 zwar von
Derivaten von THC aktiviert, nicht jedoch von THC oder CBD selbst (De Petrocellis et al.,
2012; Muller et al., 2019) TRPV4 wird des Weiteren von endogenen Cannabinoiden aktiviert.
(Watanabe et al., 2003)

TRPA1, der Wasabi-Rezeptor, findet sich hdufig als Heteromer mit TRPV1 (Fischer et al.,
2014) und reagiert auf Substanzen aus der Gruppe der Isothiocyanate, welche unter anderem in
Senf, Wasabi und Knoblauch vorkommen, was ihm seinen Namen verschafft. (Muller et al.,
2019) Wihrend TRPAT vor allem auf sensorischen Nervenzellen vorkommt, konnte dieser
Kanal auch auf menschlichen synovialen Fibroblasten nachgewiesen werden. (Lowin et al.,
2015) TRPA1 wird bei ldngerfristiger Prasenz von TNFa vermehrt intrazelluldr exprimiert,
insbesondere in synovialen Fibroblasten in der Deckzellschicht welche im Gelenk in rdumlicher

Néhe zu Makrophagen liegen. (Lowin et al., 2018)

TRPV2 kommt bevorzugt auf mittleren und dicken sensorischen Neuronen vor und wird

physiologisch durch Hitze und Entziindungsprozesse aktiviert. Da TRPV2 eine wichtige Rolle
11
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bei chronischen Schmerz- und Entziindungsprozessen spielt, ist die Desensibilisierung dieses
Kanals ein idealer Ansatzpunkt fiir in Therapie der RA. (Muller et al., 2019) TRPV2 wird von
den bisher getesteten Cannabinoiden am potentesten von THC und CBD aktiviert, die
subsequente Desensibilisierung ist jedoch bei anderen Cannabinoiden wie Cannabidiol-Siure

starker ausgeprigt. (De Petrocellis et al., 2011, pp. 6, 7)

TRPMS gehort zur Familie der Melastatin-TRP-Kanéle. Im Gegensatz zu den anderen hier
erwihnten TRP-Kanédlen wirken Cannabinoide, am potentesten CBD, antagonistisch auf diesen

Rezeptor, welcher vor allem in primér afferenten Neuronen exprimiert wird und dessen

physiologischer Stimulus der Kéltereiz ist. (De Petrocellis et al., 2011; Muller et al., 2019)

Alle Cannabinoid-sensitiven TRP-Kandle reagieren auf Temperaturen, wenn auch in
unterschiedlichen Temperaturspektren, sowie spielen eine Rolle in der Nozizeption und

teilweise auch in entziindlichen Prozessen. (Muller et al., 2019)
1.9 Vorteile der Nutzung von Cannabinoiden

Wihrend die Risiken und potentiellen Nebenwirkungen einer Cannabinoid-Therapie bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis nicht zu vernachldssigen sind, fiihren die durchaus
relevanten Vorteile einer Therapie mit Cannabinoiden zu einer zunehmenden Anzahl von

Verschreibungen. (Cremer-Schaeffer et al., 2024)

Die folgenden Kapitel sollen nun den potentiellen Nutzen von Cannabinoiden in der Therapie

der RA in den Fokus riicken.
1.9.1 Nutzung von Cannabinoiden als antiinflammatorische Medikamente

In Studien konnte bei mehreren Autoimmunkrankheiten wie Diabetes mellitus Typ 1 (DMT1)
oder MS sowie RA ein positiver Effekt einer Cannabinoidtherapie nachgewiesen werden,
indem THC und CBD die Ausschiittung diverser Zytokine wie IL-1, IL-4, IL-6, TNF-a und
INF-y sowie die Aktivitdt von Zellen des Immunsystems wie Th-1 und Th-17 reduzieren
konnte. (Rodriguez Mesa et al., 2021) Des Weiteren wurde eine Verbesserung des Verlaufs von
CoViD-19 durch Cannabinoide, insbesondere CBD, diskutiert. (Biali et al., 2020; Pérez et al.,
2022)

Aktuelle Ansitze der Forschung deuten darauf hin, dass THC {tiber die Inhibition der Synthese
von Prostaglandin E2 in das Immunsystem eingreift und dadurch antiinflammatorische Effekte

auspragt. (Emmanuel S. Onavi et al., 2002, chap. 14; Rodriguez Mesa et al., 2021) Jedoch ist
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dieser Effekt nicht in allen Geweben gleich, und stark von den Untersuchungsbedingungen
abhingig, was sich auf zwei Hauptmechanismen zurlickfiihren ldsst: Widhrend THC,
beziehungsweise Metabolite von THC die Eicosanoidsynthese, und somit auch die
Prostaglandinsynthese reduziert, werden aulerdem Phospholipasen aktiviert, welche
Phospholipid-gebundene Arachidonsdure freisetzen und somit zu einer Steigerung der

Prostaglandinsynthese fiihrt. (Emmanuel S. Onavi et al., 2002, chap. 14; Green and Kim, 1976)

Neben THC greift ein weiteres Cannabinoid in das Immunsystem ein: CBD gehort zu den
Cannabinoiden mit der stirksten immunmodulatorischen Wirkung. (Rodriguez Mesa et al.,
2021) Unter anderem inhibiert CBD FAAH und steigert {iber diesen Effekt die Konzentration
von Anandamid, weshalb ein Teil der immunmodulatorischen Wirkungen von CBD

moglicherweise iiber diesen Weg zum Tragen kommt. (Nichols and Kaplan, 2020)

In der Therapie der Multiplen Sklerose (MS) werden Cannabinoide bereits eingesetzt: Das
Medikament Sativex (Nabiximol), welches die Wirkstoffe THC und CBD in nahezu gleichem
Verhiltnis enthélt, wurde in Deutschland bereits im Jahr 2011 zugelassen, in den USA folgte
die Zulassung 10 Jahre spéter in 2021.(Rodriguez Mesa et al., 2021; “Sativex® 27 mg/25 mg
Spray zur Anwendung in der Mundhohle,” 2023) Wéhrend Sativex aufgrund seiner Wirkung
auf die Spastik sowie Schmerzen, welche bei einer Vielzahl von Patienten mit Multipler
Sklerose zu einer signifikanten Einschrinkung der Lebensqualitdt fiithrt, zugelassen wurde,
(Bilbao and Spanagel, 2022; Onaivi, 2010) konnte nachgewiesen werden, dass CBD im
Mausmodell die entziindliche Aktivitit im Gehirn durch eine Reduktion der Level
proinflammatorischer Zytokine sowie die Infiltration durch CD-4" T-Zellen senken kann. (Hind
et al., 2016; Nichols and Kaplan, 2020; Rodriguez Mesa et al., 2021) Dieser Mechanismus
konnte ein Grund sein, weshalb im Mausmodell der multiplen Sklerose die Entwicklung der
Erkrankung durch Cannabinoide verzdgert oder sogar verhindert werden konnte. (Baker et al.,
1990) THC hingegen fiihrt in niedrigen Dosen zu einer Steigerung der motorischen Aktivitat
und in héheren Dosen zu einer Senkung bis hin zur Katalepsie sowie Muskelrelaxation, was
sich die Cannabinoid-Therapie der MS bei der Spastizitit zu Nutze macht. (Emmanuel S. Onavi
et al., 2002, chap. 7)

Die Aktivierung von CB; und CB> Rezeptors fiihrt zu neuroprotektiven Effekten durch
Verbesserung des Uberlebens von Neuronen, beispielsweise durch Regulation der Glutamat-
Homoostase an Oligodendrozyten, Astrozyten und weiteren Zelllinien. (Fernandez-Ruiz et al.,

2015; Manera and Bertini, 2021)
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Fiir eine weitere Autoimmunerkrankung, den Diabetes mellitus Typ I zeigten Cannabinoide
ebenfalls eine Reduktion der entziindlichen Aktivitit in den frithen Stadien der Erkrankung.
Des Weiteren fand sich eine antioxidative und antihyperglykédmische Wirkung von THC,
welche ebenfalls den Fortschritt der Erkrankung ziigelte und die GefdBwéinde wie auch die
kardiale Muskulatur schiitzt. (Rodriguez Mesa et al., 2021) Einen Zusammenhang zwischen
CB; und der kardialen Funktion konnte auch eine Studie aus 2014 an Personen mit
Herzinsuffizienz zeigen: In Patienten mit Herzinsuffizienz zeigte sich eine reduzierte Anzahl
an CB; und TRPV1 Rezeptoren an Herzmuskelzellen. Nach 4-monatigem standardisiertem
Training zeigte sich eine signifikante Steigerung der CBi- und TRPVI1-Expression an
Herzmuskelzellen sowie eine Verbesserung des muskuldren Metabo- und Mechanoreflexes,
was die Relevanz von CBj in der gesunden Herzmuskelfunktion unterstiitzt. (Antunes-Correa

etal., 2014)

Aufgrund der aktuellen CoViD-19 Epidemie, welche durch Dysregulation des Immunsystems
im seltenen Fillen zu einem Zytokinsturm fithren kann (Hu et al., 2021) wurden Cannabinoide
auch in diesem Kontext erforscht. Wahrend der Konsum von Cannabinoiden im Tiermodell
nachweisbar die Viruslast in Herpes-Simplex infizierten Tieren sowie die Progredienz der
hepatalen Fibrose bei mit Hepatitis C infizierten Mausen verstérkt, gibt es Hinweise auf eine
Verbesserung der Prognose von CoViD-19 durch Applikation von CBD aufgrund der
Hemmung der Zytokinausschiittung, was bei manchen Patienten die Ausprigung eines
Zytokinsturms verringern oder gar verhindern kann. (Biali et al., 2020; Pérez et al., 2022)
Andererseits konnen die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) von Cannabinoiden
auch die empfundene Krankheitslast durch Verstirkung von Erschopfung und Verwirrung

verstarken. (Biali et al., 2020)
1.9.2 Nutzung von Cannabinoiden fiir psychiatrische Komorbidititen der RA

Wie bereits mehrere Studien zeigten, fiihrt die Aktivierung von CB1 Rezeptoren im Gehirn iiber
eine reduzierte Ausschiittung von Neurotransmittern wie GABA und Glutamat zu
antidepressiven und anxiolytischen Effekten. (Hasbi et al., 2023; Hill and Gorzalka, 2005; Joshi
and Onaivi, 2021) Ein dhnlicher Effekt kann dosisabhingig iiber eine Aktivierung dieses
Rezeptors durch THC und in hohen Dosen iiber andere Mechanismen auch durch CBD erzielt
werden, wie unter anderem El-Alfy et al. im Mausmodell nachweisen konnten. (El-Alfy et al.,

2010) RA
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Jedoch zeigen weitere Studien eine zusdtzliche Dimension: Wéhrend geringere Dosen diverse
Cannabinoide anxiolytisch und antidepressiv wirkten, fiihren hohere Dosen verschiedener
Cannabinoide sowohl phytologischen als auch synthetischen Ursprungs zu anxigenen und
depressiven Effekten. (El-Alfy et al., 2010; Hasbi et al., 2023; Moreira et al., 2008) Des
weiteren kommt es bei rascher oder hochdosierter Aufnahme von THC zu einem biphasischen
Verlauf, in welchen initial Psychosen und Panik auftreten, wihrend nach partiellem Abbau von

THC die anxiolytischen Effekte zu Tage treten. (Hasbi et al., 2023; Micale et al., 2013)

Wihrend eine Stérung des Endocannabinoidsystems und somit eine mogliche positive
Beeinflussung durch eine Therapie mit Cannabinoiden bei einer Reihe weiterer psychischer
Erkrankungen, wie der Alzheimer-Demenz, vermutet wird, gibt es auch bei diversen physischen
Erkrankungen nachgewiesene unterstiitzende Effekte einer Cannabinoidtherapie: Im
Management zweier Syndrome, welche padiatrische Epilepsien auslosen, wird CBD zur
Reduktion der Haufigkeit von Krampfanfillen eingesetzt. (Devinsky et al., 2017; Thiele et al.,
2018) AuBBerdem kommen Priaparationen mit THC zur Therapie von Chemotherapie-induzierter
Ubelkeit und Appetitlosigkeit sowie zur Therapie des HIV-AIDS-assoziierten Wasting-
Syndroms zum Einsatz. (Joshi and Onaivi, 2021) Fiir weitere Erkrankungen konnten die
antiinflammatorischen,  neuromodulatorischen = und  neuroprotektiven  Effekte  der
Antagonisierung oder Aktivierung von Cannabinoid-Rezeptoren von explizitem Interesse sein
und sind daher Gegenstand der aktuellen Forschung. (Joshi and Onaivi, 2021; Lowin et al.,

2019)
1.10 Risiken der Nutzung von Cannabinoiden

Aufgrund der Tatsache, dass CB; Rezeptoren die am héufigsten exprimierten G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren im zentralen Nervensystem sind und des Weiteren auch TRP-Kanéle
sowie moglicherweise ebenfalls CB, Rezeptoren (Joshi and Onaivi, 2021) im ZNS ausgebildet
werden, besteht das Risiko zentralnervoser Nebenwirkungen einer Therapie mit
Cannabinoiden. Am wohl bekanntesten ist das Risiko der Ausprigung einer schizophrenen

Storung nach Cannabinoid-Genuss. (Joshi and Onaivi, 2021; Lu and Mackie, 2016)

Nicht nur die Aktivierung von Cannabinoid-Rezeptoren birgt Risiken. Wahrend, wie oben
beschrieben, durch die Aktivierung von CB; viele wiinschenswerte Effekte erzielt werden
konnen, fiihrt eine inverse Aktivierung dieses Rezeptors zu einem relevanten Problem:
Rimonabant, ein inverser Agonist am CB; Rezeptor, wurde 2006 zur Behandlung von

morbidem Ubergewicht in Europa zugelassen, da die Blockade von CB; zu einer reduzierten
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Aufnahme von kohlehydrat- und fettreicher Nahrung fiihrt. (“BfArM - Risikoinformationen -
Rote-Hand-Brief zu Acomplia®: Europidische Arzneimittelagentur hidlt Ruhen der Zulassung
fiir erforderlich,” n.d.; Leite et al., 2009) Zu den UAW des Priparats gehoren jedoch auch eine
hohere Inzidenz von Depressionen und Angststorungen, da durch die invers-agonistische
Wirkung nicht nur eine Aktivierung des Rezeptors verhindert, sondern selbst das basale Signal
blockiert wird. (Kenakin, 1987; Leite et al., 2009) Im 2-jdhrigen Intervall nach Markteinfiihrung
des Medikaments, welches unter dem Namen Acomplia® als ,,Anti-Bierbauch-Tablette*
vermarktet wurde, kam es unter Patienten, die dieses Préparat erhielten, zu einer Zunahme von
Depressionen und Suiziden, weshalb im Jahr 2008 die Zulassung widerrufen wurde. (“BfArM
- Risikoinformationen - Rote-Hand-Brief zu Acomplia®: Europdische Arzneimittelagentur hélt

Ruhen der Zulassung fiir erforderlich,” n.d.; Leite et al., 2009)

Ein weiteres Risiko zeigt sich in der mdglichen Atemdepression durch synthetische
Cannabinoide. (Alon and Saint-Fleur, 2017) Wéhrend Cannabinoide schon vor Jahrzehnten
aufgrund ihrer schmerzlindernden Eigenschaften als Co-Therapeutikum mit Opioiden
verabreicht wurden, da so die Menge der verabreichten Opioide reduziert werden kann, gibt es
in den letzten Jahren durch unregulierte Einnahme synthetischer Cannabinoide vermehrt Félle
von durch Cannabinoide ausgeldster Atemdepression. (Alon and Saint-Fleur, 2017; Noori et
al., 2021) Bisher konnten CB; und CB: weder in der Pons noch in der Medulla oblongata
nachgewiesen werden (Joshi and Onaivi, 2021), weshalb ein atemdepressiver Effekt iiber diese
Rezeptoren unwahrscheinlich ist. Jedoch kommt es in den letzten Jahren zu einer zunehmenden
Anzahl von Fillen von Atemdepression nach Cannabinoid-Abusus. Diese Félle haben einen
wichtigen Punkt gemeinsam: alle traten nach dem Genuss synthetischer Cannabinoide auf.
(Alon and Saint-Fleur, 2017) Wihrend Cannabinoide phytologischen Ursprungs iiblicherweise
die Atemfrequenz erhhen (Emmanuel S. Onavi et al., 2002, p. 235), kommt es bei einer
Intoxikation mit synthetischen Cannabinoiden gehduft zu einer respiratorischen Insuffizienz.
(Alon and Saint-Fleur, 2017) In diesen Fillen wurden die synthetischen Cannabinoide iiber
nicht regulierte Wege erstanden und enthielten eine unbekannte und &uBerst variable
Zusammensetzung aus den fiinf bekannten Gruppen der synthetischen Cannabinoide, welche
abhingig von der Substanz agonistisch, partiell agonistisch oder invers agonistisch an
Cannabinoidrezeptoren wirken konnen. Daher ist eine genaue Zuordnung der beobachteten
Effekte zu den auslésenden Substanzen in diesen Féllen kaum bis gar nicht mdglich. (Alon and

Saint-Fleur, 2017)
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Eine gestorte Aktivierung von Cannabinoid-Rezeptoren kann zu einer weiten Bandbreite von
neuropsychiatrischen Problemen fiihren, wie ein gehduftes Auftreten von Angststorungen,
Depressionen, Psychosen, Insomnie oder Suchterkrankungen. (Joshi and Onaivi, 2021; Suraev
et al., 2020)

Des Weiteren kann eine iibermdfige Stimulation dieser Rezeptoren, besonders in der Jugend,
ebenso zu unerwiinschten Wirkungen wie Gedichtnisproblemen oder eingeschriankter
Aufmerksamkeit und Lernfahigkeit, mit durch bildgebende Untersuchungen nachweisbarer
Reduktion der grauen Substanz des Gehirns ohne Minderung des Gesamtvolumens des Gehirns
(Emmanuel S. Onavi et al., 2002), sowie in Personen mit entsprechender Pradisposition zur
Auspragung komplexerer psychiatrischer Stérungen wie Schizophrenie fiihren.(Roser, 2019)
Des weiteren kann THC die Symptomlast in Patienten mit bereits diagnostizierter

Schizophrenie verschlechtern. (Ahmed et al., 2021)

Auch auf das Immunsystem hat eine Cannabinoidtherapie nicht nur wiinschenswerte Effekte.
Eine prospektive Studie zum Einfluss von Cannabinoiden auf die Progredienz einer hepatalen
Zirrhose nach Infektion mit Hepatits C aus dem Jahr 2005 ergab, dass tidglicher Cannabis-
Genuss zu einer deutlich erhohten Wahrscheinlichkeit einer raschen Progredienz des
Zirrhosestadiums fiihrt. (Hézode et al., 2005) AuBerdem fand sich in Mausstudien eine
Steigerung der Viruslast und die Mortalitét in mit Herpes simplex infizierten Mausen. (Mishkin
and Cabral, 1985) Eine in-vitro-Studie fand ebenfalls eine gesteigerte extrazelluldre Viruslast
nach Infektion von Vero-Zellen mit Herpes simplex Typ 2 unter Zugabe von THC. (Cabral et
al., 1987) Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass Cannabinoide die Reaktion des

Immunsystems auf virale Infekte hemmen kdnnen.

2 Materialen und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

Tabelle 1: Verwendete Gerite

Geriit Bezeichnung Hersteller Hauptsitz

Inkubator CB 170 BINDER GmbH Tuttlingen, DE
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Microplate Reader iMark Bio Rad Hercules,
California, USA

Mikroskop Axio Vert. Al Zeiss Gottingen, DE
Sterilbank LaminAir®HB 2472 | Heraeus instruments | Hanau, DE
Sterilbank HS 18 Kendro/Heraeus Hanau, DE

instruments
Tecan Reader Infinite M200 Pro Tecan Grodig, AU
Zellzahler Bio Rad TC20™ Bio Rad Hercules,

California, USA

Zentrifuge Rotina 420R Hettich GmbH & Tuttlingen, DE

Co KG
Mini-Zentrifuge NGO002B Nippon Genetics Diiren, DE
Vortexmixer Vornado Benchmark Edison, USA
Kiihlschrank GPS-Series Thermo Fisher | Waltham,

Scientific Massachusetts, USA
Tiefkiihlschrank LGPv 6520 Index | Liebherr Kirchdorf an der

41C/001 Iller, DE

Elektrische Stripette | Sul700 SunLab Mannheim, DE
Finnpipette HH36764 4540 Thermo Fisher | Waltham,

Scientific Massachusetts, USA
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Multistepper Pipette | Finntips VWR Darmstadt, DE
Multistepper 50-
1500ul
Aspirator N2400-90000 StarLab Hamburg, DE
Aspirator FTA-1 Grand Bio Cambridgeshire, UK
2.1.2 Chemikalien
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Schwefelsdure 1 mol/l (2 N) in wéssriger VWR Merck

Losung, AVS TITRINORM volumetrische

Losung

Radnor, Pennsylvania,Vereinigte

Staaten

1-Step™ Ultra TMB-ELISA Substrate

Solution

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Bicarbonat-Puffer C6

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

Sucrose SIGMA ALDRICH Life Science
St. Louis, Missouri, USA

DMSO D2650 SIGMA ALDRICH Life Science
St. Louis, Missouri, USA

Ethanol 437433T VWR, Darmstadt, DE

Pluronic F127 Thermo Fisher scientific,

Waltham, Massachusetts, USA, # P6866
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2.1.3 Medien und Supplemente

Tabelle 3: Medien und Supplemente

Medium/Supplement

Hersteller

RPMI 1640 Medium

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

HEPES Solution

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

Fetal Bovine Serum

Gibco®
Paisley, UK

Penicillin/Streptomycin

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

Dulbecco's PBS (1x)

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

PBS (10x), 70011-051 Gibco®
Paisley, UK

Trypsin/EDTA Gibco®
Paisley, UK

EGF (Epithelial growth factor), E9644

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

FGF (fibroblast growth factor), 100-18C

PeproTech (Thermo Fisher
Waltham, Massachusetts, USA

Scientific),

HBSS

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

Glutamax 35050-038

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Natriumpyruvat S8636

SIGMA ALDRICH Life Science
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St. Louis, Missouri, USA

Cal-520, ab171868

Abcam,

Cambridge, UK

Caseinpuffer, ab171532

Abcam,

Cambridge, UK

Heat inactivated FBS 10500-064

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Tween 20 (Polysorbat-20)

SIGMA ALDRICH Life Science

St. Louis, Missouri, USA

2.1.4 ELISA-Kits

Tabelle 4: ELISA-Kits

Kit Hersteller
BD ELISA-Kit IL-6 BD, San José
BD ELISA-Kit IL-8 BD, San José

ELISA-Kit MMP-3

R&D Systems, Minneapolis, USA

2.1.5 Reagenzien

Tabelle 5: Reagenzien

Reagenz

Hersteller

TRPA1-Antagonist (A967079),
Produktnummer 15207

Tocris/Biotechne, Wiesbaden, DE

BAPTA-AM
COR170 Tocris/Biotechne, Wiesbaden, DE
Cyclosporin A Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany

21



Einfluss von THC auf den Kalziumhaushalt
Fibroblasten von RA-Patienten

und die Zytokinproduktion von synovialen

Decynium 22 Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE
Dronabinol THC-Pharm, Frankfurt, DE
Celltiter Blue G8081 Promega, Walldorf, DE

PoPo3-lodid, P3584

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Rimonabant

Tocris/Biotechne, Wiesbaden, DE

Ruthenium Red

Tocris/Biotechne, Wiesbaden, DE

TNF-a Recombinant Human

PeproTech (Thermo Fisher
Waltham, Massachusetts, USA

Scientific),

2.1.6 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Zellkulturmedien

Tabelle 6: Zusammensetzung von Puffern und Medien

Puffer/Medium

Zusammensetzung

Anzuchtmedium 10% FCS

500 ml RPMI 1640 Medium

50 ml FCS (= 10%)

12,5 ml Hepes-Puffer

5 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml GlutaMAX

5 ml Natriumpyruvat

5 ul EGF (Endkonzentration = Ing/ml)
5 ul FGF (Endkonzentration =~ 1ng/ml)

Erhaltungsmedium 2% FCS

500 ml RPMI 1640 Medium

10 ml FCS (= 2%)

12,5 ml Hepes-Puffer

5 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml GlutaMAX

5 ml Natriumpyruvat

5 ul EGF (Endkonzentration = 1ng/ml)
5 ul FGF (Endkonzentration = 1ng/ml)
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Waschpuffer (ELISA) PBS
Tween 20
Carbonat-Bicarbonat-Puffer 1 Kapsel Carbonat-Bicarbonat-Puffer
(Sigma)

100ml deionisiertes Wasser

Blockpuffer Casein Phosphate Buffered Saline (PBS)
Casein ELISA Reagent ab171532

1:5 deionisiertes Wasser

PoPo3-Stammldsung PoPo3

1:500 HBSS oder PBS

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Nicht néher beschriebene Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen Greiner (R6hrchen
mit Schraubverschluss, Zellkulturschalen, 96-Well-Platten), Brand, StarLab (TipOne
Pipettenspitzen und Filterpipettenspitzen), BioRad (Zdhlkammern fiir Cellcounter,
Nitrozellulosetiicher), Corning Costar (Stripetten, 96-Well-Platten, Centrifuge Tubes), Bode
(Bacillol, Bacillol-Wipes), VWR Merck (Pipettenspitzen, Disposable Pipetting Reservoires,
Adhesive Film for Microplates), Fresenius Kabi (Ampuwa), Thermo Fisher Scientific (96-
Well-Platten), NIPPON Genetics (8er-Streifen PCR-Gefdfle), Witeg (Parafilm), Wepa
(Reinigungstiicher), Sartorius (Pipettenspitzen), Ansell (Nitrilhandschuhe), Hangzhou
TianCheng Pharmaceutical CO (Masken) und Eppendorf (Pipettenspitzen, Safe-Lock-Tubes).

2.2 Methoden
2.2.1 Patienten

Die synovialen Fibroblasten stammen von PatientInnen und Patienten, welche seit mehreren
Jahren an RA litten und sich im Rahmen der Erkrankung einer Kniegelenksersatz-Operation
unterzogen. Die PatientInnen und Patienten wurden anhand der iiberarbeiteten Kriterien des
American College of Rheumatology ausgewihlt und schriftlich liber den Eingriff sowie die

Verwendung des exzidierten Gewebes in der Forschung aufgeklédrt. Nach Einwilligung und
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Durchfiihrung der Operation durch Dr. Tim Claen aus der Klinik fiir Orthopidie und
orthopddische Rheumatologie im St. Elisabeth Hospital Meerbusch Lank stellte uns dieser
freundlicherweise die Gewebeproben zur Verfligung. Die Genehmigung durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultit Diisseldorf fand im Vorhinein statt und liegt unter
der Studiennummer 2018-87-KfogU auf. Es wurden Proben von insgesamt 8 Personen

verwendet.
2.2.2 Zellkultivierung

Nach Extraktion und Reinigung der Gewebeproben wurden die Zellen in einer Mischung aus
RPMI1640 Medium, 10% fetalem Kélberserum (engl.: fetal calf serum, FCS), 2,5% HEPES-
Puffer, 1% Glutamax, 1% Natriumpyruvat, 1% Penicillin/Streptomycin zur Reduktion der
Gefahr einer Verunreinigung der Zellkulturen, 0,005ng epithelialem Wachstumsfaktor (engl.:
epithelial growth factor, EGF) und 0,005ng Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl.: fibroblast

growth factor, FGF) unter normoxischen Bedingungen und 37°C kultiviert.

Zur Passagierung wurden die Zellen mittels einfacher Trypsin-EDTA-Losung vom
Plattenboden getrennt, der Erfolg der Trennung wurde mittels Durchlichtmikroskopie
verifiziert. Nach Resuspension wurde die Zelldichte mittels CellCounter bestimmt und die
RASF mit einer Dichte von 5.000 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgesit. Zwischen 48h
und 72h nach Aussaat wurde wiederholt die Dichte bis zu einer etwa 80%igen Flachendeckung
kontrolliert. Nach Erreichen dieser Dichte wurde das 10%ige Medium durch ein 2%iges

Medium ersetzt und die entsprechenden Stimulationsreihen gestartet.
Die Versuche fanden zwischen der 5. und 11. Passage der Zellen statt.

Fiir den ELISA-Essay (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) wurden von jedem Patienten
Zellen auf 2 96-Well-Platten ausgesit. Nach Erreichen der gewiinschten Konfluenz wurde das
10%ige Medium in der ersten Platte gegen ein 2%iges Medium unter Zugabe von 10ng/ml
TNF-Losung pro Well und in der zweiten Platte gegen ein 2%iges Medium ohne Zugabe von
TNF ausgetauscht und beide Platten fiir 72 Stunden bei 37°C und Normoxie inkubiert.

Nach Abschluss dieser Inkubationsphase wurde das Medium beider Platten gegen die
Stimulationslosungen aus 2%igem Medium mit A967079 oder Rimonabant und THC in den
Konzentrationen 0,1uM, 1uM, S5uM, 10uM und 25uM ersetzt, wobei eine Vorinkubation von
30 Minuten ohne THC stattfand. Die bis dahin TNF-freie Platte wurde 5 Stunden nach
Auftragen der Stimulationslosungen mit einer TNF-Losung versehen, welche in den Wells zu

einer Konzentration von 10ng/ml fiihrte. Die Platten wurden mit den Stimulationslosungen fiir
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16h inkubiert, danach nach rascher Zentrifugation der Platten fiir etwa 5 Sekunden zur
Sedimentation der Zellen die Stimulationslosungen abpipettiert und die Platten mit einer
Celltiter-Blue-Losung nach Gebrauchsanweisung inkubiert. Die Metabolisierung der Celltiter-
Blue-Losung wurde mittels Tecan Reader bestimmt. Die Stimulationsldsungen wurden bei -
20°C eingefroren oder direkt unter Verwendung von Kits von BD (Interleukine) und R&D
(Matrix-Metallo-Proteinase) auf ihren Gehalt an drei, in der Pathogenese der rheumatoiden

Arthritis relevanten, Zytokinen (IL-6, IL-8 und MMP-3) untersucht.

2.2.3 ELISA

ELISA steht fiir Enzyme-linked Immunosorbent Assay und bezeichnet eine sensitive Form der
Bestimmung der Konzentration von Biomolekiilen in einer Losung. Urspriinglich wurde der
Elisa als Radioimmunoassay 1973 eingefiihrt und wurde seitdem bestdndig weiterentwickelt.
(Hoffman, 1973)

In dieser Arbeit wurde eine Unterform des ELISAs namens Sandwich-ELISA verwendet.
Hierbei wird eine Oberfliache, iiblicherweise Plastik, mit einem Capture-Antikorper
beschichtet, welcher im nidchsten Schritt das Zielmolekiil bindet. Nach Abbinden der offenen
Capture-Antikorper-Stellen mit einem Molekiil, das nicht an den Detektionsantikdrper bindet,
wird der Detektions-Antikorper zugegeben, welcher an ein Enzym gekoppelt ist und an die
Capture-Antikorper-gebundenen Zielmolekiile bindet. Im letzten Schritt wird ein Substrat
zugegeben, welches durch das Enzym gespalten wird. Dieses Substrat ist iiblicherweise ein
Farbstoff, der seine Farbe durch die Spaltung veréndert. Durch Messung der Farbverdnderung
ist es moglich, die Konzentration des gebundenen Zielmolekiils zu bestimmen. Dies ermdoglicht
sowohl eine qualitative, als auch eine quantitative Auswertung der Konzentration des
Zielmolekiils in einer Losung. (Tabatabaei and Ahmed, 2022) Zwischen den einzelnen
Schritten finden zusétzlich Inkubations- und Waschvorgédnge statt, deren Art und Anzahl je

nach durchgefiihrtem Assay variieren kann.
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Abbildung 1: Schema eines Sandwich-ELISA

(1) Die Platte wird mit einem Capture-Antikérper beschichtet. (2) Durch Zugabe der zu untersuchenden Lésung bindet
das Antigen (Zielmolekiil). (3) Der Detektionsantikorper bindet an das Zielmolekiil. Dies gibt dem Assay den Namen
»Sandwich“-ELISA. (4) Ein Enzym koppelt an den Detektionsantikérper. (5) Das Substrat wird durch das Enzym
gespalten und édndert seine Farbe.

Die Auswertung eines ELISAs erfolgt durch photometrische Messung des Substratumsatzes.
Durch Vergleich mit einer Standartkurve, welche mittels einer Verdiinnungsreihe mit
bekannten Konzentrationen gewonnen wird, kann die Konzentration des Zielmolekiils ermittelt

werden.

Abbildung 2: Beispiel einer Standartkurve eines IL-6 ELISA

2.2.3.1 IL-6-, IL-8- und MMP-3-ELISA (kommerziell)

Die Bestimmung der Konzentrationen von IL-6, IL-8 und MMP-3 in den Uberstéinden fand
unter Verwendung des Human IL-6 ELISA Kits und des Human IL-8 ELISA Kits von BD
sowie des Human Total MMP-3 DuoSet ELISA Kits von R&D Systems nach

Herstellerangaben statt, die Auswertung erfolgte {iber den Microplate-Reader.
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2.24 Kalzium-Assay

Fiir den Kalzium-Assay wurden von jedem Patienten 3 Platten angelegt. Nach Erreichen der
angestrebten Konfluenz wurde das 10%ige Medium durch 2%iges Medium ersetzt und 2 von 3
Platten fiir 72h mit TNF in einer Konzentration von 10ng/ml bei 37°C unter Normoxie

inkubiert.

Hiernach fand eine Inkubation mit einer photosensitiven Kalzium-Losung aus PBS mit 0,02%
Pluronic und 4 pM des Kalzium-Farbstoffs Cal-520 fiir 60 Minuten bei 37°C und fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur statt.

Diese Losung wurde anschlieend nach einmaligem Waschen mit PBS fiir 30 Minuten durch
die PoPo3-Stammlosung (s. Zusammensetzungsverzeichnis), zwei Platten mit einer HBSS-
haltigen Stammlosung, eine Platte mit einer PBS-haltigen Stammldsung, unter Zusatz der
Antagonisten (s. Kalzium-Assay Stimulationsschema) ersetzt. Mit Ausnahme von Ruthenium
Rot wurden alle Antagonisten vor der Zugabe zur PoPo3-Stammlésung mit DMSO verdiinnt;
Ruthenium Rot wurde in H20 gelost geliefert und vor der Zugabe mit PBS auf die gewiinschte

Konzentration verdinnt.

Von den beiden mit TNF préstimulierten Platten wurde eine mit einer HBSS-haltigen PoPo3-
Stammlosung, die andere mit einer PBS-haltigen Stammldsung behandelt, da PBS im
Gegensatz zu HBSS kein Kalzium enthilt, und somit der Unterschied zwischen intrazelluldrem

und extrazellulirem Kalziumverbrauch dargestellt werden kann.

Im Plattenlesegerit wurden zuerst 4 Messungen zur Bestimmung der Baseline durchgefiihrt und
anschlieBend die THC-haltigen Stimulationslosungen aus 2%igem Medium und THC
hinzugefligt, wodurch in den Wells jeweils eine Konzentration von 25 uM, 10 uM, 5 uM, 1
uM, 0,1 uM THC erreicht, wobei eine Kontrolle ohne THC belassen wurde. Die ersten 4
Messungen dienten hierbei zur Messung der intrazelluldre Kalzium- und PoPo3-Konzentration

vor Zugabe von THC. Die Messungen fanden iiber einen Zeitraum von 90 Minuten statt.
2.2.5 Berechnungen und statistische Auswertung

Fiir die Datenanalysen wurden Microsoft Excel sowie SPSS Version 29 (IBM) verwendet,

In Excel erfolgte die Berechnung der gemessenen Werte im Vergleich zu den Kontrollwerten,

wobei die Ergebnisse als Prozentsatz der Kontrollwerte dargestellt wurden.

In SPSS wurden Ausreifer mittels Boxplots identifiziert, wobei Werte als Ausreifler definiert

wurden, die mehr als drei Standardabweichungen vom Zentrum der Verteilung abwichen. Diese
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Ausreifler wurden anschlielend aus den Datensétzen entfernt. Die verbleibenden Daten wurden
in Form von Balkendiagrammen visualisiert, in denen zusétzlich Fehlerbalken zur Darstellung

des Standardfehlers integriert wurden.

Die p-Werte wurden von SPSS berechnet und anschlieBend mithilfe des Vektor-

Zeichenprogramms Inkscape in die Balkendiagramme tibertragen.

Die Auswertung der Kalzium-Assay-Daten erfolgte in Analogie zur Berechnung der Ergebnisse
des ELISA-Assays bis zur Identifizierung und Eliminierung von Ausreiflern. Der Schritt der
prozentualen Berechnung wurde ausgelassen, da dieser bereits automatisch durch das
Messgerdt durchgefiihrt wurde. Zur Auswertung wurden 3 Varianten herangezogen: In der
ersten wurden die ersten 4 Messungen, bevor THC hinzugefiigt wurde, gemittelt und als
Referenzwert fiir die Folgemessungen herangezogen. In der zweiten Variante wurden fiir alle
Zeitpunkte die Werte der Kontrolle — namentlich der THC-freien Kurve — als Referenzwert
verwendet. Zu guter Letzt wurden auch die Rohdaten mit der absoluten Anderung der

gemessenen Konzentrationswerte verglichen.

Bei der statistischen Auswertung der Daten wurde Unterstiitzung von dem Statistiker Georg

Neunteufel eingeholt.

Die Visualisierung der Ergebnisse in Multiple-Line-Graphen sowie die Berechnung der p-
Werte des Kalzium-Assays erfolgte in SPSS und wurden anschlieBend mithilfe des Vektor-

Zeichenprogramms Inkscape zusammengefiihrt.
2.2.6 Verwendung kiinstlicher Intelligenz

In dieser Doktorarbeit wurden Kiinstliche-Intelligenz-Technologien (KI) zur Unterstiitzung bei
der wissenschaftlicheren Formulierung von Absétzen, der Vereinfachung von Satzstrukturen

und der Unterstilitzung bei der Wortfindung eingesetzt.

Es wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die endgiiltige Verantwortung fiir die inhaltliche
Richtigkeit, die kritische Reflexion und die Interpretation der Ergebnisse bei der Autorin dieser

Arbeit liegt.

Die KI diente lediglich als Werkzeug und nicht als Ersatz fiir das kritische und analytische
Denken der Forschenden. (“KI Disclaimer Vorlage und Muster | 1a-Studi,” n.d.)

Verwendet wurden die Gemini 3 Flash Variante sowie Chat-GPT von Open Al Version 4 Stand
2025.
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3 Ergebnisse
3.1 Zelliiberleben von RASF unter dem Einfluss von THC

Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen zeigte sich im CTB - Assay friihzeitig ein
deutlicher Trend: Bei einer Konzentration von 25 uM THC kam es zu einem vermehrten
Zellsterben der synovialen Fibroblasten. Nach Stimulation mit einem proinflammatorischen
Zytokin wurde jedoch bei Konzentrationen von 5 uM und 10 uM THC eine signifikante
Zunahme des Zelliiberlebens beobachtet, sowohl in der Kontrolle als auch unter Zusatz von

Rimonabant und A967.

Zel liiber lebe n (% der Kont ro lle)

0.0

Kontrolle A96 7079 Rimo naba nt

Abbildung 3: Prozentuelles Zelliiberleben nach Stimulation mit THC fiir 24h und TNFa-Exposition nach THC-
Exposition

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation in 2%igem Medium ohne TNFa, wurden gewaschen und fiir

30 Minuten mit den Antagonisten in 1uM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin THC zugesetzt wurde.

Nach 5 Stunden Inkubation wurde TNFa (10ng/ml) hinzugefiigt und die Platten fiir weitere 24h inkubiert.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Ein Stern gibt einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,001 an, 2 Sterne einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,05;

die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.
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Abbildung 4: Prozentuelles Zelliiberleben nach Inkubation mit TNFa fiir 72h und weiteren 24h mit THC

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNFa (10ng/ml), wurden gewaschen und fiir 30 Minuten mit den Antagonisten
in 1pM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin fiir 24h THC zugesetzt wurde.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Ein Stern gibt einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,001 an; die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.

Dieser Steigerung des Uberlebens war in Zellen, die bereits vor der THC-Exposition mit TNF
behandelt wurden nicht mehr signifikant. In allen Versuchen fiihrte eine THC-Konzentration
von 25 uM zum Absterben der synovialen Fibroblasten. (Sieche Abb. 3) Jedoch kam es bei
Zugabe eines pro-inflammatorischen Zytokins nach THC-Exposition zu einem Abfall auf 20-
40% der Kontrolle, bei Vorinkubation mit TNFa hingegen zu einem Abfall auf 15-22% der

Kontrolle.
3.2 Produktion von IL-6, IL-8 und MMP-3 durch RASF unter Einfluss von THC

Zur Evaluation des Einflusses von THC auf die Zytokinproduktion von RASF wurden ELISA-

Assays auf zwei wichtige Zytokine, IL-6 und IL-8, und eine Matrix-Metallo-Proteinase, MMP-
3, durchgefiihrt.

Bei allen gemessenen Substanzen fand sich im ELISA-Assay nur bei 25uM ein signifikanter

30



Einfluss von THC auf den Kalziumhaushalt und die Zytokinproduktion von synovialen
Fibroblasten von RA-Patienten

Abfall, was sich jedoch auch durch das reduzierte Zelliiberleben erklédren lésst. (Siehe Abb. 3
bis 9)
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Abbildung 5: Einfluss von THC auf die IL-6 Produktion von RASF unter TNF-Stimulation fiir 72h in Prozent der
Kontrolle (ohne THC)

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNFa (10ng/ml), wurden gewaschen und fiir 30 Minuten mit den Antagonisten

in 1pM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin fiir 24h THC zugesetzt wurde.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Ein Stern gibt einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,001 an, zwei Sterne einen signifikanten Zusammenhang mit

p <0,05; die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.

Bei einer Vorstimulation mit TNF zeigte die Gruppe mit Rimonabant und 25 pM THC die
stiarkste Abnahme der IL-8-Konzentration (siche Abb. 6). Wurde TNF hingegen erst nach der
THC-Applikation zugegeben, war die Abnahme der IL-8-Konzentration in der mit A967 und
25 uM THC behandelten Gruppe am stérksten. (siche Abb. 7)

Eine Wiederholung des Versuchsaufbaus mit einer gréferen Anzahl an Probanden und

Zellreihen konnte eine Signifikanz der restlichen Zusammenhénge evaluieren.
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Abbildung 6: Einfluss von THC auf die IL-8 Produktion von RASF unter TNF-Stimulation fiir 24h in Prozent der
Kontrolle (ohne THC)

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation in 2%igem Medium ohne TNFa, wurden gewaschen und fiir

30 Minuten mit den Antagonisten in 1uM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin THC zugesetzt wurde.

Nach 5 Stunden Inkubation wurde TNFa (10ng/ml) hinzugefligt und die Platten fiir weitere 24h inkubiert.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Ein Stern gibt einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,001 an; die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.
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Abbildung 7: Einfluss von THC auf die IL-8 Produktion von RASF unter TNF-Stimulation fiir 72h in Prozent der
Kontrolle (ohne THC)

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNFa (10ng/ml), wurden gewaschen und fiir 30 Minuten mit den Antagonisten

in 1pM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin fiir 24h THC zugesetzt wurde.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Ein Stern gibt einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,001 an; die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.

Die Analyse der MMP-3-Konzentrationen zeigte ein mit den librigen untersuchten Zytokinen
vergleichbares Muster. In allen mit 25 uM THC behandelten Gruppen wurde eine signifikante
Abnahme der MMP-3-Konzentration beobachtet. Die niedrigsten MMP-3-Konzentrationen
traten bei Zugabe von TNF nach der THC-Applikation in der mit A967 und 25 uM THC
behandelten Gruppe sowie bei Vorstimulation mit TNF in der Gruppe mit Rimonabant und 25

puM THC auf.
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Abbildung 8: Einfluss von THC auf die MMP-3 Produktion von RASF unter TNF-Stimulation fiir 24h in Prozent der
Kontrolle (ohne THC)

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation in 2%igem Medium ohne TNFa, wurden gewaschen und fiir

30 Minuten mit den Antagonisten in 1uM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin THC zugesetzt wurde.

Nach 5 Stunden Inkubation wurde TNFa (10ng/ml) hinzugefiigt und die Platten fiir weitere 24h inkubiert.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Ein Stern gibt einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,001 an, 2 Sterne einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,05;

die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.
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Abbildung 9: Einfluss von THC auf die MMP-3 Produktion von RASF unter TNF-Stimulation fiir 72h in Prozent der
Kontrolle (ohne THC)

RASF erhielten fiir 72h eine Vorstimulation mit TNFa (10ng/ml), wurden gewaschen und fiir 30 Minuten mit den Antagonisten

in 1uM (Rimonabant) und 10uM (A967079) vorstimuliert, worauthin fiir 24h THC zugesetzt wurde.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 7-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz zur Kontrolle wurde mittels ANOVA mit dem Bonferroni post-hoc Test berechnet.

Zwei Sterne geben einen signifikanten Zusammenhang mit p < 0,05; die Fehlerbalken zeigen 2 Standartabweichungen an.

3.3 Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration von RASF unter dem Einfluss
von THC

Nachdem die Aktivierung von TRP-Kanélen oder CB1» Rezeptoren zu einer Verdnderung der
intrazelluldren Kalziumkonzentrationen flihren kann (Chainani et al., 2020), wurde die
Kalziummobilisation nach THC Zugabe untersucht. THC moduliert vornehmlich iiber die
Aktivierung von TRPAT1 die intrazelluldre Kalziumkonzentration (Lowin et al., 2022), weshalb
Antagonisten mit unterschiedlichen Zielstrukturen, zB Agonisten und Antagonisten von
unterschiedlichen TRP-Kanélen, Agonisten und Antagonisten von CBip, etc., verwendet
wurden, um die Modulation der Kalziumaufnahme unter THC weiter zu untersuchen. Des
Weiteren fanden dieselben Versuchsreihen mit einer PoPo3-haltigen Losung statt. PoPo3
fungiert in diesem Aufbau als Surrogatmarker fiir die Wirkstoffautnhahme bei gleichzeitiger

THC-Prisenz.
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Wihrend nach Vorstimulation der Zellen mit TNF 72h vor Messung die intrazelluldren
Kalziumlevel durch eine Zugabe von THC (Vergleich der Absolutwerte, 1-25 uM, p<0,001)
signifikant anstiegen, kam es ohne vorangegangene Stimulation mit TNF zu keiner relevanten
Steigerung. (siehe beispielshaft Abb. 10-12)
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Abbildung 10: Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), ohne
Vorstimulation mit TNF, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden ohne TNF-Vorstimulation inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluléren

Kalziumkonzentration nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 10-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt.
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Mediun: HBSS, TNF: Neh, Zusatz Keher
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Abbildung 11: Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), ohne
Vorstimulation mit TNF, bezogen auf die Kontrolle (kein THC)

RASF wurden ohne TNF-Vorstimulation inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluléren

Kalziumkonzentration nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 10-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt.

Die Zugabe von BAPTA fiihrte auch in nicht entziindlich verdnderten RASF zu einem
statistisch ~ signifikanten (p<0,001) Abfall der intrazelluliren Kalziumkonzentration,

insbesondere bei einer THC-Konzentration von 5, 10 und 25 pM. (Siehe Abb. 12)
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Abbildung 12: Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), ohne
Vorstimulation mit TNF, mit Zusatz von BAPTA, bezogen auf die Kontrolle (kein THC)

RASF wurden ohne TNF-Vorstimulation inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren

Kalziumkonzentration nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

BAPTA: Kalzium-Chelator.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 10-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001

Die Applikation von TNF zur Induktion eines proinflammatorischen Milieus fiihrte in allen
untersuchten Zelllinien zu einem signifikanten (p < 0,001) Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration im Vergleich zur THC-freien Kontrollgruppe. Dieser Effekt war
insbesondere bei Konzentrationen von 5 pM, 10 uM und 25 uM THC zu beobachten (vgl.
exemplarisch Abb. 13). In Abwesenheit weiterer Wirkstoffe verzeichnete die 25 pM THC-
Gruppe einen maximalen Anstieg auf ca. 210 % des Kontrollwerts. Die Konzentrationen von 5
pM und 10 uM THC wiesen analoge Verldufe mit Maxima von 145 % beziehungsweise 170 %
auf. Wihrend 1 uM THC einen moderaten, stetigen Anstieg auf geringfiigig tiber 110 %
induzierte, fiihrte die Behandlung mit 0,1 uM THC zu einer nicht signifikanten Reduktion der
intrazelluldren Kalziumkonzentration auf 95 % iiber den gesamten Messzeitraum. (vgl. Abb.

14)

Die Vorbehandlung mit den TRPA1-Antagonisten A967 und HC3 modulierte den THC-
induzierten Effekt signifikant, unter A967 mehr als unter HC3: Unter Einfluss von A967 stieg
die Kalziumkonzentration bei Applikation von 25 uM THC nach 50 Minuten lediglich auf ein

Maximum von etwa 130 % der Kontrolle an, wéhrend es unter HC3 zu einem Anstieg auf
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durchschnittlich 170-180% der Kontrolle kam. Ebenso fiihrten auch die niedrigeren THC-
Konzentrationen zu einem etwas stirkeren Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration
als A967, jedoch weiterhin deutlich geringer als ohne Wirkstoffzusatz. (A967: p<0,001 bei 10
und 25 pM, p=0,009 bei 5 uM, p=0,052 bei 1 uM; HC3: p<0,001 bei 5-25 pM)

Unter RR, einem rein extrazelluldren TRPA1-Antagonisten, unduliert die 25 uM THC Kurve
um 190% (p<0,001 bei 5-25 uM), stirker jedoch war der Unterschied der intra- und
extrazelluliren Blockade von TRPA1 in kalziumfreiem Medium, da hier intrazelluldre
Kalziumkonzentrationsdnderungen rein aus den intrazelluldren Speichern kommen koénnen:
Wihrend A967 die Effekte von THC in diesem Milieu vollkommen negierte (p<0,001 bei 10
und 25 uM), zeigte RR hier nur wenig Effekt (p<0,001 bei 5-25 uM).

In der Auswertung nach Zugabe von BAPTA, einem Kalziumchelator, zeigte die 25 uM Kurve
einen Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration nach 25 Minuten auf knapp 230% des
Ausgangswertes, sankt dann ab 30 Minuten auf ein Plateau von 180% zwischen Minute 53 und
78 ab, und stieg dann zum Ende der Messung auf knapp iiber 190% an. (p<0,001 bei 5-25 uM)
Die Kurven verhielten sich insgesamt analog zum Graphen ohne Zugabe weiterer Wirkstoffe,
jedoch mit etwas vermehrter intrazelluldrer Kalziumkonzentration nach Zugabe von hoheren

Dosen THC.

Die Zugabe von COR, einem inversen CBz-Agonisten, fiihrte im Vergleich zur Kurve ohne
Zusatz zu einem geringfiigig schwicheren Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration
iber alle THC-Konzentrationen hinweg (p<0,001 bei 5-25 uM), wihrend CsA, ein
Immunsuppressivum, und Rimonabant, ein selektiver CB1-Antagonist, zu keinem relevanten

Unterschied fithrten.

D22 als Antagonist organischer Kationentransporter supprimierte den Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration unter den meisten THC-Konzentrationen bis zu einer
Messdauer von einer halben Stunde. Im weiteren Verlauf der Kurve mit 25 uM THC {iberstieg
die intrazelluldre Kalziumkonzentration unter D22-Einfluss jedoch sogar die entsprechenden

Werte der alleinigen THC-Applikation.

Eine Vorstimulation mit THC, welches vor allem tber TRPA1 in den Kalziumhaushalt der
Zellen eingreift und TRPV2 stimuliert, sowie als partieller Agonist an CBi/CB> fungiert,
induziert bei Zugabe von 25 uM THC einen abrupten Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration, welche nach transienter Reduktion nach 25 Minuten bei 190% stagniert

und im weiteren Messverlauf graduell auf 160% abfillt (p<0,001 bei 5-25 uM). (vgl. Abb. 25)
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Abbildung 13: [&nderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), nach
Vorstimulation mit TNF, bezogen auf die Kontrolle

RASF wurden, nach einer Vorstimulation mit TNFo. (10ng/ml) fiir 72h, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren

Kalziumkonzentration nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p <0,001
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Abbildung 14: [&nderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), nach
Vorstimulation mit TNF, unter Zugabe von CsA, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration

nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

CsA: Immunsuppressivum, Cyclophilin-Antagonist

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. ** p < 0,001

In nicht entziindlich verdnderten RASF bewirkt die Zugabe von THC ohne Zugabe weiterer
Wirkstoffe keinen vermehrten Einstrom von Kalziumionen in die Zelle, PoPo3 hingegen, was
als Marker fiir die Aufnahme von Wirkstoffen in die Zelle genutzt wurde, zeigte eine signifikant

gesteigerte Aufnahme insbesondere bei einer THC-Konzentration von 25 pM. (siehe Abb. 16)
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Abbildung 15: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), ohne
Vorstimulation mit TNF, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden ohne TNFo, inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration nach

THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 10-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001, ** p < 0,05

Der prozentuell stirkste Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration unter den nicht
proinflammatorisch vorbehandelten RASF fand sich in der mit Ruthenium Rot vorbehandelten
Gruppe unter 25 uM THC im Vergleich zum jeweiligen Ausgangswert vor THC-Applikation.
(vgl. Abb. 17) Nach Referenzierung der Absolutwerte ldsst sich dieser Effekt jedoch zumindest
teilweise durch ein deutlich niedrigeres Basisniveau von PoPo3 in den Zellen erkldren, welches
iiber den gesamten Zeitraum der Beobachtung unterhalb der Messwerte aller anderen

Testgruppen blieb, jedoch damit einen prozentuell stirkeren Anstieg ermoglichte.
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Abbildung 16: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumhaltigem Medium, ohne Vorstimulation
mit TNF, unter Zugabe von RR, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden ohne TNFo, inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration nach

THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

RR: Ruthenium Rot, genereller TRP-Kanal-Blocker

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001, ** p < 0,05

Nach Induktion eines proinflammatorischen Milieus durch Vorstimulation mit TNFa fand sich
im kalziumhaltigen Medium eine absolute Zunahme der intrazelluldren PoPo3-Konzentration
bereits ab einer Exposition mit 0,1 uM THC (p<0,001 bei 0,1-25 uM). Nach Normierung der
Daten, sowohl auf den initialen Basalwert (erste 4 Messungen) als auch auf die Kontrolle (ohne
THC), verifizierte sich dieser Effekt jedoch erst ab einer Konzentration von 1 pM THC
signifikant (p<0,001 bei 1-25 uM). (vgl. Abb. 18)
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Abbildung 17: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), nach
Vorstimulation mit TNF, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFo, (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluldren PoPo3-Konzentration

nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9-11 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001

Die Applikation des TRPA1-Antagonisten A967 resultierte in den Absolutwerten in einer
signifikanten Zunahme der intrazelluldiren PoPo3-Konzentration iiber nahezu alle THC-
Konzentrationen hinweg (p<0,001 bei 5 und 25 uM, p=0,001 bei 10 pM, p=0,009 bei 0,1 uM).
Lediglich nach Zugabe von 1 uM THC fand sich mit einem p-Wert von 0,055, womit das
Signifikanzniveau knapp verfehlt wurde.

Nach Normalisierung auf die Kontrolle ist diese Akkumulation schwécher ausgeprigt, erreichte
aber bei allen Konzentrationen von 1-25 uM THC statistische Signifikanz (p<0,001 bei 5-25
uM, p=0,012 bei 1 uM).

Durch die Inhibition organischer Kationentransporter mittels D22 kam es zu einer
Supprimierung der PoPo3-Aufnahme. Nach Normierung auf die Kontrolle fand sich ein Abfall
der intrazelluldren PoPo3-Konzentration nach THC-Exposition auf knapp 75% (p<0,001 bei 1-
25 uM).

Die Verwendung eines kalziumfreien Mediums hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die

Aufnahme von PoPo3. Ohne weitere Zusitze kam es weiterhin bei allen THC-Konzentrationen
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auller 0,1uM nach Normalisierung auf die Kontrolle oder die Baseline zu einem signifikanten

Anstieg der intrazelluldren Konzentration (p<<0,001 bei 1-25 uM). (vgl. Abb. 18)

Im Falle einer Prainkubation mit THC fand sich nur nach Sekundérstimulation mit den hochsten
Konzentrationen an THC eine statistische Signifikanz im Anstieg der intrazelluliren PoPo3-

Spiegel normalisiert auf die Kontrolle (p<0,001 bei 10 und 25 uM).

Konsistent tliber alle Versuchsreihen in kalziumfreiem Medium hinweg evozierte eine
Exposition mit 25 puM THC einen signifikanten Anstieg der intrazelluliren PoPo3
Konzentration, wéhrend geringere Konzentrationen nicht immer statistisch signifikante

Ergebnisse lieferten. (vgl. exemplarisch Abb. 19 und 20)
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Abbildung 18: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in Kkalziumfreiem Medium (PBS), nach
Vorstimulation mit TNF, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFo, (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluldren PoPo3-Konzentration

nach THC-Exposition ohne extrazelluldirem Kalzium (PBS) gemessen.

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001

In Zellreihen, denen RR oder BAPTA zugesetzt wurde, fand sich hingegen eine signifikante
Zunahme oder zumindest eine tendenzielle Steigerung in allen THC-Konzentrationen. In der
BAPTA-Gruppe wurde fiir die Konzentrationen von 0,1 uM, 1 uM, 5 uM und 25 uM
statistische Signifikanz erreicht, wahrend 10 uM THC das Signifikanzniveau knapp verpasste

(p=0,086). Unter Einfluss von RR erwiesen sich die Konzentrationen von 0,1 uM, 1 uM und
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25 uM als signifikant, fiir 5 uM und 10 uM verzeichnete sich eine entsprechende Tendenz mit
p=0,09 fiir 5 uM und p=0,082 fiir 10 uM respektive.
Nach Normalisierung der Daten auf die Kontrolle oder auf die Baseline relativierten sich diese
Effekte teilweise, dennoch blieb nach Vorstimulation mit RR und Normalisierung auf die
Kontrolle die Signifikanz fiir fast alle THC Konzentrationen bis auf 1 pM bestehen, mit
p<0,001 fiir 5-25 uM und p=0,001 fiir 0,1 uM THC.

Im Vergleich auf die ersten 4 Messungen, mit welchen die Baseline vor THC-Applikation
festgelegt wurde (siche Methoden), zeigten die meisten THC Konzentrationen in den Gruppen
mit A967, THC, COR sowie der Kontrollgruppe ohne weitere Zusitze einen signifikanten
Anstieg der PoPo3-Konzentration, wihrend in Bezug auf die Kontrolle ohne THC-Exposition
die Zellreihen mit A967, COR, Rim sowie ohne Zusatzstoffe die Mehrheit der THC
Dosierungen eine signifikante Steigerung der intrazelluldren PoPo3-Konzentration aufwies
(vgl. Abb. 20 und 21). Konsistent mit den vorangegangenen Beobachtungen mit der
intrazelluldren Kalziumkonzentration wurde bei A967 bezogen auf die Kontrolle der Anstieg
der intrazelluldren PoPo3-Konzentration nahezu vollkommen blockiert. (siche Abb. 21) Ein
dhnliches Bild fand sich fiir COR bezogen auf die Kontrolle. (vgl. Abb. 22)
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Abbildung 19: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumfreiem Medium nach Vorstimulation mit
TNF unter Zugabe von A967, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFo (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluldren PoPo3-Konzentration

nach THC-Exposition ohne extrazelluldrem Kalzium (PBS) gemessen.

A967: A967079, selektiver TRPA1-Antagonist

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9 Patienten verwendet.
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Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001, ** p < 0,05
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Abbildung 20: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumfreiem Medium nach Vorstimulation mit
TNF unter Zugabe von COR bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluldren PoPo3-Konzentration

nach THC-Exposition ohne extrazelluldrem Kalzium (PBS) gemessen.

COR: COR170, inverser CB2-Agonist

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001
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Abbildung 21: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumfreiem Medium, nach Vorstimulation mit
TNF, unter Zugabe von A967, bezogen auf die Kontrolle (ohne THC)

RASF wurden fiir 72h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration

nach THC-Exposition ohne extrazellulairem Kalzium (PBS) gemessen.

A967: A967079, selektiver TRPA1-Antagonist

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 8-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001, ** p < 0,05
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Abbildung 22: Anderung der intrazelluliren PoPo3-Konzentration in kalziumfreiem Medium nach Exposition mit TNF
unter Zugabe von COR, bezogen auf die Kontrolle (ohne THC)

RASF wurden fiir 72h mit TNFo, (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluldren PoPo3-Konzentration

nach THC-Exposition ohne extrazelluldirem Kalzium (PBS) gemessen.

COR: COR170, inverser CB2-Agonist

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 8-9 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001

Um die Effekte einer vorangegangenen THC-Exposition zu evaluieren, wurde eine Gruppe an
RASF mit THC inkubiert. Unter kalziumfreien Bedingungen kam es im Vergleich zum
kalziumhaltigen Medium zu einem deutlich akzentuierteren Anstieg des intrazelluldren freien
Kalziums. (vgl. Abb. 23 und 24) Wiéhrend die intrazelluldre Kalziumkonzentration im
kalziumhaltigen Medium initial auf knapp 250% anstieg und anschlieBend ein Plateau um 200%
der Ausgangskonzentration erreichte, stieg die intrazellulire Kalziumkonzentration im
kalziumfreien Medium auf nahezu 500% des Ausgangswertes an. Es ist jedoch anzumerken,
dass diese ausgepriagte Dynamik nur nach Normalisierung auf die Baseline ersichtlich ist, in
Relation zur Kontrolle (ohne THC) relativiert sich dieser Effekt auf einen deutlich geringeren

Anstieg auf unter 200%. (Siehe Abb. 25)
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Abbildung 23: Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem Medium (HBSS), nach

Vorstimulation mit TNF, unter Zugabe von THC, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration

nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

THC: TRPV2-Agonist, partieller Agonist an CB1 und CB>

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 8-10 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001
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Abbildung 24: Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumfreiem Medium (PBS), nach
Vorstimulation mit TNF unter Zugabe von THC, bezogen auf die ersten 4 Messungen

RASF wurden fiir 72h mit TNFo, (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluldren Kalziumkonzentration

nach THC-Exposition ohne extrazelluldrem Kalzium (PBS) gemessen.

THC: TRPV2-Agonist, partieller Agonist an CB1 und CB>

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 8-10 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p <0,001, ** p <0,05
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Abbildung 25: Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration in kalziumhaltigem (HBSS) Medium, nach
Vorstimulation mit TNF, unter Zugabe von THC, bezogen auf die Kontrolle (ohne THC)

RASF wurden fiir 72h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert, gewaschen und die Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration

nach THC-Exposition bei vorhandenem extrazelluldrem Kalzium (HBSS) gemessen.

THC: TRPV2-Agonist, partieller Agonist an CB1 und CB>

In diesem Versuch wurden Daten von RASF-Kulturen von 8-10 Patienten verwendet.

Die Signifikanz wurde mittels ANOVA sowie dem Bonferroni post-hoc-Test ermittelt. * p < 0,001
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4 Diskussion

Zusammentfassend lassen die vorliegenden Daten einige Riickschliisse auf die untersuchten

Prozesse zu.
4.1 Zelliiberleben

Einer zentraler Riickschluss betrifft die hochste verwendete THC-Konzentration: Mit TNFa
vorstimulierte RASF, welche hier als Modell einer chronischen Entziindung dienen, weisen bei
einer Konzentration von 25 pM THC eine deutlich reduzierte metabolische Aktivitit -
entsprechend einem reduzierten Zelliiberleben - auf als Zellen, welche erst nach THC-
Exposition mit TNFa stimuliert wurden. Dies ldsst sich klar aus den Ergebnissen des CTB-
Assays ablesen und wird durch die Ergebnisse des Kalzium-Assays unterstiitzt: In chronisch-
inflammatorisch verdnderten RASF induziert die Exposition mit hohen THC-Konzentrationen
einen signifikant verstirkten Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration. Da dieser
Effekt auch in kalziumfreiem Medium persistiert, deutet dies auf eine Mobilisierung
intrazelluldrer Kalziumreserven in das Zytoplasma hin, was auch schon Filipeanu et al. zeigen
konnten (Filipeanu et al., 1997).

Die beobachtete Vitalitdtsreduktion in RASF, welche vor THC-Exposition einer
proinflammatorische Stimulation mit TNFa unterzogen wurden, im Vergleich zu Zellen, in
welchen das proinflammatorische Milieu erst nach THC-Exposition simuliert wurde, deutet auf
eine gesteigerte Suszeptibilitit entziindlich verdnderter Fibroblasten gegeniiber THC hin. Diese
Beobachtungen spiegeln sich beispielsweise in einer Studie an Zellen eines Kolorektalen
Karzinoms, bei denen eine Behandlung mit 40 uM THC &hnliche Muster der Viabilitét ausldste,
wieder (Hwang et al., 2023) Auch in einer Studie zum Mammakarzinom zeigten THC-haltige
Extrakte einen supprimierenden Einfluss auf das Zellwachstum. (Li et al., 2022) Dieser
Zusammenhang konnte des Weiteren in Studien an diversen anderen Malignomen
nachgewiesen werden. (Armstrong et al., 2015; Carracedo et al., 2006; Salazar et al., 2013,
2009) Uber die reduzierenden Effekte auf den Zellmetabolismus hinaus wurde jedoch in einer
Studie aus Japan eine dosisabhidngige Zytotoxizitdt auf murine zerebrale Zellen nachgewiesen,
was auf potentielle Nebenwirkung bei hochdosierter THC-Applikation im Menschen hindeutet.
(Funada and Tomiyama, 2020)

Diese pro-apoptotische Synergie zwischen proinflammatorischen Zytokinen und THC konnte

bereits in verschiedenen Modellen beschrieben werden. Lowin et al. beschrieb 2018 eine

TRPA1-mediierte, kalziumabhéingige Zytotoxizitit (Lowin et al., 2018), wihrend Salazar et al.
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Autophagie als Treiber der Zytotoxizitit von THC in diversen Malignomzellen, jedoch nicht in
gesunden Zellen, nachweisen konnte. (Salazar et al., 2009) Eine Wiederholung der Versuche
mit variablen Inkubationszeiten mit TNF konnte hier weitere Erkenntnisse liefern, ab welchem
Zeitpunkt ein pro-inflammatorisches Priming die zytotoxische Schwelle von THC signifikant

senkt.
4.2 Zytokinproduktion

Die Zytokinproduktion von RASF wurde Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimente durch die Exposition mit den meisten Konzentrationen an THC nicht signifikant
beeinflusst. In der Gruppe, welche der hochsten THC-Konzentration ausgesetzt wurde, fand
sich iiber alle getesteten Zytokine hinweg eine reduzierte Zytokinproduktion, jedoch kann diese
aufgrund des vermehrten Zelluntergangs in derselben Gruppe nur schwer mit den anderen
Gruppen verglichen werden. Dies zeigt sich auch in den Versuchen von Li et al. (2022), in
welchen THC-Extrakte bis 10uM die Ausschiittung von IL-6 und IL-8 reduzierte. (Li et al.,
2022) Des Weiteren konnte in Tierversuchen an Makaken eine Reduktion der IL-6-
Ausschiittung und an Ratten mit iatrogen induzierter RA eine Reduktion der Serumlevel an IL-
6 und IL-8 festgestellt werden. (Ismail et al., 2018; Van Zandt et al., 2025) Unter anderem
kommt dieser Effekt durch die Effekte von THC auf Zellen des Immunsystems, wie T-Zellen
und Makrophagen zustande, welche in der RA ebenfalls fehlaktiviert werden. (Rieder et al.,
2010; Tashkin et al., 2002)

Der immunsupressive Effekt konnte in diesen Versuchen nicht durch CBi-Antagonisten oder
TRPA1-Antagonisten unterdriickt werden, was fiir einen rezeptorunabhédngigen Effekt spricht.
Jedoch konnte Tashkin et al. zeigen, dass in Mdusen der immunsupressiven Wirkung von THC
auf Makrophagen und T-Zellen durch Verwendung von CB»>-Antagonisten entgegengewirkt
werden konnte (Tashkin et al., 2002), weshalb dieser Ansatz fiir RASF untersucht werden

konnte.
4.3 Verinderungen im Kalziumhaushalt

Wihrend native RASF, welche keinem Entziindungsreiz ausgesetzt wurden, kaum auf eine
Zugabe von THC reagierten, kam es nach Inkubation mit TNF und somit Simulation einer
bestehenden Entziindung zu einem raschen Anstieg des freien intrazelluldren Kalziums nach
THC-Exposition. Sowohl in einem kalziumhaltigen Medium, als auch in einem kalziumfreien
Medium kam es zu einem messbaren Anstieg des freien intrazelluldren Kalziums, was auf eine
Mobilisierung intrazelluldrer Kalziumreserven als zusdtzlichen Mechanismus neben der
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Kalziumaufnahme aus dem Extrazellularraum hindeutet. Dass ein Anstieg des intrazelluldren
Kalziums die Zellteilung (Tombes and Borisy, 1989) fordern oder bei Storung des
Kalziumhaushaltes zu Entziindungsreaktionen und Apoptose fithren kann (Chang et al., 2010;
Whyte et al., 1993; Ye et al., 2021) ist somit hochrelevant fiir den Einfluss von THC auf die
Krankheitsaktivitét in der RA.

Des Weiteren induzierte eine Sekundirstimulation mit THC ebenfalls einen Anstieg der
intrazelluldiren Kalziumkonzentration. Diese Beobachtung deutet auf eine fehlende oder
lediglich gering ausgeprégte Desensibilisierung der beteiligten Signalwege hin. Wiahrend die
hier durchgefiihrten Versuche auf eine kritische Rolle von TRPA1 in der Mobilisierung von
Kalzium nach THC-Exposition hindeuten, fanden andere Studien, dass TRPA1 durchaus durch
wiederholte Stimulation mit anderen Reagenzien desensibilisiert werden kann. (Ohashi et al.,
2023; Xu et al., 2025) Wihrend dies fiir THC nicht gezeigt werden konnte, besteht dennoch die
Moglichkeit, dass die Desensibilisierung zum Zeitpunkt der Sekundirstimulation bereits wieder

aufgehoben war.

Die Antagonisierung von CBj, libte in den vorliegenden Versuchen nur einen marginalen
Einfluss auf die THC-mediierte Anderung der intrazelluiren Kalziumkonzentration aus. Dies
steht in Kontrast zu den Ergebnissen von Rao et al., welche in murinen T-Lymphozyten eine
CBi2-abhédngige Modulation der intrazelluldren Kalziumkonzentration durch THC nachweisen
konnten. (Rao et al., 2004) Diese Diskrepanz lésst sich jedoch mdglicherweise durch eine
unterschiedliche Schwerpunktsetzung der Studien erkldren: Wahrend sich Rao et al. exklusiv
auf Cannabinoidrezeptoren konzentrierten, wurden in der vorliegenden Arbeit ein breiteres
Spektrum potentieller Rezeptoren untersucht. Im direkten Vergleich nimmt die Wirkung einer
CBi1»-Blockade eine vergleichsweise untergeordnete Rolle gegeniiber der Wirkung anderer

Rezeptorblockaden ein, insbesondere gegeniiber der Blockade von TRPAI.

Die Vorinkubation mit A967, welches als Antagonist an TRPA1 die kalziummodulierende
Wirkung von THC {iber den TRPA1-Kanal blockiert, zeigte vor allem in kalziumfreiem
Medium signifikante Effekte: Unter diesen Bedingungen waren THC-Konzentrationen von
mindestens 10uM THC notwendig, um einen signifikanten Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration zu induzieren, wahrend dieser Effekt in kalziumhaltigem Medium
weniger stark ausgeprdgt war. Diese Diskrepanz ldsst sich potentiell durch die
aktivititsmodulierende Wirkung von Kalzium an TRPA1 erkldren, wie sie von Zhao et al. und
Brauchi und Rothberg beschrieben wurde. (Brauchi and Rothberg, 2020; Zhao et al., 2020)

Die unter Einsatz von A967 gewonnenen Erkenntnisse werden durch die Versuche mit HC3
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gestiitzt. Obwohl die Effekte im Vergleich zu A967 schwicher ausfielen, validiert die
Ubereinstimmung der Trends zweier strukturell unterschiedlicher Antagonisten an TRPA1 die
Beteiligung des Rezeptors an der THC-induzierten Kalziumantwort.

Hieraus lédsst sich ableiten, dass TRPAI vorrangig an der Mobilisierung intrazelluldrer
Kalziumreserven in synovialen Fibroblasten beteiligt ist. Wie Lowin et al. bereits zeigen
konnten, fithrt ein Kalzium-Einstrom durch TRPA1 zu einem Absterben inflammatorisch
verdnderter RASF (Lowin et al., 2018), weshalb eine THC-mediierte TRPA1-Aktivierung

einen potentiellen therapeutischen Ansatz fiir die lokale Behandlung der RA darstellen konnte.

4.4 Wirkstoffaufnahme

Analog zur Kalziumdynamik wurde auch die Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffes PoPo3,
welcher als Surrogatparameter fiir die zelluldre Wirkstoffauthahme herangezogen wurde, nach
Vorinkubation mit A967 und HC3 signifikant. Dieser Effekt ist bereits in nicht-inflammatorisch
stimulierten RASF erkennbar, jedoch verzeichneten alle Zellinien ohne Vorstimulation mit
TNFa nur einen vernachlissigbaren Anstieg der intrazelluldren PoPo3-Konzentration, sofern
dieser tiberhaupt verifizierbar war. Da eine Aktivierung von TRPA1 unter anderem einen
wesentlichen Faktor in der immunoneuralen Kommunikation darstellt (Bandell et al., 2004;
Cortright et al., 2007; Jordt et al., 2004; Silverman et al., 2020; Story et al., 2003), bildet die
TRPAI1-vermittelte Modulation der Wirkstoffaufnahme einen zentralen Aspekt in der

Evaluation zukiinftiger Therapiestrategien.

Deutlich ausgeprigter als der Effekt einer TRPAI-Inhibition erwies sich der Effekt einer
Blockade organischer Kationentransporter durch D22 in Bezug auf die zellulire PoPo3-
Aufnahme. Wihrend in der Literatur teilweise diskutiert wird, dass PoPo3 lediglich iiber
kompromittierte Zellmembranen penetrieren kann, wurde fiir multiple, mit PoPo3 verwandte
Verbindungen bereits ein Transport iiber organische Kationentransporter nachgewiesen.
(Schilling et al., 1999; Stueber et al., 2016) In Verbindung mit der hier beobachteten, profunden
Reduktion der Farbstoffaufnahme nach Vorstimulation mit D22 kann dieser
Aufnahmemechanismus mit hoher Wahrscheinlichkeit auch fiir PoPo3 postuliert werden.
Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Ergebnisse einer Studie zu den Effekten von CBD,
welche bei analogem Versuchsautbau vergleichbare Resultate lieferte. (Lowin et al., 2020b)
D22 ist ein unspezifischer Antagonist organischer Kationen Transporter (Bonisch, 2021) und

stellt derzeit den einzigen bekannten Inhibitor dar, der bereits im sub-mikromolaren
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Konzentrationsbereich Wirkung entfaltet. (Haar et al., 2023) Zur weiterfiihrenden
Spezifizierung der zugrundeliegenden Prozesse wére kiinftig jedoch die gezielte Blockade
einzelner OCT-Subtypen zur differenzierteren Beurteilung der Transportkinetik interessant.
Nachdem in vivo eine hepatische Ausscheidung von THC iiber OCT1 nachgewiesen werden
konnte (Chen et al., 2024), wire dies ein interessanter Ansatz fiir weitere Forschungen an

synovialen Fibroblasten.

Ein weiterer Aspekt der PoPo3-Aufnahmekinetik unterscheidet sich mafBgeblich von der
beobachteten Dynamik der intrazelluldren Kalziumkonzentration: Eine Vorstimulation der
RASF mit THC, welche eine vorangegangene Behandlung mit THC-haltigen Praparaten oder
Genuss von THC-haltigen Zubereitungen simulieren sollte, flihrte zu einer signifikant
reduzierten PoPo3-Aufnahme bei erneuter THC-Exposition: Wahrend pro-inflammatorisch
stimulierte Zellen ohne weitere Zusétze auf die Zugabe von 25uM THC mit einem Anstieg der
intrazelluliren PoPo3-Konzentration auf 180% der Kontrolle reagierten, reduzierte sich der
Effekt nach Vorstimulation mit THC auf 140%. Nachdem organische Kationentransporter, wie
zuvor dargelegt, als potentieller Hauptauthahmeweg fiir PoPo3 postuliert werden (Lowin et al.,
2022, 2020b), deutet diese Beobachtung auf eine THC-induzierte Desensibilisierung oder
funktionelle Downregulation eines oder mehrerer OCT durch THC hin. Da fiir eine
Interaktionen von THC mit organischen Kationen Transportern sowie fiir eine mdgliche
Desensibilisierung dieser Transporter bisher kaum Literaturdaten vorliegen, stellt sich die
Einordnung in den Forschungskontext schwierig dar. Jedoch legt dieser Effekt nahe, dass bei
wiederholter, THC-basierter Therapie die Akkumulation anderer Wirkstoffe in den synovialen
Fibroblasten herabgesetzt und die Effektivitit dieser Therapien reduziert sein konnte. Hingegen
konnte eine Kombinationstherapie von THC mit weiteren Wirkstoffen die Aufnahme dieser
und die Effektivitit der Therapie verbessern, ein Effekt, welcher bereits fiir CBD erfolgreich

nachgewiesen werden konnte. (Neumann-Raizel et al., 2019)
4.5 Limitationen

Die vorliegende Arbeit unterliegt naturgemil3 verschiedenen Limitationen, welche fiir die
Interpretation der Ergebnisse bedacht werden miissen. Zunédchst wurde filir sédmtliche
Versuchsreihen ausschlielich Zellen von Patienten mit RA verwendet, welche sich aufgrund
des fortgeschrittenen Erkrankungsstadiums einer Kniegelenksersatz-Operation unterzogen.
Dies hat zur Folge, dass sich die Ergebnisse potentiell nur bedingt auf frithe Erkrankungsstadien
ibertragen lassen, in denen die Entziindungsaktivitit sowie die epigenetischen,

proinflammatorischen Verdnderungen moglicherweise noch variieren.
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Ein weiterer kritischer Aspekt der Transfer vom in vitro Modell in die Situation in vivo.
Wihrend die verwendeten Zellen aus humanem Gewebe isoliert wurden, befinden sie sich fiir
die Versuche in einer aufgereinigten Kultur statt im physiologischen Zellverband, und wurden
bereits einige Zeit in dieser kultiviert. Aspekte wie die Wechselwirkungen mit benachbarten
Immunzellen, der extrazelluliren Matrix oder Schwankungen in der Néhrstoffversorgung
konnen daher nicht vollstindig abgebildet werden. Zudem lassen sich die pharmakokinetischen
Prozesse einer potentiellen lokalen Anwendung wie beispielsweise die systemische Resorption
oder die Verteilung in angrenzende Kompartments nicht abbilden und konnen bei einer
Ubertragung in die in vivo Anwendung zu signifikanten Schwankungen im Vergleich zu den

in vitro gewonnenen Ergebnissen fiihren.

Des Weiteren bleiben systemische Variablen wie Hormonverdnderungen bei Frauen, welche
die Krankheitsaktivitit beeinflussen konnen (Masi and Chrousos, 2003; Ren et al., 2020),
systemische Medikation oder endokrine Regulation und Stress im experimentellen Modell
unberiicksichtigt. So konnte flir organische Kationen Transporter eine Inhibition durch
Hydrocortison nachgewiesen werden (Bonisch, 2021). Da Glukokortikoide zur Reduktion der
Krankheitsaktivitidt bei rheumatoiden Erkrankungen klinisch weit verbreitet sind (Ruyssen-
Witrand et al., 2025), konnten solche Interaktionen die Effektivitét einer Therapie mit THC und

anderen Wirkstoffen maB3geblich beeinflussen.
4.6 Ausblick

Wihrend in einigen Bereichen signifikante Effekte detektiert werden konnten, war die
statistische Aussagekraft fiir Exploration anderer Versuche aufgrund der begrenzten
Stichprobenanzahl limitiert. Dies manifestiert sich visuell und rechnerisch als teils grofle
Varianz in den Messwerten, die nach Bereinigung um Extremwerte persistiert. Dennoch
lieferten die Daten Evidenz fiir grundlegende pharmakologische Zusammenhénge, welche in

zukiinftigen Studien validiert und weiterfiihrend untersucht werden kdnnen.

Da nachgewiesen werden konnte, dass TRPA1 einen relevanten Einfluss auf die THC-
assoziierte Zunahme der intrazelluldren Kalziumkonzentration und somit das Zelliiberleben hat,
diesen Effekt jedoch primér im proinflammatorischen Milieu ausiibt, stellt dieser Kanal ein
vielversprechendes Ziel fiir zukiinftige Therapiestrategien dar. Nachdem jedoch signifikante
Effekte in vielen Versuchsreihen erst bei den hochsten getesteten THC-Konzentrationen (S5puM,
10uM, 25uM) nachweisbar waren, erscheint eine systemische Therapie, ob oral oder inhalativ,

wenig zielfithrend, da die durchschnittliche Serum-Konzentration nach Konsumation eines
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Joints bei etwa 100ng/ml THC liegt (“THC Rechner,” 2024), was bei einer molaren Masse von
314,46g/mol (“Delta-9-THC,” n.d.) lediglich einer Konzentration von etwa 0,318 uM/l THC
entspricht (“Masse-Molaritits-Rechner,” n.d.). Folglich ldsst sich aus den Ergebnissen ableiten,
dass durch den konventionellen Konsum von Cannabinoiden zur symptomatischen Behandlung
(zB Schmerzlinderung und antidepressive Effekte) keine THC-Serumspiegel erreicht werden

konnen, die eine direkte Modulation der synovialen Krankheitsaktivitit bewirken.

Ein vielversprechender Ansatz fiir zukiinftige Studien wére eine Lokalbehandlung, wie
beispielsweise die Durchfiihrung von Gelenksspiilungen mit hochdosiertem THC. Da in dieser
Arbeit signifikante Effekte primér auf mit TNFa vorbehandelte Zellen nachgewiesen wurden
und die Modulationen des Kalziumhaushaltes sowie der Wirkstoffaufnahme innerhalb weniger
Sekunden auftritt, sollte kiinftig untersucht werden, in welchem Umfang THC nach
kurzfristiger Exposition iiber die Synovia systemisch aufgenommen wird, und was fiir ein
Zeitrahmen einer Exposition mit nachfolgendem Auswaschen des THCs zu einem optimalen
Nutzen-Risiko-Profil ~ fiihrt.  Insbesondere im  Hinblick auf das psychotrope
Nebenwirkungsprofil von THC ist eine kritische Evaluation der systemisch verfligbaren Menge
an THC nach Lokaltherapie notwendig. Erginzend dazu wiren Kombinationstherapien aus
THC und antirheumatischen Wirkstoffen zu evaluieren, da THC nachweislich die Aufnahme
von PoPo3, dem Surrogatparameters fiir die Aufnahme von antirheumatischen Wirkstoffen,
iiber organische Kationentransporter fordert und erste Versuche mit CBD und weiteren
Wirkstoffen vielversprechende synergistische Ergebnisse lieferten. (Neumann-Raizel et al.,
2019)

Zusammenfassend stellt sich THC als vielversprechender Ansatz zur Entwicklung weiterer

Therapieansitze fiir die rheumatoide Arthritis dar.
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Anhang

Tabelle 7: p-Werte von Kalzium absolut

Kalzium absolut

Versuchsreihe Signifikante Tendenz zu Signifikanz
THC-Konzentrationen THC Konzentrationen
(p<0,5) (<0,1)

HBSS 1 (<0,001) /

Kein TNF

Kein Zusatz

HBSS / 25 (0,051)

Kein TNF

A967

HBSS 1 (<0,001) /

Kein TNF 10 (0,037)

BAPTA 25(<0,001)

HBSS 5(<0,001) /

Kein TNF 10 (0,018)

COR 25(<0,001)

HBSS 1 (<0,001) /

Kein TNF 5(<0,001)

CsA

HBSS 1 (<0,001) /

Kein TNF

D22

HBSS 1 (<0,001) /

Kein TNF 25 (0,036)
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HC3
HBSS 1(<0,001) 0,1 (0,05)
Kein TNF 25 (<0,001)
Rim
HBSS 0,1 (<0,001) /
Kein TNF 1(<0,001)
RR
HBSS 0,1 (<0,001) 1 (0,086)
Kein TNF 25(<0,001)
THC
HBSS 1(<0,001) /
TNF 5(<0,001)
Kein Zusatz 10 (<0,001)
25 (<0,001)
HBSS 1 (0,049) 0,1 (0,083)
TNF 25 (<0,001)
A967
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
BAPTA 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
COR 25(<0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
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CsA 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
D22 25(<0,001)
HBSS 0,1 (0,005)
TNF 25 (<0,001)
HC3

HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Rim 25 (<0,001)
HBSS 10 (< 0,001)
TNF 25 (<0,001)
RR

HBSS 5(0,002)
TNF 10 (< 0,001)
THC 25 (<0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Kein Zusatz 25(<0,001)
PBS /

TNF

A967

PBS 10 (< 0,001)
TNF 25 (<0,001)
BAPTA
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PBS 5 (0,006)
TNF 10 (< 0,001)
COR 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
CsA 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
D22 25 (< 0,001)
PBS 25 (< 0,001)
TNF

HC3

PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Rim 25 (< 0,001)
PBS 10 (< 0,001)
TNF 25 (< 0,001)
RR

PBS 5 (0,006)
TNF 10 (<0,001)
THC 25 (< 0,001)
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Tabelle 8: p-Werte von Kalzium auf die ersten 4 Messungen

Kalzium auf die ersten 4

Messungen

Versuchsreihe Signifikante Tendenz zu Signifikanz
THC-Konzentrationen THC Konzentrationen
(p<0,5) (<0,1)

HBSS / 5(0,057)

Kein TNF

Kein Zusatz

HBSS 25 (<0,001) /

Kein TNF

A967

HBSS 5(<0,001) /

Kein TNF 10 (<0,001)

BAPTA 25(<0,001)

HBSS 0,1 (0,044) /

Kein TNF 5(<0,001)

COR

HBSS 1 (<0,001) /

Kein TNF 5(0,002)

CsA 10 (<0,001)

HBSS 25 (<0,001) /

Kein TNF

D22

HBSS 5(<0,001) /
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Kein TNF 25 (0,038)/

HC3

HBSS 5(<0,001) /
Kein TNF

Rim

HBSS 1 (0,002) 0,1 (0,086)
Kein TNF 5(<0,001)

RR 10 (<0,001)

HBSS 5(<0,001) /
Kein TNF

THC

HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)

Kein Zusatz 25 (<0,001)

HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)

A967 25(<0,001)

HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)

BAPTA 25(<0,001)

HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)

COR 25(<0,001)

HBSS 5(<0,001) /
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77

TNF 10 (< 0,001)
CsA 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
D22 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (<0,001)
HC3 25(<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (<0,001)
Rim 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
RR 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
THC 25 (<0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (<0,001)
Kein Zusatz 25(<0,001)
PBS 25(<0,001)
TNF

A967

PBS 5(0,006)
TNF 10 (<0,001)

77
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BAPTA 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
COR 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
CsA 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
D22 25 (< 0,001)
PBS 10 (< 0,001)
TNF 25 (< 0,001)
HC3

PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Rim 25 (< 0,001)
PBS 5(0,031)
TNF 10 (< 0,001)
RR 25 (< 0,001)
PBS 5(0,017)
TNF 10 (< 0,001)
THC 25 (< 0,001)

Tabelle 9: p-Werte von Kalzium auf die Kontrolle

Kalzium auf die Kontrolle
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Versuchsreihe Signifikante Tendenz zu Signifikanz
THC-Konzentrationen THC Konzentrationen
(p<0,5) (<0,1)

HBSS 5(0,002) /

Kein TNF

Kein Zusatz

HBSS 0,1 (0,001) /

Kein TNF 5(0,038)

A967 25(<0,001)

HBSS 0,1 (<0,001) /

Kein TNF 1 (<0,001)

BAPTA 5(<0,001)
10 (< 0,001)
25 (<0,001)

HBSS 0,1 (0,003) /

Kein TNF 5(<0,001)

COR 25(<0,001)

HBSS 1(<0,001) 0,1 (0,064)

Kein TNF 5(<0,001)

CsA 10 (<0,001)

HBSS 10 (0,022) /

Kein TNF 25 (<0,001)

D22

HBSS 5(<0,001) /

Kein TNF 25(<0,001)

79




HC3

HBSS 5(<0,001) /
Kein TNF
Rim
HBSS 0,1 (0,005)
Kein TNF 1 (<0,001)
RR 5(<0,001)
10 (<0,001)
HBSS 0,1 (0,039)
Kein TNF 5(<0,001)
THC 25 (0,007)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)
Kein Zusatz 25(<0,001)
HBSS 5(0,009) 1 (0,052)
TNF 10 (< 0,001)
A967 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
BAPTA 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
COR 25(<0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
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CsA 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
D22 25(<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
HC3 25(<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Rim 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
RR 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
THC 25 (<0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Kein Zusatz 25(<0,001)
PBS 10 (<0,001)
TNF 25(<0,001)
A967

PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
BAPTA 25 (<0,001)
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PBS 1 (0,024)
TNF 5(<0,001)
COR 10 (<0,001)
25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
CsA 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (<0,001)
D22 25 (< 0,001)
PBS 1 (<0,001)
TNF 5 (< 0,001)
HC3 10 (< 0,001)
25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
Rim 25 (< 0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
RR 25 (<0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
THC 25 (< 0,001)

Tabelle 10: p-Werte von PoPo3 absolut

PoPo3 absolut
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Versuchsreihe

Signifikante

THC-Konzentrationen

(p<0,5)

Tendenz zu Signifikanz

THC-Konzentrationen

(p<0,1)

HBSS 0,1 (<0,001) /
Kein TNF 5(0,004)

Kein Zusatz 25 (<0,001)

HBSS 1 (0,002) /
Kein TNF 5(<0,001)

A967 25(<0,001)

HBSS 10 (0,002) 1 (0,058)
Kein TNF

BAPTA

HBSS 25 (<0,001) /
Kein TNF

COR

HBSS 5(0,027) /
Kein TNF

CsA

HBSS 5(<0,001) /
Kein TNF 10 (<0,001)

D22 25 (<0,001)

HBSS 1(<0,001) /
Kein TNF 5(<0,001)

HC3 25 (<0,001)

HBSS 5(<0,001) 1 (0,076)
Kein TNF
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Rim

HBSS 25(<0,001) /
Kein TNF
RR
HBSS 0,1 (<0,001) /
Kein TNF 5(0,006)
THC
HBSS 0,1 (<0,001) /
TNF 1(<0,001)
Kein Zusatz 5(<0,001)

10 (< 0,001)

25 (<0,001)
HBSS 0,1 (0,009) 1 (0,055)
TNF 5(<0,001)
A967 10 (0,001)

25(<0,001)
HBSS 25 (<0,001) /
TNF
BAPTA
HBSS 25 (<0,001) /
TNF
COR
HBSS 25 (<0,001) /
TNF
CsA

84




HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)
D22 25(<0,001)
HBSS 0,1 (<0,001) /
TNF 10 (0,006)
HC3 25(<0,001)
HBSS 25(<0,001) /
TNF
Rim
HBSS 25 (<0,001) /
TNF
RR
HBSS 10 (< 0,001) 5(0,077)
TNF 25 (<0,001)
THC
PBS 25 (<0,001) /
TNF
Kein Zusatz
PBS / /
TNF
A967
PBS 0,1 (0,046) 10 (0,086)
TNF 1 (0,003)
BAPTA 5(0,042)

25 (<0,001)
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PBS

TNF

COR

25 (0,003)

PBS

TNF

CsA

25 (< 0,001)

PBS

TNF

D22

PBS

TNF

HC3

0,1 (0,003)

5(<0,001)

PBS

TNF

Rim

10 (0,002)

PBS

TNF

RR

0,1 (0,009)
1(0,014)

25 (<0,001)

5(0,09)

10 (0,082)

PBS

TNF

THC

25 (<0,001)

Tabelle 11: p-Werte von PoPo3 auf die ersten 4 Messungen

PoPo3 auf die ersten 4

Messungen

Versuchsreihe

Signifikante

Tendenz zu Signifikanz
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THC-Konzentrationen THC Konzentrationen
(p<0.5) (r<0,1)
HBSS 5(0,033) /
Kein TNF 25(<0,001)
Kein Zusatz
HBSS 0,1 (<0,001) /
Kein TNF 25 (0,003)
A967
HBSS 5(0,026) /
Kein TNF 10 (0,005)
BAPTA
HBSS 25 (<0,001) /
Kein TNF
COR
HBSS 1 (0,016) /
Kein TNF
CsA
HBSS 0,1 (0,026) /
Kein TNF 5(<0,001)
D22 10 (<0,001)
25 (<0,001)
HBSS 0,1 (<0,001) /
Kein TNF 1 (<0,001)
HC3 5(<0,001)
10 (< 0,001)
25(<0,001)
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HBSS 25 (<0,001) 5(0,054)
Kein TNF 10 (0,05)
Rim
HBSS 5(0,01) /
Kein TNF 10 (0,041)
RR 25 (<0,001)
HBSS 25 (<0,001) 10 (0,066)
Kein TNF
THC
HBSS 1 (<0,001) /
TNF 5(<0,001)
Kein Zusatz 10 (<0,001)
25 (< 0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)
A967 25 (< 0,001)
HBSS 0,1 (0,005) /
TNF 10 (< 0,001)
BAPTA 25 (<0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (<0,001)
COR 25(<0,001)
HBSS 1 (0,024) /
TNF 25(<0,001)
CsA

88




HBSS 1 (<0,001)
TNF 5(<0,001)
D22 10 (<0,001)
25(<0,001)
HBSS 1(<0,001)
TNF 25 (<0,001)
HC3
HBSS 5(<0,001)
TNF 10 (<0,001)
Rim 25(<0,001)
HBSS 0,1 (0,015)
TNF 5(0,014)
RR 10 (< 0,001)
25 (<0,001)
HBSS 10 (0,005)
TNF 25 (<0,001)
THC
PBS 1(<0,001)
TNF 5(<0,001)
Kein Zusatz 10 (<0,001)
25 (<0,001)
PBS 1(0,01)
TNF 5(<0,001)
A967 10 (< 0,001)
25(<0,001)
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PBS 10 (< 0,001)
TNF 25 (<0,001)
BAPTA
PBS 1 (<0,001)
TNF 5(<0,001)
COR 10 (<0,001)
25(<0,001)
PBS 10 (<0,001)
TNF 25(<0,001)
CsA
PBS 0,1(0,014)
TNF 10 (0,011)
D22 25 (<0,001)
PBS 0,1 (<0,001)
TNF 10 (0,002)
HC3 25 (<0,001)
PBS 1(<0,001)
TNF 25 (<0,001)
Rim
PBS 1(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
RR 25 (<0,001)
PBS 0,1 (<0,001)
TNF 1 (0,019)
THC 10 (0,002)
25(<0,001)
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Tabelle 12: p-Werte von PoPo3 auf die Kontrolle

PoPo3 auf die Kontrolle

Versuchsreihe Signifikante Tendenz zu Signifikanz
THC-Konzentrationen THC Konzentrationen
(p<0,5) (<0,1)

HBSS 0,1 (<0,001) /

Kein TNF 1(<0,001)

Kein Zusatz 5(<0,001)
25(<0,001)

HBSS 0,1 (<0,001) /

Kein TNF 1(<0,001)

A967 5(0,011)
25 (<0,001)

HBSS 5(<0,001) /

Kein TNF 10 (<0,001)

BAPTA

HBSS 25 (<0,001) /

Kein TNF

COR

HBSS 1 (0,001) 10 (0,054)

Kein TNF 5(0,017)

CsA

HBSS 0,1 (0,039) /

Kein TNF 5(<0,001)
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D22 10 (<0,001)
25 (<0,001)
HBSS 0,1 (<0,001)
Kein TNF 1 (<0,001)
HC3 5(<0,001)
10 (<0,001)
25(<0,001)
HBSS 5(0,008)
Kein TNF 10 (<0,001)
Rim 25(<0,001)
HBSS 5(<0,001)
Kein TNF 10 (<0,001)
RR 25 (<0,001)
HBSS 25 (<0,001)
Kein TNF
THC
HBSS 1(<0,001)
TNF 5(<0,001)
Kein Zusatz 10 (<0,001)
25 (<0,001)
HBSS 1(0,012)
TNF 5(<0,001)
A967 10 (< 0,001)
25 (<0,001)
HBSS 0,1 (<0,001)
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TNF 5 (0,024)
BAPTA 10 (< 0,001)

25 (< 0,001)
HBSS 5(<0,001) /
TNF 10 (< 0,001)
COR 25 (< 0,001)
HBSS 0,1 (0,027) /
TNF 1 (0,004)
CsA 10 (0,023)

25 (< 0,001)
HBSS 1 (<0,001) /
TNF 5 (< 0,001)
D22 10 (<0,001)

25 (< 0,001)
HBSS 1 (<0,001) 10 (0,099)
TNF 5(0,015)
HC3 25 (< 0,001)
HBSS 0,1 (0,016) /
TNF 5(<0,001)
Rim 10 (< 0,001)

25 (< 0,001)
HBSS 0,1 (0,001) /
TNF 5(<0,001)
RR 10 (<0,001)

25 (< 0,001)
HBSS 10 (< 0,001) /
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TNF 25 (<0,001)
THC
PBS 1(<0,001)
TNF 5(<0,001)
Kein Zusatz 10 (<0,001)
25(<0,001)
PBS 1 (0,008)
TNF 5(<0,001)
A967 10 (<0,001)
25(<0,001)
PBS 5(<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
BAPTA 25 (<0,001)
PBS 1 (<0,001)
TNF 5(<0,001)
COR 10 (<0,001)
25 (<0,001)
PBS 10 (<0,001)
TNF 25(<0,001)
CsA
PBS 0,1 (<0,001)
TNF 1(<0,001)
D22 25 (<0,001)
PBS 0,1 (0,018)
TNF 10 (< 0,001)
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HC3 25 (< 0,001)
PBS 1(0,001)
TNF 5 (0,005)
Rim 10 (0,002)

25 (< 0,001)
PBS 1 (<0,001)
TNF 10 (< 0,001)
RR 25 (< 0,001)
PBS 10 (< 0,001)
TNF 25 (< 0,001)
THC
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