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Zusammenfassung

Asthma und COPD gehéren zu den hdufigsten chronischen Erkrankungen und sind
Hauptursachen fir Morbiditat und Mortalitdt bei Kindern und Erwachsenen weltweit. Diese
obstruktiven Lungenerkrankungen sind durch einen erhdhten Atemwegswiderstand, eine
Entziindung der Bronchien, eine Verdickung des Epithels und eine erhéhte Schleimproduktion
gekennzeichnet. Vor allem die Bronchokonstriktion stellt fur die Patienten ein grof3es Problem
dar und ist daher das Hauptziel der derzeitigen Behandlungsstrategien. Beta2
Sympathomimetika und Anticholinergika werden eingesetzt, um den Atemwegstonus zu
senken, doch sprechen viele Patienten nicht zufriedenstellend auf diese Medikamente an oder
leiden unter Nebenwirkungen. Daher werden alternative Wirkstoffe dringend benétigt. In einer
friheren Studie haben wir festgestellt, dass das Endocannabinoid System, ein kdrpereigenes
System aus Enzymen, Rezeptoren und Lipid-Mediatoren, den Geféalstonus in der Lunge
reguliert. Daher wollten wir im néchsten Schritt untersuchen, ob auch der Atemwegstonus
durch das Endocannabinoid System beeinflusst wird. Das am besten charakterisierte
Endocannabinoid ist Anandamid (AEA); es gibt einige Hinweise darauf, dass AEA den
Atemwegstonus bei Meerschweinchen modulieren kann. Die (patho)physiologische Bedeutung
dieses Effekts ist jedoch unklar. Um die Rolle von AEA bei der Regulierung des
Atemwegstonus zu klaren, haben wir die Wirkung von AEA auf isolierte Atemwege
(Trachealringe) der Maus und Prazisionsschnitte der Lunge (PCLS) ex vivo analysiert. Daneben
haben wir die zugrundeliegenden Signalwege aufgedeckt sowie die in vitro beteiligten
Zelltypen identifiziert. Abschlieend bestimmten wir die in vivo Wirkung von AEA auf den
Atemwegswiderstand und analysierten eine mogliche pathophysiologische Rolle von AEA im
Mausmodell des Ovalbumin-induzierten Asthmas.

Experimente in den Tracheen und PCLS von Mausen zeigten, dass AEA eine starke
Bronchorelaxation hervorruft. Dieser Effekt war bei Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout Mausen
unverandert, wurde aber bei Faah-/- Mé&usen und C57BL/6J Tieren, die mit dem FAAH
Inhibitor URB597 vorbehandelt wurden, stark abgeschwécht. Durch die Verwendung des nicht
hydrolysierbaren AEA Analogons Met-AEA konnte die wichtige Rolle von FAAH-abhéngigen
Metaboliten fiir die bronchiale Relaxation bestatigt werden. Die Analyse der MRNA Expression
zeigte hohe Level fur Faah in der Trachea und der Lunge, was mit einer starken FAAH Aktivitat
in diesen Geweben korrelierte. Zuséatzliche Kraftmessungen zeigten, dass auch der FAAH-
abhangige AEA Metabolit Arachidonsdure eine Atemwegsrelaxation induziert. Mit dem

Cyclooxygenase Inhibitor Indometacin konnten die relaxierenden Effekte von AEA und AA



stark minimiert werden. AuBerdem verminderte eine Kombination von EP2 und EP4
Antagonisten die AEA-abhéngige Atemwegsrelaxation, was darauf hindeutet, dass die AEA-
abhangige Bronchorelaxation PGE2-abhdangig ist. Tats&chlich flhrte die AEA Stimulation von
Trachealringen, humanen trachealen Epithelzellen (hTEPC) und glatten bronchialen
Muskelzellen (hASMC) zur Produktion von PGE2 und dessen nachgeschaltetem Mediator
CAMP. Interessanterweise waren in den Lungen von OVA-sensibilisierten Mausen die AEA
Konzentrationen sowie die Expression der AEA Syntheseenzyme im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren reduziert, was darauf hindeutet, dass eingeschréanktes AEA Signaling
zur Pathophysiologie von Asthma beitragen kénnte. Schlie3lich fiihrte die Applikation von
AEA in asthmatischen Mdusen zu einer Bronchorelaxation in PCLS und auch zu einer
Reduktion des Atemwegswiderstands in vivo, was auf eine potenzielle therapeutische

Bedeutung des AEA Signalwegs auch bei obstruktiven Lungenerkrankungen hindeutet.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass diese Arbeit die wichtige Rolle der AEA/FAAH Achse
bei der Regulierung des Atemwegstonus aufzeigt. Wir konnten AEA als wirksames
Bronchorelaxans in gesunden und asthmatischen Méausen identifizieren und die besondere
physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Endocannabinoid Signaltibertragung
bei obstruktiven Lungenerkrankungen demonstrieren. Diese Erkenntnisse kdnnten mittelfristig

zu neuen therapeutischen Anséatzen bei chronischen Lungenerkrankungen fiihren.



Summary

Asthma and COPD are among the most common chronic diseases representing a leading cause
of morbidity and mortality in children and adults worldwide. These obstructive lung diseases
are characterized by elevated airway resistance, bronchial inflammation, thickening of the
epithelium and increased mucus production. In particular bronchoconstriction is a major
problem for patients and therefore the main target of current treatment strategies. Beta
adrenergic agonists and anti-cholinergics are applied to lower airway tone, however, there are
many patients that do not respond satisfactorily to these drugs or suffer from side effects. Hence,
alternative drug targets are urgently required. In a previous study we found that the
endocannabinoid system that is an endogenous biological system comprised of enzymes,
receptors and lipid mediators, regulates vascular tone in the lung. Therefore, we now wondered
if also airway tone can be affected by the endocannabinoid system. The best-characterized
endocannabinoid is anandamide (AEA) and there are few hints that AEA can modulate airway
tone in guinea pigs. However, the (patho)physiological relevance of this effect is still unclear.
To clarify the role of AEA in airway tone regulation, we analyzed the effect of AEA on isolated
airways and precision cut lung slices (PCLS) of mice ex vivo, uncovered the underlying
signaling pathways and identified the cell types involved in vitro. Finally, we determined the in
vivo effect of AEA on airway resistance and assessed a potential pathophysiological role of
AEA in the mouse model of ovalbumin (OVA)-induced asthma.

Experiments in murine tracheas and PCLS revealed that AEA induces a strong
bronchorelaxation. This effect was unaltered in Cnrl-/-/Cnr2-/- double knockout mice but it
was strongly attenuated in Faah-/- mice and C57BL/6J mice pretreated with the FAAH inhibitor
URB597. By use of the non-hydrolyzable AEA analogue Met-AEA the important role of
FAAH-dependent metabolites for bronchorelaxation was confirmed. Analysis of mRNA
expression demonstrated high Faah levels in trachea and lung, which correlates with a strong
FAAH activity in these tissues. Additional force measurements show that also the FAAH-
dependent AEA metabolite arachidonic acid induced airway relaxation, using the
cyclooxygenase inhibitor indomethacin, the relaxing effects of AEA and AA were diminished.
Furthermore, a combination of EP2 an EP4 antagonists strongly attenuated AEA-dependent
airway relaxation indicating that PGE2 is involved. In fact, stimulation of tracheal rings, human
tracheal epithelial (WnTEPC) and airway smooth muscle cells (hRASMC) by AEA resulted in the
production of the PGE2 and its downstream mediator cCAMP. Interestingly, in lungs of OVA-
sensitized mice AEA levels as well as the expression of AEA synthesis enzymes were reduced



compared to healthy controls indicating that impaired AEA signaling could contribute to the
pathophysiology of asthma. Finally, also in asthmatic mice AEA application induced airway
relaxation in PCLS and also in airway resistance measurements in vivo suggesting a potential

therapeutic capacity of AEA signaling

Summarized, this work reveals the important role of the AEA/FAAH axis in airway tone
regulation. We establish AEA as an effective bronchorelaxant in healthy and asthmatic mice,
which demonstrates the physiological and pathophysiological relevance of endocannabinoid

signaling in vivo.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Endocannabinoidsystem
1.1.1 Fruhe Nachweise der Cannabis-Anwendung und Entdeckung des
Endocannabinoidsystems

Die Nutzung von Cannabis (botanisch Cannabis sativa) als Heil- und Nutzpflanze reicht
geschichtlich weit zurtick. Im éltesten bekannten Arzneibuch ,,Shen-nung Pen-ts’ao Ching*
(2800 v. Chr.) finden sich Eintragungen Uber die medizinischen Eigenschaften der Pflanze
sowie psychotrope Nebenwirkungen bei exzessivem Gebrauch 2. Medizinische Anwendung
fand Cannabis bei der Versorgung von Wunden, der Therapie von Fieber sowie der Behandlung
von Gicht oder Geistesabwesenheit. Des Weiteren wurde Cannabis bei sozialen und religidsen
Ritualen sowie Zeremonien verwendet 2. Erst ab dem 5 Jh. v. Chr. gelangte die Hanfpflanze
nach Griechenland, wie die Aufzeichnungen des antiken griechischen Geschichtenschreibers
Herodot belegen. So verwendeten die Skyten, ein Reiternomadenvolk aus der eurasischen
Steppe nordlich des schwarzen Meeres, Cannabis bei Beerdigungszeremonien. Sie versetzen
sich durch Cannabisrauch in einen Trancezustand, um die Seelen der Verstorbenen ins Jenseits
zu begleiten *. Im Mittelalter erhielten muslimische Arzte durch Ubersetzung der Werke
Dioskurides und Dalens Kenntnis tber die Verwendung und Wirkung verschiedener
Arzneimittel, u.a. auch von Cannabis. So erwahnte der beriihmte arabische Arzt Ibn Sina
(Avicenna) den Gebrauch von Cannabis im ,,Canon medicinae* °. Ende des 18. Jahrhunderts
gelangte Cannabis durch Truppen Napoleon Bonapartes von Agypten nach Europa und wurde
zur Behandlung von Schmerzen, Schlafstérungen und Depressionen eingesetzt °. Erste
Experimente zur pharmazeutischen Anwendung von Cannabis gehen auf den irischen Arzt
O’ Shaughnessy sowie den franzdsischen Psychiater Moreau zuriick ~°. Kaum Beachtung fand
Cannabis Anfang des 20. Jahrhunderts, da zum Einen die Forschung nach alternativen Mitteln
wie Opiaten und Barbituraten stark vorangetrieben wurde und zum Anderen die
pharmakologischen Effekte von Cannabis keinem konkreten Wirkstoff zugeordnet werden
konnten °. Zudem geriet Cannabis als Rohstofflieferant fiir Drogen in Verruf. Erst in den
sechziger Jahren gelangte Cannabis wieder in den Fokus der Wissenschaft, da es gelungen war,
das psychoaktive Cannabinoid A9-Tetrahydrocannabinol (THC) aus der Cannabis Pflanze zu

isolieren und seine Struktur zu analysieren !

. In der Folge wurden weitere wirksame
Bestandteile der Cannabis Pflanze isoliert, darunter Cannabidiol und Cannabinol.
Strukturanalysen ergaben, dass alle Cannabinoide eine trizyklische Struktur bestehend aus
einem zentralen Pyranring, einem Phenolring mit Pentylgruppe sowie einem mehrfach

ungesattigten Cyclohexylring besitzen. Durch die intensive Erforschung von THC wurden die
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Einleitung

beiden Cannabinoidrezeptoren Typ 1 (CB1 Rezeptor) und Typ 2 (CB2 Rezeptor)
entdeckt 1213, Hierdurch gelang ein bedeutender Fortschritt in der Erforschung von Cannabis
sativa als Pharmakon. Aus der Existenz beider Rezeptoren schloss man, dass neben exogenen
Stoffen auch endogene Stoffe hieran binden kdnnen. Entsprechend wurden zwei Jahre spater
Endocannabinoide als neue Klasse zellularer Botenstoffe identifiziert. Die Arbeitsgruppe um
Devane konnte als erstes endogenes Cannabinoid N-Arachoidonylethanolamid (Anandamid;
AEA) aus dem Gehirn von Schweinen isolieren. Abgeleitet wurde der Name Anandamid von
Ananda, dem Sanskrit-Wort fiir Freude oder reines Gliick . Mit der Endeckung des
Endocannabinoidsystems stieg das Interesse, dieses System systematisch und biomedizinisch

eingehend zu erforschen.

1.1.2 Cannabinoidrezeptoren

Die Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 gehdren zur Klasse der G Protein-gekoppelten
Rezeptoren, deren 7 Transmembrandomanen Uber jeweils drei intra- sowie extrazellulére
Schleifen verbunden sind. Eine Aktivierung kann entweder durch pflanzliche Cannabinoide
(THC, Cannabinol), endogene Cannabinoide (AEA, 2-Arachidonylglycerol (2-AG)) inklusive
des synthetischen AEA-Analogons (R)-(+)-Methanandamid, synthetische Aminoalkylindole
oder Indol-Derivate wie JWH-015, WIN 55,212-2 oder AM-1241 sowie CP55,940 aus der
Gruppe der synthetischen nicht-klassischen Cannabinoide erfolgen >, Urspriinglich ging man
davon aus, dass Cannabinoidrezeptoren in verschiedensten Geweben funktionell mit G
Proteinen aus der Gai/o Familie gekoppelt sind. Eine Aktivierung bewirkt die Inhibierung der
Adenylatcyclase, wodurch  die intrazellulare =~ Konzentration von  zyklischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) stark verringert wird. Dieser verringerte CAMP Spiegel fiihrt
wiederum zu einer Abnahme der Proteinkinase A Aktivitat, wodurch die Offnung von Ca?*-
Kandalen vermindert wird. In einigen Studien wurde allerdings entdeckt, dass ebenfalls G
Proteine der Gs-Familie funktionell mit den Cannabinoidrezeptoren assoziiert sind, dessen
Aktivierung wiederum zu einer Aktivierung der Adenylatcyclase fithrt 1. Hinzu kommt, dass
beide Cannabinoidrezeptoren die Phosphorylierung und Aktivierung verschiedener Mitglieder
der Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen regulieren 20, Fiir CB1 Rezeptoren ist
dartiber hinaus bekannt, dass ihre Stimulation zu einer Aktivierung von Gq Proteinen fuhren
kann 8. CB1 Rezeptoren werden besonders stark in verschiedenen Strukturen des Gehirns
exprimiert, in abnehmender Anzahl in Riechkolben, Kleinhirn, Hippocampus tiber Cortex und
Amygdala bis hin zu Thalamus und Hirnstamm. Vornehmlich konzentriert sich hierbei die
Expression auf prasynaptische Nervenenden glutamaterger und GABAerger Neurone 2123,

Neben der neuronalen Expression findet sich der CB1 Rezeptor aber auch in nicht-neuronalen
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Zellen wie Astrozyten. Eine Aktivierung des Rezeptors fordert gleichzeitig die neuronale
Versorgung mit Metaboliten sowie die Entsorgung von Abfallprodukten. Als Teil der tripartiten
Synapse, einer engen physikalischen und funktionellen VVerbindung von prasynaptischer und
postsynaptischer Membran sowie Astrozyten, spielen Astrozyten zudem eine Rolle bei der
synaptischen Transmission und Plastizitat 2*. Die Aktivierung des CB1 Rezeptors durch
postsynaptische Freisetzung von Endocannabinoiden fihrt in Astrozyten Gber Gg/11 zu einer
Aktivierung der Phospholipase C (PLC), woraufhin es zu einer intrazellularen Erhéhung der
Ca?" Konzentration und daraus resultierend zur Abgabe von Gliotransmittern kommt. Dies fiihrt
zum einen zur Potenzierung der synaptischen Transmission benachbarter Zellen durch
Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren (mGIuR1), zum anderen zur direkten
Freisetzung des Transmitters Glutamat. Prasynaptische N-Methyl-D-Aspartat Rezeptoren
(NMDAR) werden aktiviert, was wiederum zu einer synaptischen Langzeit-Depression (long-
term depression, LTD) filhrt 2>28, Neben der Expression im Gehirn ist der CB1 Rezeptor ebenso
im peripheren Nervensystem sowie in fast allen S&ugetiergeweben und —organen, wie
beispielsweise der glatten Muskulatur, Knochen, Haut, Herz, Leber oder Lunge nachweisbar
2933 Im Vergleich zum CB1 ist die Expression des CB2 Rezeptors im Gehirn sehr gering und
beschrankt sich auf Mikroglia, die Immuneffektorzellen des zentralen Nervensystems 43¢,
Seine Funktion im Gehirn wird kontrovers diskutiert und ist Gegenstand intensiver Forschung.
Im Gegensatz dazu ist die Expression des CB2 Rezeptors auf Zellen des Immunsystems, wie
Makrophagen oder B- und T-Zellen gut etabliert. 133740 Eine Aktivierung des CB2 Rezeptors
fiihrt hier zu einer verminderten Abgabe proinflammatorischer Zytokine 8. Im Pankreas %!, der
Leber 42, den Knochen “** sowie Hoden und Lunge 33 konnte die Expression des CB2
Rezeptors ebenfalls nachgewiesen werden. In der Lunge ist die genaue Lokalisation der
Expression und Funktion beider Cannabinoidrezeptoren allerdings weiterhin unklar 34546, |m
respiratorischen Epithel lassen sich beide Rezeptoren nachweisen, wobei hier die Expression
des CB1 Uberwiegt #’. Weiterhin werden beide Rezeptoren von den meisten Immunzellen der
Lunge exprimiert *4°, Eine starke Expression des CB2 Rezeptors findet sich in eosinophilen
Granulozyten und Monozyten, wobei in beiden Zellen auch die Expression des CB1 Rezeptors
nachweisbar ist %52, Studien belegen, dass eosinophile Granulozyten chemotakisch auf
Cannabinoide reagieren und eine selektive Stimulation des CB2 Rezeptors zu einer gesteigerten

Chemotaxis fiihrt 453,
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1.1.3 Physiologie des Endocannabinoidsystems (ECS)

Das ECS, bestehend aus den Cannabinoidrezeptoren, den dazugehdrigen endogenen Liganden
sowie Enzymen zur Synthese und Abbau von Endocannabinoiden, ist ein komplexes und
bedeutendes physiologisches System im Korper. Nachweislich ist das ECS phylogenetisch sehr
alt und evolutionar hochgradig konserviert >*. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass alle
untersuchten Vertebraten und Invertrebraten — mit Ausnahme der Fruchtfliegen und des
Fadenwurms — ein ECS besitzen . Da das ECS nahezu in allen Organen vorkommt, spielt es
eine bedeutende Rolle bei zahlreichen Stoffwechselfunktionen. So konnte bereits der Einfluss
auf das Immunsystem, Stressreaktionen, die Regulation des Essverhaltens und Ubelkeit, den
Schlaf-Wach Rhythmus sowie auf kardiovaskulare Funktionen beschrieben werden -5,

Dariiber hinaus beeeinflussen Endocannabinoide Lern- und Gedéchtnisprozesse 2%,

1.1.4 Biosynthese von AEA

Die Speicherung von AEA erfolgt nicht, wie bei anderen Neurotransmittern Ublich, in
synaptischen Vesikeln. Vielmehr erfolgt die AEA Synthese nach Bedarf aus den inaktiven
Vorstufen, den Membranphospholipiden . Vorrangig getriggert wird die Synthese durch Ca?*
Einstrom in die Zelle. Fir die Synthese ist die in der Plasmamembran verankerte N-
Acylphosphatidylethanolaminphospholipase D (NAPE-PLD) verantwortlich, welche per
enzymatischer Hydrolyse aus N-Acylphosphatidylethanolamin (NAPE) AEA bildet 5%, Es
handelt sich um eine Zink-Metallohydrolase mit R-Lactamase-Faltung, die weder strukturell
noch funktionell mit anderen Enzymen inklusive der Phospholipase D (PLD) vergleichbar ist.
Allerdings deuten einige Studien an, dass NAPE-PLD zumindest in ihrer katalytischen
Aktivitat gegenliber Phospholipasen der Phosphatidylcholin-2-acylhydrase A (PLA2) ahnelt
6970 Diese katalysiert die hydrolytische Spaltung von Membranphospholipiden, wie
Phosphatidylethanolamin, in Arachidonsdure und andere Eicosanoide. Aktiviert wird die
NAPE-PLD durch Ca?" Influx "2 Mit 89% Ubereinstimmung innerhalb der
Aminosauresequenz ist NAPE-PLD in verschiedenen Spezies (Maus, Ratte, Mensch) gut
konserviert 3. Die NAPE-PLD Verteilung im Gehirn stimmt im Wesentlichen mit der des CB1
Rezeptors berein. So konnten hdchste Konzentrationen von NAPE-PLD im Hippocampus
oder den Basalganglien gefunden werden 8. Ausgangspunkt der AEA Synthese bildet
Phosphatidylethanolamin (PE), welches enzymatisch durch eine Ca?*-abhingige N-
Acyltransferase (NAT) in N-Acylphosphatidylethanolamin (NAPE) umgewandelt wird. NAPE
selbst wird anschliefend durch NAPE-PLD in Phosphatidsduren und AEA hydrolysiert. Da
jedoch Experimente an NAPE-PLD-/- M&usen gezeigt haben, dass die AEA Konzentration im

Gehirn dieser Mause im Vergleich zu Wildtyp Mausen nicht wesentlich reduziert ist, geht man
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davon aus, dass AEA durch weitere Enzyme synthetisiert werden kann 4. Entsprechende
Studien konnten zeigen, dass fiir die Synthese von AEA neben NAPE-PLD die Enzyme a/b-
Hydrolase 4 (ABHD4), Glycerophosphodiester phosphodiesterase 1 (GDE1) sowie die Protein
Tyrosin Phosphatase Nicht-Rezeptor Typ 22 (PTPN 22) verantwortlich sein kénnen. Durch
ABHD4 werden beide Acyl-Gruppen von N-Acylphosphatidylethanolamin (NAPE)
abgespalten, wodurch Glycerophospho-N-arachidonoylethanolamin (GpAEA) entsteht. Dieses
wiederum wird von der GDE1 in AEA und Glycerol-3-phosphat hydrolysiert ">~"7. Ferner wird
NAPE durch eine Phospholipase C (PLC) zu Phospho-N-arachidonoylethanolamin (Phospho-
AEA) gespalten, welches wiederum durch PTPN22 dephosphoryliert wird 87 (Abb. 1).
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Abbildung 1: Stoffwechselwege der Anandamid (AEA) -Synthese

Startpunkt der AEA Biosynthese bilden Membranphospholipide, die durch die N-Acyltransferase (NAT) zu N-
arachidonoylphosphatidylethanolamin (NAPE) acyliert werden. NAPE wiederum kann dann Uber drei
verschiedene Synthesewege zu N-arachidonoylethanolamin (AEA) umgebaut werden. Durch die a/b-Hydrolase 4
(ABHD4) wird NAPE durch Abspaltung beider Acyl-Gruppen zu Glycerophospho-N-arachidonoylethanolamin
(Gp-AEA) hydrolysiert und nachfolgend durch die Glycerophosphodiester phosphodiesterase 1 (GDE1) unter
Abspaltung von Glycerol-3-phosphat zu AEA dephosphoryliert. Uber die N-
Acylphosphatidylethanolaminphospholipase D (NAPE-PLD) wird NAPE direkt per Hydrolyse zu AEA
umgewandelt. Die Phospholipase C (PLC) spaltet NAPE in 1,2-Diacylglycerol und Phospho-N-
arachidonoylethanolamin (Phospho-AEA). Uber die nachfolgende Dephosphorylierung von Phospho-AEA durch
die Protein Tyrosin Phosphatase Nicht-Rezeptor Typ 22 (PTPN 22) entsteht ebenfalls AEA.
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1.1.5 Degradation von AEA

AEA wird nach der Synthese durch NAPE-PLD intrazelluldr freigesetzt und gelangt tber
verschiedene Transportmechanismen in den Extrazellularraum. Hier erfolgt die Bindung an
CB1 und/oder CB2 Rezeptoren. Gleichfalls ist die Aufnahme extrazellularen AEAs aufgrund
seines lipophilen Charakters durch Diffusion in die Zelle moglich 88, Intrazellular wird AEA
typischerweise durch die Fettsdureamid-Hydrolase (FAAH) Uber hydrolytische Spaltung in
Arachidonsdure (arachidonic acid, AA) und Ethanolamin umgewandelt. FAAH ist ein
homodimeres Transmembranprotein mit einer N-terminalen Transmembrandoméne. 1985
wurde FAAH erstmals als AEA-abbauendes, membranstdndiges Enzym in der Rattenleber
beschrieben 2. Eine eingehendere molekulare Charakterisierung der FAAH gelang einige Jahre
spater in N18TG2 Neuroblastomzellen 2, Gehirngewebe von Saugetieren 38 sowie
transfizierten COS-7 Zellen 8. Anhand weiterer Studien wurde deutlich, dass FAAH hoch
konserviert innerhalb der Eukaryoten vorkommt &8 und entsprechend eine bedeutende Rolle
im ECS spielt. Durch die Verwendung von Faah-/- M&usen konnte gezeigt werden, dass bei
fehlender FAAH die Hydrolyserate von AEA und anderen Fettsaureamiden (FAAS) innerhalb
des Gehirns 50- bis 100-fach reduziert ist, weshalb eine bis zu 15-fach erhohte AEA-
Konzentration nachweisbar war. Dies verdeutlicht, dass die FAAH das Schliisselenzym des
hydrolytischen Abbaus darstellt 8-, Fiir die Untersuchung pharmakologischer Effekte durch
die Inaktivierung der FAAH Aktivitdt wurden verschiedene Inhibitoren wie URB597
entwickelt. Anhand zahlreicher Studien zur Hydrolyseaktivitdt der FAAH konnte gezeigt
werden, dass neben AEA weitere Amide wie OEA, PEA aber auch 2-AG durch die FAAH
hydrolysiert werden kénnen 892-% Nach der intrazellularen Hydrolyse von AEA durch FAAH
zu AA und Ethanolamin erfolgt die weitere Metabolisierung der AA durch Lipoxygenasen
(LOX), Cyclooxygenasen (COX) oder Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP450) (Abb. 2).
Lipoxygenasen (LOX-5, LOX-8, LOX-12 und LOX-15) katalysieren die Umwandlung der AA
zu Leukotrienen, Lipoxinen oder Hydroperoxyeikosatetraensauren (HPETE) %. Durch
Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) erfolgt die enzymatische Hydrolyse der AA (ber das
Zwischenprodukt Prostaglandin H2 (PGH2) zu Prostaglandinen (PG), Prostacyclin (PGI2) oder
Thrombroxanen (TXA) %2°, CYP 450 wiederum hydrolysieren AA zu Epoxyeikosatrienséaure
(EET) oder 20-Hydroxyeikosatetraensaure (20-HETE) 00-102,
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Abbildung 2: Metabolisierung von AEA

AEA kann entweder als extrazellularer Agonist die Aktivierung der Cannabinoidrezeptoren 1 und 2 (CB1/CB2)
initiieren oder intrazellular durch die Fettsdaureamid-Hydrolase (FAAH) zu Arachidonsdure (AA) und Ethanolamin
hydrolysiert werden. Anschliefend erfolgt die Umwandlung von AA durch Lipoxygenasen (LOX) zu
Leukotrienen, Lipoxinen oder Hydroperoxyeikosatetraensauren (HPETES) oder durch Cyclooxygenasen (COX)
Uber Prostaglandin H2 (PGH2) zu Prostaglandinen, Prostacyclin oder Thromboxanen. Cytochrom P450
Monooxygenasen  (CYP450) hydrolysieren AA zu Hydroxyeikosatetraensduren (HETEs) oder
Epoxyeicosatriensauren (EETS).

Die ubiquitéar exprimierte COX Isoform COX-1 ist standig aktiv, wohingegen COX-2 nur bei
Bedarf durch Zytokine aktiviert wird %1% PGH2, das Produkt der COX-induzierten
Hydrolyse der AA, ist das Substrat verschiedener nachgeschalteter Synthasen wie der
Prostaglandin F Synthase (PGFS), Prostaglandin-H2 D-lsomerase (PGDS), Prostaglandin |
Synthase (PGIS), drei verschiedener Prostaglandin E Synthase Isoformen sowie der
Thromboxan-Synthase 1 (TXASL). In Bezug auf die Prostaglandin E Synthase kénnen drei
verschiedenen Isoformen, die mMPGES-1, mPGES-2 sowie die cPGES anhand ihrer Lokalisation
oder Assoziation zu beiden COX-Isoformen unterschieden werden 1%, Die genannten

spezifischen Synthasen wandeln PGH2 in die verschiedenen Prostaglandine bzw. Thromboxan
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A2 um. Diese Prostaglandine wiederum tiben durch Aktivierung membranstéandiger G Protein-
gekoppelter Rezeptoren (GPCR) unterschiedliche teils sogar gegenséatzliche Funktionen aus
(Abb. 3). Innerhalb der Familie der Prostaglandin Rezeptoren sind acht verschiedene
Rezeptoren bekannt, die entsprechend ihres bevorzugten Substrates benannt sind. Prostaglandin
D2 (PGD2) aktiviert vornehmlich den Prostaglandin-D1-Rezeptor (DP1) oder Prostaglandin-
D2-Rezeptor (DP2), Prostaglandin E2 (PGEZ2) hingegen die vier verschiedenen Prostaglandin-
E-Rezeptoren (EP 1-4). Hinzu kommen noch Prostaglandin F2o (PGF2) sowie Prostacyclin
(PGI2) und Thromboxan A2 (TXA2), welche jeweils den Prostaglandin-F2a- (PGF2R),
Prostacyclin-12- (IP) sowie Thromboxan-A2- (TXA2R) Rezeptor aktivieren. Die Aktivierung
der Prostaglandin-Rezeptoren EP1, PGF2R sowie TXAZ2R flhrt Gber eine Gq und PLC
Aktivierung zu einer Erhéhung der intrazelluliren Ca®* Konzentration, infolgedessen
beispielsweise in Geféalien eine Kontraktion ausgeldst werden kann. Speziell fir EP1 und EP3
ist bekannt, dass sie die Konstriktion der Atemwege induzieren °. Ferner fiihrt eine
Aktivierung des EP3 sowie EP2 Uber Aktivierung eines Gi Proteins zu einer Inhibierung der
cAMP Produktion und/oder gleichzeitig tiber die PLC zu einer gesteigerten intrazellularen Ca2*
Konzentration. Demgegenuber fuhrt die Aktivierung der Rezeptoren DP1, EP2, EP4 und IP
uber Aktivierung eines Gs Proteins zu einer Stimulation der Adenylylcyclase (AC). Hierdurch
wird die vermehrte Produktion von cAMP initiiert, wodurch eine Relaxation induziert werden
kann. Im Bezug auf die bronchiale Dilatation geht man von einer direkten Aktivierung des EP2

in den glatten Muskelzellen der Atemwege aus 1%’.
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Abbildung 3: Arachidonsaure Signalweg

Die Umwandlung von AA zu Leukotrienen, Lipoxinen oder Hydroperoxyeikosatetraensauren (HPETES) erfolgt
durch Lipoxygenasen (LOX). Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP450) hydrolysieren AA zu
Hydroxyeikosatetraensauren (HETES) oder Epoxyeicosatriensauren (EETs). Durch Cyclooxygenasen (COX) wird
AA zu Prostaglandin H2 (PGH2) umgewandelt, welches das Substrat verschiedener Synthasen darstellt. Die
entstehenden Prostaglandine (PGF2, PGD2, PGI2, PGE2), Prostacyclin (PGI2) oder Thromboxan (TXA2)
aktivieren jeweils ihre spezifischen Rezeptoren, wodurch intrazellular Gg, Gs oder Gi Proteine aktiviert werden.
Uber die Aktivierung eines Gq Proteins kommt es zu einer Erhdhung der intrazelluliren Ca?* Konzentration,
infolgedessen eine Konstriktion in Bronchien oder GefaRen ausgeldst wird. Die Aktivierung eines Gs Proteins
fuhrt hingegen zu einem Anstieg der intrazelluldren cAMP Konzentration und bewirkt nachfolgend eine
Relaxation. Eine Aktivierung der Gi Proteine fiihrt neben einer Senkung der cAMP Konzentration gleichzeitig zu
einer Erhéhung der Ca?* Konzentration, wodurch ebenfalls eine Kontraktion ausgeldst wird.
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1.1.7 Struktur und Funktion der Endocannabinoide

Endocannabinoide sind bioaktive lipophile Signalmolekule, die aus einem ungeséttigten
Fettsdurerest mit C20-Grundkorper sowie einer Uber Amid-, Ester- oder Etherbindung
verknipften polaren Kopfgruppe bestehen. Sie gehoren zur Klasse der Fettsaureamide (FAAS).
Weiterhin  konnen sie der Gruppe hydrophober hormondhnlicher Substanzen, den
Eicosanoiden, zugerechnet werden. Ihre Funktion wurde zuerst im Nervensystem untersucht,
wobei sich die Signaltbertragung deutlich von denen klassischer Neurotransmittersysteme
unterscheidet. Normalerweise werden durch Depolarisation der Prasynapse die in Vesikeln
gespeicherten Neurotransmitter, wie Glutamat oder Gamma-Amino-Buttersédure (GABA), in
den synaptischen Spalt abgegeben, um dann auf das postsynaptische Neuron zu wirken. Die
Wirkung der Endocannabinoide verldauft hingegen retrograd. Im Zuge der Depolarisation der
Postsynapse werden bei Bedarf Endocannabinoide synthetisiert und freigesetzt, damit sie an
CB1 Rezeptoren in der prasynaptischen Membran binden. Durch die Aktivierung von Gi/o-
Proteinen werden Ca?*- und K*-Kanile reguliert und die weitere Ausschiittung von
Neurotransmittern verhindert. Diese Art der retrograden Wirkungsweise kommt sowohl bei
exzitatorischen als auch inhibitorischen Neuronen vor %, Wie die Ausschiittung und der
Transport der Endocannabinoide genau erfolgt, wird weiterhin intensiv untersucht. Man
vermutet, dass Endocannabinoide aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften durch
Zellmembranen hindurch diffundieren kénnen 1%, Die beiden wichtigsten Endocannabinoide
AEA und 2-AG sind nach heutigem Kenntnisstand bestens untersucht und pharmakologisch
charakterisiert %11 AEA ist ein hoch spezifischer partialer Agonist des CB1 Rezeptors (Ki
61 nM) und zeigt nur schwache Affinitat fir den CB2 Rezeptor (Ki 1930 nM). Im Vergleich
dazu ist 2-AG ein Vollagonist beider Rezeptoren, allerdings mit moderater bis schwacher
Affinitat 11214 Fir AEA konnte die hichste Konzentration im Gehirn, insbesondere im
Hippocampus, gemessen werden 67115116 Da jedoch das Basallevel von 2-AG im Gehirn 1000-
mal hoher ist als das von AEA, wird davon ausgegangen, dass 2-AG der priméare endogene
Ligand der Cannabinoidrezeptoren ist 114117118 Neben der Affinitat von AEA fir den CB1
Rezeptor kénnen auch TRPV1 Rezeptoren aktiviert oder T-Typ Ca®*-Kanile durch AEA
inhibiert werden %12 Weiterhin reguliert AEA die Biosynthese sowie retrograd die
physiologische Wirkung von 2-AG, wodurch die essentielle Bedeutung von AEA fir die
synaptische Transmission deutlich wird %2 In den letzten Jahren wurden weitere
Endocannabinoide wie Noladin ether (2-AGE), O-Arachidonoylethanolamid (Virodhamin) und

N-arachidonoyl-dopamin (NADA) identifiziert und untersucht 12312, Zu den Eicosanoiden
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gehéren auch zwei weitere Endocannabinoid-ahnliche Substanzen, Palmitoylethanolamid
(PEA) und Oleoylethanolamid (OEA) (Abb. 4).
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Abbildung 4: Chemische Strukturformeln verschiedener Eicosanoide

Anandamid (AEA), 2-Arachidonylglycerol (2-AG), 2-Arachidonylglycerylether (Noladin ether), Virodhamin und
N-Arachidonoyldopamin (NADA) sind Arachidonséure-Derivate mit 20 Kohlenstoffatomen. Bei AEA st
Ethanolamin an das C1-Atom des Arachidonsaure-Grundkdrpers gebunden. 2-AG besitzt an seinem C1-Atom als
funktionelle Gruppe Glycerol, Noladin ether am C1-Atom Glycerylether. Virodhamin, auch als O-
Arachidonylethanolamid bezeichnet, ist wie AEA ein Ethanolamin-Derivat der Arachidonsédure. N-
Arachidonyldopamin (NADA) besitzt Dopamin als funktionelle Gruppe. Oleoylethanolamid (OEA) und
Palmitoylethanolamid (PEA) sind Fettsiureamide mit biogenetischer Ahnlichkeit zu den Eicosanoiden, jedoch nur
geringer Affiniét gegeniiber den Cannabinoidrezeptoren.

Ihre Synthese und ihr Abbau erfolgen auf gleiche Weise wie bei AEA 1%, zudem zeigen beide
Substanzen vergleichbare cannabimimetische Eigenschaften 27128 Aufgrund ihrer sehr
geringen Affinitat gegentber beiden Cannabinoidrezeptoren gehdren sie aber streng genommen
nicht zu den Endocannabinoiden. Mdoglicherweise beeinflussen sie dennoch (ber den
,entourage effect das Endocannabinoidsystem. Als ,,entourage effect bezeichnet man die

synergetische Wirkung verschiedener Cannabinoide aber auch das Zusammenspiel von
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Cannabinoiden und Terpenen, wodurch eine hohere Wirksamkeit und Vertraglichkeit
entstehen. Fur PEA ist beispielsweise bekannt, dass es die Rezeptoraffinitat erhoht, die

endogene AEA Aktivitat steigert und/ oder den enzymatischen Abbau von AEA verringert. 127;
129,130

1.1.8 Wirkung der Endocannabinoide im Gefal3system

Das ECS ist maRgeblich an der Regulation physiologischer Abldufe sowohl im ZNS als auch
in der Peripherie beteiligt. Die komplexen kardiovaskularen Effekte von Endocannabinoiden
innerhalb verschiedener Spezies wurden eingehend durch Kunos et al. beleuchtet. So erfolgt
nach intravendser Injektion von AEA bei anésthesierten Ratten eine dreiphasige
Blutdruckantwort bestehend aus einem vagal vermittelten ersten Blutdruckabfall gefolgt von
einem Sympathikus-vermittelten Blutdruckanstieg und letztlich einer Hypotonie. Diese
Hypotonie ist CB1 Rezeptor-abhédngig, denn durch Verwendung des selektiven CB1 Rezeptor
Antagonisten SR14176A konnte der Effekt vollstdndig inhibiert werden. Ebenso zeigen
Experimente mit Cnrl-/- Méusen, dass hier die AEA-vermittelte Hypotonie im Vergleich zu
Wildtyp Tieren fehlt 3. Zahlreiche Untersuchungen an anasthesierten Ratten belegen, dass
Cannabinoide stark vasodilatierend auf koronare, zerebrale sowie renale GefiRe wirken 32,
Uber welche komplexen Mechanismen die kardiovaskulire Vasodilatation vermittelt wird,
stellte die Arbeitsgruppe um Di Marzo anschaulich dar. Neben einer Aktivierung des
Transienter Rezeptor-Potential-Kationenkanal der Unterfamilie V, Subtyp 1 Rezeptors
(TRPV1) auf perivaskularen Neuronen spielen vasodilatorische Peptide, verschiedene Ca?*-
und K*-Kanéle sowie die Metabolite der AEA Hydrolyse eine entscheidende Rolle 133134, Das
ECS spielt aber nicht nur eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle des Herzschlags und
Blutdrucks Gesunder, sondern beeinflusst zudem die Herztétigkeit und das arterielle
GeféaRsystem unter pathophysiologischen Bedingungen. So konnte fur AEA erstmalig durch
Untersuchungen an isolierten pulmonalen Arterien von Patienten mit Lungenkarzinom gezeigt
werden, dass AEA nach Vorkontraktion der Gefale eine konzentrationsabhéngige
Vasodilatation bewirkt **. Ein vergleichbarer AEA Effekt konnte ebenfalls an kontrahierten
pulmonalen Arterien der Ratte gezeigt werden. Hier wurde zudem erstmalig festgestellt, dass
die Vasodilatation Endothel-abhangig ist 136, Dass AEA aber nicht nur vasodilatierend, sondern
auch vasokonstringierend wirken kann, wurde mittels des Modells der isoliert-perfundierten
Lunge (IPL) am Kaninchen nachgewiesen. Sowohl AEA als auch 2-AG fihrten hier zu einer
konzentrationsabhangigen Vasokonstriktion 32, Ein vergleichbarer konstringierender AEA
Effekt konnte nachfolgend auch bei M&usen nachgewiesen werden. In dieser Studie zeigte sich,

dass der AEA/FAAH Signalweg auch eine Schliisselrolle bei der hypoxischen pulmonalen
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Vasokonstriktion spielt. Sowohl in Faah-/- Mdusen als auch in C57BL/6J Tieren, die mit dem
FAAH Inhibitor URB597 behandelt wurden, war die Hypoxie-induzierte pulmonale
Vasokonstriktion signifikant verringert. Zudem scheint die AEA/FAAH Achse auch bei der
Entstehung der Hypoxie-vermittelten pulmonalen Hypertonie eine entscheidene Rolle zu
spielen *7. Diese Studien veranschaulichen, dass AEA im pulmonalen vaskuldren System eine
(patho)physiologische Rolle spielt. Im Gegensatz dazu fehlen detaillierte Untersuchungen zur
Funktion von AEA im respiratorischen System.

1.1.9 Lunge und Bronchialsystem

Die Lunge, unser lebenswichtiges Atmungsorgan, dient dazu, Sauerstoff aus der Atemluft
aufzunehmen und Kohlendioxid als Endprodukt des Korperstoffwechsels abzugeben. Sie ist
unglaublich leistungsstark, pro Tag atmen wir etwa 12.000 Liter Luft. Angelegt als paariges
Organ, aufgeteilt in rechte (Pulmo dexter) und linke Lunge (Pulmo sinister) fullt sie die gesamte
Pleurahohle vollstandig aus. Im Gegensatz zum Menschen, bei dem die rechte Lunge in drei
Lungenlappen (Ober-, Mittel- und Unterlappen) und die linke Lunge in zwei (Ober- und
Unterlappen) aufgeteilt ist, besitzt die Maus vier rechte Lungenlappen und nur einen linken.
Der innere Aufbau der Lunge wird durch die Aufzweigungen des Bronchialbaums bestimmt,
denen die Lungenarterien folgen. Uber die parallel verlaufenden Bronchien und
Pulmonalarterien werden die kegelformigen Lungensegmente versorgt, die durch
oberflachliche Bindegewebssepten unvollstandig getrennt sind. In ihrer Gesamtheit bilden die
Lungensegmente eine funktionelle Einheit deren Abgrenzung makroskopisch nicht sichtbar ist.
Der Bronchialbaum (Abb. 5, A) selbst entspringt aus der Trachea auf Hohe des 4. und 5.
Brustwirbels und teilt sich in den rechten und linken Hauptbronchus auf. Hieraus verzweigen
sich die Lappenbronchien, die sich wiederum in Segmentbronchien aufteilen. Nach weiteren 6
bis 12 Verzweigungsstufen sind die Bronchioli bereits knorpelfrei und gehen in die Bronchioli
terminalis Uber. Aus diesen gehen die fir den Gasaustausch wichtigen alveolentragenden
Bronchioli respiratorii hervor. Uber die Alveolargange (Ductus alveolares) gelangt die Luft
letztlich in die Alveolarsackchen (Sacculi alveolares), eine Gruppe von Alveolen, in denen der
Gasaustausch stattfindet. Insgesamt gehen aus der Verzweigung des Bronchialbaums viele
Millionen Alveolen hervor. Nicht nur makroskopisch lasst sich die Lunge in die jeweiligen
Gebiete einteilen, sondern auch anhand mikroskopisch sichtbarer Veranderungen innerhalb des

respiratorischen Epithels bis hin zum Alveolarepithel (Abb. 5, B).
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Abbildung 5: Anatomie der Atemwege

A) Das Tracheobronchialsystem zeigt viele Verzweigungen mit abnehmendem Durchmesser. B) Entlang des
Bronchialbaums veréndert sich auch der mikroskopische Aufbau der Bronchialwand von zentral nach peripher.
Die Trachea sowie die Hauptbronchien werden durch hufeisenférmige Knorpelspangen offengehalten. Das
mehrreihige hochprismatische Trachealepithel besteht aus Basalzellen, Flimmerzellen und Becherzellen, wobei
die Flimmerzellen in die wassrige Hypophase hineinragen und durch Zilienschlag den aufliegenden Schleim
rachenwarts transportieren. Der Schleim wird von den Becherzellen sowie seromukdsen Driisen gebildet.
Ausgehend vom Musculus trachealis bildet sich luminal des Knorpels die Tunica muscularis, eine kontinuierliche
Schicht zirkulér verlaufender glatter Muskulatur. Das zylindrische Epithel besteht aus Flimmerzellen und
zilienlosen Keulenzellen (Clara-Zellen), die Becherzellen und neuroendokrinen Drisen befinden sich in
verstreuten Clustern. Die rein luftleitenden Atemwege enden mit den Bronchioli terminales und gehen in die
Bronchioli respiratorii und Alveolen iber. Die Trennung der Alveolen erfolgt duch kapillarisierte Alveolarsepten,
die aus einem zentralen Kapillarnetz und umgebendem Bindegewebsgeriist bestehen. Auf der einen Seite befindet
sich die Luft-Blut-Schranke bestehend aus Typ-I-Epithelzellen (Typ 1 Pneumozyten), Basalmembran sowie
Kapillarendothel. Gegeniiberliegend befindet sich zusétzlich das Bindegewebsskelett, weshalb der Diffusionsweg
langer ist. Die Oberflache der Alveolarsepten ist von Typ-1-Epithelzellen bedeckt und mit Surfactant benetzt.
Eingestreut zwischen den Typ-I-Epithelzellen sitzen Typ-2-Epithelzellen (Typ 2 Pneumozyten), die die
Phospholipide und Proteine des Surfactants produzieren. A) 13; B) verandert nach 3,

Im Verlauf der Verzweigungsgenerationen der Atemwege wird der Durchmesser der Bronchien
immer kleiner und der Anteil stabilisierenden Korpelgewebes nimmt ab. Gleichzeitig kommt
es zu einer Zunahme glatter ringformiger Muskulatur sowie elastischer Fasern. Diese
Eigenschaften spielen eine wichtige Rolle bei aktiver und passiver Anderung des

Bronchialdurchmessers und damit des Atemwegswiderstands.

1.1.10 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist eine chronische, anfallsartig auftretende entziindliche Erkrankung der
Atemwege, bei der bronchiale Hyperreagibilitdit und variable Atemwegsobstruktion
charakteristisch sind. Bereits vor 2.500 Jahren bezeichnete der griechische Arzt Hippokrates
schweres, kurzes Atemholen oder Keuchen als Asthma (do0ua). Laut dem Global Asthma

Report litten 2020 weltweit 358 Millionen Menschen aller Altersgruppen an Asthma. Damit
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zahlt Asthma zu einer der hdufigsten nicht-ubertragbaren Erkrankungen (Non-communicable
diseases, NCD) und fiihrt jahrlich zu etwa 495.000 Todesfallen 240, In Deutschland leiden etwa
10 % der Kinder sowie 5 % aller Erwachsenen an Asthma, wobei im Kindesalter tblicherweise
die allergische Form des Asthmas (extrinsisches Asthma) vorherrscht. Bei Erwachsenen ftritt,
vornehmlich ab dem 4. Lebensjahrzehnt, die nicht-allergische Form (intrinsisches Asthma) auf.
Als Ausloser dieser Asthma Variante gelten unspezifische Reize wie Virus Infekte oder kalte
Luft. Zugrunde liegt hierbei eine tibermaRige Abwehrreaktion der Immunzellen 41, Neben einer
genetischen Prédisposition begunstigen verschiedenste Umweltfaktoren die Ausbildung von
Asthma. Mehr als hundert verschiedene Genverdnderungen sind mittlerweile bekannt, die je
nach Genkonstellation das Risiko einer Asthma Entstehung erhohen. Die Ausbildung der
Asthmasymptome erfolgt allerdings erst, wenn bestimmte Umweltfaktoren, wie beispielsweise
Pollen, Hausstaubmilben, Tierhaare aber auch Pilze oder chemische Gase einwirken. Als
Frihreaktion auf die Exposition gegeniiber einem Antigen kommt es bei allergischem Asthma
zur verstarkten Bildung von Immunglobulin E (IgE). Nachfolgend tritt die allergische
Spétreaktion mit den Asthma-typischen Beschwerden auf. Bei nicht-allergischem Asthma
treten die typischen Beschwerden ohne vorangegangene Bildung von IgE auf. Die typische
Entziindungs- und Abwehrbereitschaft der unteren Atemwege wird bereits durch harmlose
Reize getriggert und fuhrt zur krampfartigen Verengung der Bronchien und Bronchiolen. Hinzu
kommt eine massive Schwellung der Bronchialwénde durch verstarkte Durchblutung des
entziindeten Gewebes sowie UbermaRige Produktion zéhen Schleims. Der verringerte
Durchmesser der Bronchien (Obstruktion) behindert die freie Strémung der Luft beim Ein- und
vor allem beim Ausatmen, wodurch die Atemmuskulatur stark beansprucht wird. Zudem
verbleibt bei jedem Atemzug ein Teil der Ausatemluft in der Lunge, wodurch sich die
Lungenblaschen bei jedem erneuten Atemzug etwas mehr mit Luft fillen und Gberdehnt werden
(Lungenemphysem). Es treten die typischen Symptome wie pfeifende/brummende
Atemgeréusche, trockener Husten, starkes Engegeftihl in der Brust und Atemnot auf. Zur
Diagnosestellung des Asthmas erfolgt eine korperliche Untersuchung mit umfangreicher
Lungenfunktionsprifung, bestehend aus Peak-Flow Messung und Spirometrie, einschliel3lich
bronchialem Provokationstest mittels steigender Konzentration von Methacholin oder
Histamin. Trotz intensiver Forschung sind die genauen Mechanismen der Krankheitsentstehung
weiterhin unbekannt. Dennoch sind mittlerweile bis zu 100 verschiedene Botenstoffe
identifiziert worden, die eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des Asthma bronchiale
spielen. Dazu zahlt unter anderem Interleukin 4 (IL-4), welches vorwiegend von TH2-Zellen

und Mastzellen produziert wird und die Differenzierung naiver T-Zellen zu TH2-Zellen
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induziert 12, Interleukin 13 (IL-13), ebenfalls ein Mediator der humoralen Immunantwort steht
im Verdacht, allergische Reaktionen und insbesondere Asthma auszuldsen. Die Produktion
erfolgt ebenfalls durch TH2-Zellen und stimuliert die Differenzierung von B-Lymphozyten,
wobei gleichzeitg die Aktivierung von Makrophagen inhibiert wird 3. Etwa 83% aller
Patienten mit schwerem Asthma leiden unter der sogenannten Typ-2-Entzindung, deren
Schliisselmediatoren IL-4 und IL-13 sind #4146 Neben der klassischen Behandlung von
Asthma mittels kurzwirkender und langwirkender beta2 Sympathomimetika (SABA und
LABA) in Kombination mit antientzlindlich wirkenden inhalativen Cortisonpraparaten (ICS)
gewinnen Medikamente an Bedeutung, deren Wirkmechanismus speziell auf die
entziindungsférdernden  Botenstoffe  abgestimmt  ist.  Hierzu  zahlen  spezielle
Antikorperpréparate wie Dupilumab (I1L-4/1L-13), Omalizumab (IgE) oder Mepolizumab (IL-
5). Diese anti-IgE-Antikorperpraparate stellen flr Patienten mit schwerer, persistierender Form
des Asthma bronchiale, deren Ansprechen auf die Ubliche inhalative Glucocorticoid-Therapie
ungeniigend ist, eine wertvolle Alternative dar. Ihre Wirkung beruht darauf, dass frei
zirkulierende IgE-Molekile komplexiert werden und die Bindung an IgE-Rezeptoren auf
Mastzellen verhindert wird 41147148 - Allerdings konnen alle genannten Praparate zu schweren
Nebenwirkungen flhren, da ihre Wirkung oftmals nicht lokal auf die Lunge begrenzt ist.
Inhalative Glucocorticoide konnen beispielsweise den adrenergen Regelkreis, die Haut oder die
Anzahl hdmatologischer Zellen beeinflussen. Dartiber hinaus stimulieren Corticoide die
osteoklastdre  Knochenresorption und hemmen  gleichzeitig die  osteoblastare
Knochenneubildung, wodurch es zur steroid-induzierten Osteoporose kommt. 149152 Auch bei
der Anwendung der oben beschriebenen Antikorperpréparate kann es beispielsweise zu
Nebenwirkungen wie Konjunktivitis, oralem Herpes, Eosinophilie oder der Serumkrankheit
kommen %315 Neben Patienten, bei denen hauptsachlich die Entziindung als Ursache fiir die
Hyperreagibilitdt angenommen wird, gibt es aber auch Patienten mit schwerem Asthma, bei
denen eine starke Hyperreagibilitat des Bronchialsystems auftritt, ohne das dies vordergriindig
einer Entziindung zugeschrieben werden kann. Durch Corticosteroide I&sst sich diese Form des
Asthmas oft nicht gut kontrollieren %, So zeigen Studien, bei denen sowonhl
Atemwegshyperreagibilitdt wie auch das Auftreten von Entziindungszellen untersucht wurde,
dass die Atemwegshyperreagibilitit auch ohne Nachweis von Entzindungszellen im
bronchialen Lumen oder der Mukosa auftrat *7. Der Einfluss der verschiedenen Zelltypen, die
bei allergisch-bedingter Entziindung des Bronchialgewebes vermehrt auftreten, ist grofitenteils
noch unklar. Eine Studie weist beispielsweise darauf hin, dass Atemwegshyperreagibilitat und

uberméaRige Schleimproduktion mit dem Auftreten von TH2-Zellen aber nicht mit den
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eosinophilen Granulozyten korreliert %8, Durch die iibermiBige bronchiale Hyperreaktivitat
kommt es bereits als Reaktion auf geringe, unspezifische Reize zu einer pathologischen
Verengung der Atemwege (Obstruktion). Als Leitsymptom ist die Atemwegsobstruktion
entscheidend fur den Krankheitsverlauf, sodass eine medikamentdse Therapie vorzugsweise die
Obstruktion reduzieren sollte. StandardméRig werden zur Verminderung der bronchialen
Hyperreagibilitat inhalativ 3-2-Agonisten eingesetzt, die allerdings bei einigen Patienten nur
unzureichend Wirkung zeigen. Einen vielversprechenden Ansatz konnte in diesem
Zusammenhang das Endocannabinoidsystem bieten. Einige Studien legen nahe, dass AEA den
Kontraktionszustand der Bronchialmuskulatur beeinflussen kann. Bei Ratten und
Meerschweinchen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass AEA den Husten und die
Bronchienverengung nach Capsaizin-Provokation effektiv verhindert. Allerdings tritt der
gegenteilige Effekt auf, sobald der verengende Einfluss des Vagusnervs ausgeschaltet wird.

Beide Effekte lieRen sich als CB1-Rezeptor-vermittelt identifizieren %160,

1.2 Zielsetzung

Das Endocannabinoidsystem (ECS) ist von enormer physiologischer Bedeutung, da es sowohl
im ZNS als auch anderen Organen in zahlreiche Stoffwechselvorgange regulatorisch eingreift.
Fur AEA konnte bereits gezeigt werden, dass es vasodilatatorisch auf pulmonale Geféal3e wirkt.
Weiterhin verhindert eine erhthte AEA Konzentration die Entstehung pulmonaler Hypertonie
unter hypoxischen Bedingungen 3. Wahrend eine (patho)physiologische Rolle des
Endocannabinoids AEA im pulmonalen vaskularen System bereits gezeigt werden konnte, ist
seine Wirkung auf die Tonusregulation der Atemwege nur unzureichend untersucht. Aufgrund
der begrenzten Datenlage herrscht innerhalb der Forschungsgemeinschaft Uneinigkeit darlber,
ob AEA bronchokonstringierend oder bronchodilatierend wirkt. Entsprechend sind hier
eingehendere Untersuchungen zwingend notwendig. Aus dieser Kontroverse heraus ergab sich
das Ziel dieser Arbeit, die physiologische und potentiell pathophysiologische Wirkung des
AEA auf den Bronchialtonus im gesunden als auch murinen Asthma Modell eingehend zu
untersuchen. Hauptaugenmerk lag hierbei darauf herauszufinden, ob AEA in der Lage ist, den
Bronchialtonus zu beeinflussen und tiber welche Rezeptoren, Enzyme sowie Metabolite die
intrazellulare Signalweiterleitung erfolgt. Darlber hinaus sollte analysiert werden, welche
Zelltypen der Atemwege an der AEA-induzierten Tonusregulation beteiligt sind. Hierfir
wurden Faah-/-, Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout und Balb/c Mduse flr ex vivo und in vivo
Untersuchungen sowie humane glatte Muskelzellen der Atemwege und tracheale Epithelzellen

fur in vitro Versuche verwendet.
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Die gewonnenen Erkenntnisse konnten einen entscheidenden Beitrag dazu leisten, die
molekularen Mechanismen von AEA in der Lunge besser zu verstehen und neue
vielversprechende Angriffspunkte zur Behandlung des Asthma bronchiale zu identifizieren.
Ebenso konnten die Ergebnisse den Grundstein dafiir legen, die Entwicklung einer auf

korpereigenen Stoffen basierenden Behandlung voranzutreiben.
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2 Material

2.1  Software
Tabelle 1

Bezeichnung Lieferant/Hersteller

Axiovision Release 4.8 Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

BioRad CFX Manager 3.1 BioRad Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

Swiss Academic Software GmbH (Wédenswil,

Schweiz)

Sci Ed Software LLC (Westminster, USA)

Corel Corporation (Munchen, Deutschland)

Citavi 6.4

Clone manager 9
Corel Draw 2020

flexiware 7 und 8 Scireg (Montreal, Canada)

GraphPad Prism 5 GraphPad Software (La Jolla, USA)

LabChart 7 ADInstruments (Oxford, Vereinigtes Konigreich)
Microsoft Office 365 Microsoft (UnterschleilRheim, Deuschland)
Robotics 4 Qiagen (Hilden, Deutschland)

Rotorgene-Q Series Software 1.7 Qiagen (Hilden, Deutschland)

2.2 Gerate
Tabelle 2

Bezeichnung Lieferant/Hersteller

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Bio-Rad Laboratories GmbH

CO2-Inkubator Hera Cell 240i
Cryotom CM3050S

Druckkatheter Millar 1F (1/3 mm) SPR-1000

DUMONT - Pinzette
Durchlichtmikroskop Axiostar plus

Elektrophorese-Netzteil PowerPac™ HC

Feinwaage XS205

FireWire Kamera PixeLink PL-A662
FlexiVent®

FlexiVent® Verneblungsbox Expo MS
Gefrierschranke (-20°C, -80°C)
Geldokumentationssystem Intas GelStick
Gelkammern fiir Elektrophorese (Mini-
PROTEAN Tetra System)
Gewebeeinbettautomat Microm STP-120
Gewebeeinbettstation Microm EC350-1
Halogen-Kaltlichquelle KL 1500 LCD
Heizhaube (Rotor Disc® Heat Sealer)

Horizontalschiittler

Irisschere (rostfreier Stahl)
Kathetersystem Millar Aria 1
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(Feldkirchen, Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Leica (Wetzlar, Deutschland)

Millar (Houston, USA)

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)
Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Mettler Toledo (GielRen, Deutschland)
Pixelink (Ottawa, Kanada)

Scireg (Montreal, Canada)

Scireg (Montreal, Canada)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Intas (Gottingen, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Schott AG (Mainz, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Gesellschaft fir Labortechnik
(Burgwedel, Deutschland)

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)
Millar (Houston, USA)
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Kihlbrutschrank Heratherm
Kuhlschrénke (4°C)
Laborzentrifuge Rotanta 460R
Lochzange (@ 2 mm)
Magnetheizrihrer

Myograph 620M

Mikrofluidik-Plattform Agilent 2100
Bioanalyzer

Mikroskop Axiovert 40C

Mikroskop Axiovert 200M

Mikroskop Observer Z1 mit Apotome
Mikrotiterplatten-Lesegeréat iSpark
Mikrotiterplatten-Lesegerét Infinite® 200 PRO

MiniVent Ventilator Model 845

Multipipette E3

Multipipette Reference 2
Operationsmikroskop Leica M651 MSD
Paraffinstrecktisch HI1220
Paraffin-Streckbad

PCR Geréat Thermocycler Professional Trio
pH-Meter 765

Pipetten Pipetman

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy Pro

Pipettierhilfe Pipetboy?2
Pipettierroboter Corbett CAS-1200
PowerLab 16/30

Reagenzglas-Vortex-Schittler
Reagenzglasschittler Vortex-Genie2
Realtime PCR Corbett Rotor-Gene 6000
Schlittenmikrotom SM2000R
Spektralphotometer Nanodrop ND-1000
Stereolupe Wild M3

Sterilbanke Hera Safe u. Hera Safe KS

Stickstofftank

Thermoblock (Heiz-/Kuhlfunktion) CH-100
Thermomixer HLC (MKR13, MKR23)
Tischzentrifuge 5415 R

Tischzentrifuge 5702 R

Tischzentrifuge 5425

Tischzentrifuge 5424 R

TissueLyser LT
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Thermo Scientific (Waltham, USA)
Liebherr (Biberach an der Riss,
Deutschland)

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
ZOONLAB GmbH (Castrop-Rauxel,
Deutschland)

Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Danish Myo Technology A/S
(Hinnerup, Danemark)

Agilent Technologies (Waldbronn,
Deutschland)

Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Hugo Sachs Elektronik (March-
Hugstetten, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Leica (Wetzlar, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)
Lauda-GFL (Burgwedel, Deutschland)
Biometra (Gottingen, Deutschland)
Knick (Berlin, Deutschland)

Gilson (Limburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Integra Biosciences GmbH (Biebertal,
Deutschland)

Integra Biosciences GmbH (Biebertal,
Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
ADInstruments Ltd (Oxford,
Vereinigtes Konigreich)

VWR (Darmstadt, Deutschland)
Scientific Industries (Bohemia, USA)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Peglab (Erlangen, Deutschland)

Wild Heerbugg (Gais, Schweiz)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Tec-lab GmbH (Tausnusstein,
Deutschland)

Peglab (Erlangen, Deutschland)
Ditabis (Pforzheim, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
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Ultraschallbad

Ultraschall VVernebler Multisonic LS 290

VANNA’s Mikroschere
Vakuumpumpe mit Filter

Vaporiser Vapor 19.3 (Isofluran)

Vibratom VT1200S
Wippe Duomax 1030
Zentrifuge VWR Mini Star

Zytozentrifuge Cellspin® |

Zahlkammer, Neubauer

2.3 Chemikalien

Bezeichnung

1-Bromo-3-chloropropane

2-Mercaptoethanol

2-Propanol
17-Octadecynoic Acid
(ODYA)

Aceton

Acetyl-R-methylcholine chlorid
(Methacholin; MCh)

Agarose LE

Agarose Standard
AH6809 (AH)

Albumin from chicken egg
Ampuwa
Anandamid

Anandamid in Tocrisolve

Arachidonséaure

Aqua Poly/Mount

Calciumchlorid (CaCly)
Cay10441 (CAY)

Tabelle 3

Art. Nr.

B9673

M3148
A0900
90270

CP40.3

A2251

6351.5

3810.3
14050
A5503

B315475

1339/S

101710
90010

18606

C4901
10005186
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VWR (Darmstadt, Deutschland)
Flores Medical (Probstzella,
Deutschland)

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)
Vacuubrand (Wertheim, Deutschland)
Dragerwerk AG & Co. KGaA (Lubeck,
Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)
Heidolph (Schwabach, Deutschland)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
Tharmac GmbH (Wiesbaden,
Deutschland)

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Lieferant/Hersteller
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg, Deutschland)

Tocris by Bio-Techne GmbH
(Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
Tocris by Bio-Techne GmbH
(Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
Polysciences Europe GmbH
(Hirschberg an der Bergstrasse,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
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CP-55,940

cOmplete™ Protease Inhibitor
Cocktail Tabletten

D-(+)-Glucose

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA-Leiter GeneRuler
Express DNA Ladder,
gebrauchsfertig
DNA-Leiter GeneRuler,
gebrauchsfertig

Entellan®

Eosin G-Losung 0,5 %, wassrig

Eselserum

Ethanol 70 % v/v

Ethanol absolut fir
Molekularbiologie

Ethidiumbromidlésung 1 %

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Formaldehyd 3,7-4,0%
Forskolin

Gelatine

Gelatine

Glycerol

Glycin

Hamalaun Sauer nach Mayer

H&matoxylinldsung A nach
Weigert
Heparin-Natrium-25000-
ratiopharm®

Hepes

Hoechst 33342, 1 mg/ml

Cl1112

11873580001

G7021

D4540

SM1553

SMO0333

107961

X883.1

017-000-121

27669

A3678

E1510

E4884

252931-1214

F6886

G2500

G1890

49767

G8898

T865.1

X906.1

3029843

H3375

B2261
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Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Roche Deutschland Holding GmbH
(Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Jackson ImmunoResearch (Suffolk,
England)

Otto Fischar GmbH & Co. KG
(Saarbriicken, Deutschland)
AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

ratiopharm GmbH (Ulm, Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)
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IBMX

Imject Alum Adjuvant
Indometacin

Invitrogen™ TE-Puffer
Isofluran (Forene®)

Isopropanol

Isotonische Kochsalzlésung
0,9%

Kaliumchlorid (KCI)
L161,982 (L)
Magnesiumchlorid (MgCl>)
MorDiff-Quick Schnellfarbe
Kit

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogenphosphat
(Na;HPO%)

Natriumhydroxid (NaOH)

Nordihydroguaiaretic Acid
(NDGA)

Paraformaldehyd (PFA)

Pierce™ BCAT™ Protein-Assay

PTFE Paste

(R)-(+)-Methanandamid

RNAIlater stabilization solution

RNAse Zap

Roti-Histofix 4%

Serotonin Hydrochlorid (5-HT)

TissueTek® O.C.T. ™
Compound

Tocrisolve

15879

77161
70270
12090015

9866.5

4976844

P9333
10011565
M8266

15589.00250

3957.1

S7907

S8045

70300

P6148

C50875

1121

AM7024

R2020

P087.5

8367.1

4583

1684
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Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Abbott GmbH & Co. KG (Wiesbaden,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg, Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

MORPHISTO GmbH (Frankfurt am
Main, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

ARONIX Spezialschmierstoffe
(Walldorf, Deutschland)

Tocris by Bio-Techne GmbH
(Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sakura Finetek Germany GmbH
(Staufen, Deutschland)

Tocris by Bio-Techne GmbH
(Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
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Tris-(hydroxymethyl)- Sigma Aldrich (Taufkirchen,
aminomethan-Hydrochlorid T5941 Deutschland, Thermo Fisher Scientific
(Tris-HCI) (Waltham, USA)

Triton X-100 T8787 Sigma Aldrich (Taufkirchen,

Deutschland)
Life Technologies (Darmstadt,

® -

TRIzol 15596-018 Deutschland)

Tween 20 P9416 Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Tween 80 P4780 Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

UIt_raPure DNAse/RNAse 12060346 Thermo Fisher Scientific (Waltham,

freies Wasser USA)

URB597 10046 Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)

Xylol 251769 2714 AppliChem GmbH (Darmstadt,

Deutschland)

2.4  Narkose- und Schmerzmittel
Tabelle 4

Bezeichnung Wirkstoffgehalt Hersteller
B. Braun Melsungen AG

Fentanyl 0,1 mg/ 2 ml

(Melsungen, Deutschland)
. Covetrus DE GmbH
Ketamin 100 mg/m! (Hamburg, Deutschland)
CP-Pharma
Medetomidin (Cepetor) 1 mg/ml Handelsgesellschaft mbH
(Burgdorf, Deutschland)

. B. Braun Melsungen AG
Midazolam 5mg/5ml (Melsungen, Deutschland)
Vecuronium Inresa 10m Inresa Arzneimittel GmbH

g (Freiburg, Deutschland)
Xylazin 204 Alvetra GmbH (Neuminster,

Deutschland)

2.5 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 5

Bezeichnung Lieferant/Hersteller

. . Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Allzweckspritze BD Plastipak™ ohne Nadel Deutschland)

Axygen® 0.2 ml Polypropylene PCR Corning GmbH (Kaiserslautern,
Gefalstreifen, 8er-Streifen, flache Kappe Deutschland)
Axygen® 0.5 ml Thin Wall PCR GefiRe, Corning GmbH (Kaiserslautern,
flache Kappe Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)
BD Discardit™ 2-teilige Einmalspritze Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
(LUER), 20 ml Deutschland)

BD Discardit™ [l Spritze, 2 ml
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BD Microlance 3™ Kaniile Nr.1
(20Gx11/2)

BD Microlance 3™ Kaniile Nr.17 (24Gx1)
BD Microlance 3™ Kaniile (27Gx1/2)

BD Plastipak™ Insulinspritze mit Kaniile

BD Plastipak-Spritzen mit Luer-Lok-
Ansatz, 5 ml

Cellstar® Zellkulturschalen 60/15MM

Combitips advanced® 0,5 ml, 1 ml, 5 ml
Conductive Filter tips, 50 pl

Conductive Robotic Barrier Filter tips,
200 pl

Corning® Thermowell™ GOLD 0.2 ml
Polypropylene PCR Tubes with Flat Cap
Cryorohrchen 1,8 ml

Cytotrager Tharmac®, beschichtet
Cytotrager Tharmac® Filterkarten

Deckgléser, rechteckig (24x50 mm)
Deckglaser, rund (12 mm)
Deckglaser, rund (30 mm)

Einmalkaniilen Henke-Ject® (0,7x25 mm,
22G)

Hard-Shell® 96-Well PCR Plates

HistoBond® adhisive Objekttrager
Immersionsdl Immersol™ 518F

Insulinspritzen Omnican® U-40
Leukosilk®

Medikamentenbecher Multisonic LS 290

Microseal 'B' PCR Plate Sealing Film,
adhesive, optical

Minutiennadeln

Mikrotomklingen C35
Mikrotomklingen R35

Objekttrager StarFrost® unbeschichtet

Omnifix Solo 20 ml, Luer-Lock-Ansatz,
zentrisch

Parafilm M

Pasteurpipetten Plastik, 3 ml
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Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Greiner bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

LTF Labortechnik GmbH & Co. KG
(Wasserburg, Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Tharmac GmbH (Wiesbaden, Deutschland)
Tharmac GmbH (Wiesbaden, Deutschland)
VWR International GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Labomedic GmbH (Bonn, Deutschland)
VWR International GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Henke Sass Wolf GmbH (Tuttlingen,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

Paul Marienfeld GmbH & Co0.KG (Lauda
Konigshofen, Deutschland)

Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

BSN medical GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Flores Medical GmbH (Probstzella,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)

Pfm medical ag (K6lIn, Deutschland)

Pfm medical ag (K&In, Deutschland)
Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH
(Braunschweig, Deutschland)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

Bemis Company Inc. (Oshkosh, USA)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
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Pasteurpipetten Plastik, 1 ml

PCR SingleCap 8er-SoftStrips 0.2 ml, flache

Kappe
Perfusionsbesteck Surflo 21G griin, GroRe
0,8 mm

Petrischale, rund (60x150 mm)

Pipettenspitzen (1, 20, 200, 1000 pul)
Pipettenspitzen m. Filter (10, 100, 200,
1250 pl)

Polyethylen-Schlauch BD Intramedic™
(0.0023x0.0038%)

Rasierklingen Rotbart extra diinn

Reagiergefalie, 1,5 ml
Reagiergefalie, 1,5 ml mit SafeLock
Reagiergeféale, 2 mi

Reagiergefale, 2 mi

Rotor-Disc 100 (30)
Rotor-Disc Heat Sealing Film (60)

Rundpapierfilter GE Healthcare Grad 595 Y2

(92 15 mm)
Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sicherheitsverweilkatheter BD Saf-T
Imtima™ mit Y-Anschluss
Stainless Steel Beads, 7 mm

Tissue-Tek® Mega-Cassette™

Vasofix Safety Brauniile 22 G, 0,9 mm

Whatman® Linsenreinigungstiicher 105
(100150 mm)

Zellkulturplatte Falcon® Easy-Grip 35 mm
Zellkulturplatte Falcon®, 6 Well
Zellkulturplatte Falcon®, 24 Well

Zellkulturflasche Falcon®, 25 cm?, 75 cm?

Zentrifugenrohrchen Falcon™, konisch 15
u. 50 ml

VWR (Darmstadt, Deutschland)
Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf, Deutschland)

Terumo Deutschland GmbH (Eschborn,
Deutschland)

Greiner bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Nerbe Plus (Winsen/Luhe, Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Procter & Gamble Germany GmbH & Co
Operations oHG (Schwalbach am Taunus,
Deutschland)

Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Greiner bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

GE Healthcare Life Science (Freiburg,
Deutschland)

Greiner bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Sakura Finetek Germany GmbH (Staufen,
Deutschland)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

GE Healthcare Life Science (Freiburg,
Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)
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2.6 Puffer und Losungen
Tabelle 6

Puffer Zusammensetzung

118 mM NaCl
5 mM KCI
1,2 mM MgCI?
1,6 mM CaCl?
PSS 1,2 mM NaHPO*
24 mM Hepes
10 mM D-Glukose
in Aqua Dest.
pH 7,4
118 mM NaCl
5 mM KCI
1,2 mM MgCI?
0,16 mM CaCl?
PSS low Calcium 1,2 mM Na;HPO*
24 mM Hepes
10 mM D-Glukose
in Aqua Dest.
pH 7,4
40 mM Tris Base (2429)
20 mM Eisessig (57,1 ml)
TAE-Puffer (50x) 1 mM EDTA (100 ml)
1 L Aqua Dest
pH 7,6
2 MM EDTA
150 mM NaCl
25 mM Tris-HCI
10 % Glycerol
0,1 % Natriumdeoxycholat
1 % Nonidet P40
0,1 % SDS
pH 7,5

RIPA-Puffer

2.7 DNA-Polymerase Mastermix
Tabelle 7

Bezeichnung Lieferant/Hersteller

FIREPoI® Master Mix Solis BioDyne OU (Tartu, Estland)
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2.8 Kits
Tabelle 8

Bezeichnung Artikelnummer Lieferant/Hersteller

. . 5067-1511 Agilent Technologies
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Waldbronn, Deutschland

Agilent Technologies

Agilent RNA 6000 Pico Kit 5067-1513 (Waldbronn, Deutschland)
Direct cAMP ELISA Kit ADI-900-066 (Ei‘jﬁa'ggesgbiggﬁfafé;‘bH
Direct-zol™ RNA MiniPrep R2051 (ZFyr Eguﬁgsﬁﬂsfﬁlg)npc; GmbH
Fatty Acid Amide Hydrolase ab252895 Abcam plc. (Cambridge,
Activity Assay Kit (Fluorometric) England)
Gentra Puregene Tissue Kit 158622 Qiagen (Hilden, Deutschland)
Pierce™ BCAT™ Protein Assay 23225 Thermo Fisher Scientific
Kit (Waltham, USA)
Prostaglandin E ELISA Kit- 514010 Cayman Chemical (Ann Arbor,
Monoclonal USA)

H ®
%JtantlTect SUER EEEN RS 204074 Qiagen (Hilden, Deutschland)
Superscript VILO cDNA Kit 1174-050 Invitrogen (Darmstad,

Deutschland)

2.9  Antikorper
Tabelle 9: Primarantikorper

Bezeichnung Lieferant/Hersteller

Fatty Acid Amide Hydrolase Polyclonal Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
Antibody

Anti-a-Smooth Muscle Actin Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Tabelle 10: Sekundarantikorper

Bezeichnung Lieferant/Hersteller
Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-  Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.

Rabbit 19G (West Grove, USA)
Cy™b5-conjugated AffiniPure Donkey Anti- | Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
Rabbit 1gG (West Grove, USA)
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2.10 Zellkultur
2.10.1 Zellkulturbedarf

Bezeichnung

Tabelle 11

Artikelnummer

Lieferant/Hersteller

Airway epithelial cell growth

Provitro AG (Berlin,

medium (ACGM) AR Deutschland)
Gibco™ Dulbecco’s Modified 41965039 Thermo Fisher Scientific
Eagle Medium (DMEM) (Waltham, USA)
Gibco™ Dulbecco’s . s
Phosphate-bufferd saline 14190094 Tvr\llerlrtr;]o F'SSesriC'emmc
(DPBS) without Ca?*/Mg?* (UM, U
FBS (fetal bovine serum) P30-1902 PAN-Biotech GmbH
Premium, heat inactivated (Aidenbach, Deutschland)
Gibco™ MEM Non- essential 11140-035 Thermo Fisher Scientific
Amino acids solution (Waltham, USA)
Gibco™ Penicillin- 15140122 Thermo Fisher Scientific
Streptomycin (10.000 U/ml) (Waltham, USA)
Accutase™ Cell detachment SCRO05 Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
solution Deutschland)
Trypsin/EDTA 0,05 %, Thermo Fisher Scientific
Phenolrot 25300-054 (Waltham, USA)

2.10.2 Zellkulturmedien

Tabelle 12

Bezeichnung

Verwendungszweck

Zusammensetzung

10 % FBS

Kultivierung von humanen
Muskelzellen der Atemwege
(hASMC)

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
0,1 mM NEAA
2000701 AGCM basal
2380701 Supplement 1
2380702 Supplement 2

10 % DMEM

Kultivierung von humanen

Airway epithelial cell trachealen Epithelzellen

growth medium (ACGM)

(hTEPC) 2380703 Supplement 3
Einfriermedium fur humane  Kryokonservierung von .
Zellen hTEPC/hASMC Alitfo PhAS0) ({51 I (A
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2.11 Primer
2.11.1 Primer fur realtime PCR
Tabelle 13
Bezeichnung

18S-rRNA-Primer (murin)
Mm_RN18s 2 SG QuantiTect primer Assay QUGS
ABHD-Primer
Mm_Abhd4 1 SG QuantiTect primer Assay QT00112917
CNR1-Primer
Mm_Cnrl_1 SG QuantiTect primer Assay QUSRS
CNR2-Primer
Mm_Cnr2_1 SG QuantiTect primer Assay (QT00159558 . il
FAAH-Primer S'age"h(IH' e
Mm_Faah_1 SG QuantiTect primer Assay QUOILAREZD sl
GDE-Primer
Mm_Gdel 1 SG QuantiTect primer Assay Q00160552
NAPE-Primer
Mm_Napepld_1_SG QuantiTect primer QT00141729
Assay
PTPN-Primer QT00103943

Mm_Ptpn8 1 SG QuantiTect primer Assay

2.11.2 Primer fur PCR

Alle Primer, die in der nachfolgenden Tabelle dargestellt sind, wurden mit Hilfe von Clone
manager designt und Uber Invitrogen bestellt.

Tabelle 14

Bezeichnung Primer forward (5"— 3") Primer reverse (5’— 3") AR At
[°C] grofe [bp]

Murin Cnrl  TCGCTGCCTCTACCTTCTCC  TAGGCCAGGCTCAACGTGAC 60 346
Murin Cnr2 | AGGACAAGGCTCCACAAGAC GCTGCTGATGAACAGGTACG 60 319
Murin Faah  CTCTGGGTTTAGGACCTGAC GAGTGGGACTGGTGTAGTTG 60 7
Murin Gapdh | GTGTTCCTACCCCCAATGTG = CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG 60 345
g;rEaD”H CCATCACTGCCACCCAGAAG CCACCACCCTGTTGCTGTAC 60 438
F“Q;{:QIPR) CCAGTCTCATGGCCCTGTTG = CACCCAGCTCCCTTCCTTAG | 60 473
AU CCTCGTCTGCCTCATCCATC  GAAACCACTGTGCCGGGAAC 60 410
Ptgerl (EP1)
Human
PTGER2 TTGTTCCACGTGCTGGTGAC = AGGATGGCAAAGACCCAAGG | 60 758
(EP2)
F'\,"t;:rnz (Epz) GAAGAAGCCGCTGCGGATTG  ACTGGCACTGGACTGGGTAG 60 368
Murin 367
ptger 3 (Ep3) CTTCGCTGAACCAGATCTTG | CTTCACAGGAACCAGCTAAC 58 578
Human
PTGER4 GATGAACGGCCTCAGGTCAG CTCAGGCCTCAGATGTTCAGG 59 479
(EP4)
Murin GATGAACGGCCTCAGGTCAG = CTCAGGCCTCAGATGTTCAGG | 59 479
Ptger4 (EP4)
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2.12 Versuchstiere
Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung der Tierschutzrichtlinien des Landesamts fuir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz NRW (LANUYV) durchgefiihrt.

Neben C57BL/6J (JAX Stock #000664) und Balb/cAnNRj Mausen wurden Cnrl-/-/Cnr2-/-

Doppelknockout, sowie Faah-/- Knockout im Alter von 8 - 12 Wochen verwendet.

C57BL/6J Méuse wurden kéuflich bei Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland)
erworben. Es handelt sich um eine in der Forschung haufig genutzte Inzuchtlinie, bei der alle
Mause genetisch identisch sind %%, Balb/cAnNRj (Balb/c) Mause wurden bei Janvier Labs (Le
Genest-Saint-Isle, Frankreich) gekauft. Sie werden vornehmlich als klassisches Mausmodell
zur Untersuchung von Asthma und COPD verwendet. Entwickelt und etabliert wurde das

Mausmodell zur Untersuchung von Asthma von Vanoirbeek et al. 12,

Die Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout sowie Faah-/- Knockout Mause wurden uns
freundlicherweise vom Institut fur molekulare Psychatrie des Universitatsklinikum Bonn zur
Verfugung gestellt. Mduse beider Linien sind gesund, fertil und weisen dieselbe GroRe sowie

ein vergleichbares Gewicht gegeniiber Wildtyp Tieren auf 89163,

Zur Uberpriifung des korrekten Genotyps beider Mauslinien wurden Gewebeproben verwendet,
die im Zuge der Tiermarkierung mittels Ohrlochung anfielen. Die Isolation und Aufarbeitung
der DNA erfolgte mit dem Gentra Puregene Tissue Kit der Firma Qiagen (Hilden,
Deutschland).

Die Haltung der Mé&use erfolgte in einem Tierstall mit 12h Hell-Dunkel Rhythmus bei einer
Luftfeuchtigkeit von 45 — 65% und einer Temperatur zwischen 20 — 24 °C. Die Mduse wurden
in Gruppen zu maximal 5 Tieren in individuell ventilierten Kéfigen (individual ventilated
cages, IVC) unter keimarmen Bedingungen gehalten, wobei der Zugang zu Futter und Wasser

jederzeit moglich war. Als Nestbaumaterial erhielten die Tiere Watte.
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3 Methoden
3.1  Zellkultur

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene humane Zellinien verwendet. Humane glatte
Muskelzellen der Atemwege (hASMC) wurden zum einen kduflich von der Firma Provitro
(Provitro AG, Berlin, Deutschland) erworben sowie uns freundlicherweise von Professor lan
Hall, Medical School of the Queen’s Medical Centre in Nottingham, zur Verfligung gestellt.
Unter Einhaltung der ethischen Vorgaben (EC00/165) wurden die Zellen mittels
enzymatischem Kollagenase-Verdau aus zuvor chirurgisch entnommenem Bonchialgewebe
vier verschiedener Patienten, ohne Hinweis auf asthmatische Erkrankung, gewonnen 6416° Die
humanen trachealen Epithelzellen (hTEPC) sowie humane Endothelzellen aus humanen
Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden ebenfalls kduflich bei der Firma Provitro (Provitro AG,
Berlin, Deutschland, Bestell.-Nr. 1210713) erworben und nach Herstellerangaben auf 25 cm?®
Zellkulturflaschen in supplementiertem Epithelzellmedium kultiviert.

3.1.1 Kultivierung der Zellinien

Fir die Kultivierung der hASMC wurden 75cm? Zellkulturflaschen mit 15 ml DMEM
Zellkulturmedium (Zusammensetzung, Kapitel 2.10.2) verwendet. Die Kultivierung der
hTEPC und HUVEC erfolgte auf 25 cm2-Zellkulturflaschen in speziellem Epithelzellmedium
der Firma Provitro (Zusammensetzung, Kapitel 2.10.2). Im Inkubator betrugen Temperatur und
Luftfeuchtigkeit konstant 37°C und 95%, der CO2-Gehalt lag bei 5%. Bei einer Konfluenz von

90% wurden die Zellen passagiert.

3.1.2 Passage der Zellinien

Die Passage der Zellinien erfolgte ab einer Konfluenz von 90%. Zuerst wurde das alte Medium
abgesaugt und die Zellen mit 3 ml DPBS gewaschen. Nach Zugabe von 3 ml Trypsin/EDTA
Losung (hASMC) bzw. 1,5 ml STEMCELL™ Accutase detachment solution (hTEPC,
HUVEC) erfolgte die Inkubation der Zellen im Inkubator bei 37°C fur 5 bis 10 min.
AnschlieBend wurden die abgeldsten Zellen in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und bei
1000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml
frischem Medium griindlich resuspendiert. Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der
resuspendierten Zellsuspension auf eine Neubauer Zahlkammer aufgetragen und die Zellen
gezéhlt. Zur weiteren Kultivierung wurde die Zellsuspension aufgeteilt und auf die
entsprechende Anzahl 75 cm? oder 25 cm? Zellkulturflaschen verteilt. Fiir weiterfiihrende
Versuche wurden die Zellen auf 6 Well- (1x10°) oder 24 Well- (2x10%) Zellkulturplatten mit
0,1% Gelatine (in DPBS) beschichteten Deckgléschen ausgesat.
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3.1.3 Lentivirale Transduktion der HUVEC

Die humanen Endothelzellen der Nabelschnurvenen wurden mit einer Dichte von 20000
Zellen/Well auf Gelatine-beschichtete Deckglaschen ausgesat und nach 24h mit einem
shFAAH Lentivirus (MOI 2.5, TL313109V) der Firma Amsbio (Abingdon, England) fur 72h
transduziert, um die FAAH herunterzuregulieren. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte
HUVEC sowie HUVEC, die mit einem Kontroll-shRNA Lentivirus transduziert wurden,
verwendet. Nach der Transduktion wurden die Zellen fixiert und immunhistochemisch gefarbt.

3.1.4 Kryokonservierung von Zellinien

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte in der Gasphase (-172°C) des Stickstofftanks. 5 x
10° Zellen wurden in 500 pl Medium und 500 pl gekithltem Einfriermedium, bestehend aus
20% DMSO in FBS, resuspendiert. Im nachsten Schritt wurde die Zellsuspension in
entsprechende Kryordhrchen pipettiert und diese in einem mit Isopropanol gefiillten Nalgene®
Mr. Frosty™ Gefrierbehalter bei -80°C eingefroren. Nach 2 Tagen wurden die Kryoréhrchen
in den Stickstofftank tberfuhrt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA Isolation aus Zellen und Gewebe

Zur Isolation von RNA sowohl aus Zellen als auch aus Mausgewebe wurde das Direct-zol™
RNA Miniprep Kit der Firma Zymo Resarch (Freiburg, Deutschland) verwendet. Um
Kontaminationen des Probenmaterials mit RNAsen zu verhindern, wurden zuvor alle
bendtigten Geréte sowie der Arbeitsplatz mit RNAse ZAP (Sigma Aldrich, Taufkirchen)
behandelt. Fir die RNA Isolation aus Gewebe wurden die Gewebestiicke in einem 2 ml
Reagiergefd? mit 1ml Trizol und zwei 7 mm Metallkugeln (Qiagen, Hilden) im
Gewebehomogenisator TissueLyser LT (Qiagen, Hilden) bei 50 Shakes/min fiir 8 min
homogenisiert. Anschlielend wurden die Proben bei 13000 rpm fiir 30 sec zentrifugiert, um
Zellbruchstiicke aus der Losung zu entfernen. Die weitere Aufarbeitung der RNA erfolgte wie
in der Bedienungsanleitung des Direct-zol™ RNA Miniprep Kit beschrieben. Mit Hilfe des
NanoDrop ND-1000 Spektrophotometers oder des Tecan Spark Plattenlesegeréts wurde die
RNA-Konzentration bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA Proben bei
-80°C gelagert.

3.2.2 Bestimmung der RNA Qualitat
Die Analyse der RNA Qualitat erfolgte mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers sowie
entsprechender Kits (Kapitel 2.8) nach Herstellerangaben. Das Prinzip dieser Untersuchung

beruht auf einer automatisierten Elektrophorese der Biomolekile mittels Lab-on-Chip-
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Technologie, um die Konzentration und Grof3e sowie Integritdt der RNA zu bestimmen. Ein
Chip besteht auf der Oberseite aus verschiedenen Probenkammern, Gelkammern sowie einer
extra Kammer fur die Standardleiter. Auf der Unterseite befinden sich in Glas eingravierte
Mikrokanéle, die ein untereinander verbundenes Netzwerk bilden. Im Zuge der Chip-
Vorbereitung wurden diese Kanéle mit einem Netzpolymer und Fluoreszenzfarbstoff gefiillt.
AnschlieRend wurde 1 pl Probenvolumen sowie 1 pl Standardleiter in die entsprechenden
Kammern hinzugegeben. Nach Einsetzten des Chips in den Bioanalyzer entstand durch die 16
Pinelektroden ein elektrisches Feld. Die Auftrennung der RNA Molekdle erfolgte anhand ihrer
GroRe entlang eines Spannungsgradienten vergleichbar mit einer Standardgelelektrophorese.
Mittels Laser wurden die einzelnen Molekile anhand des in die Fragmente interkalierten
Fluoreszenzfarbstoffs detektiert und die Daten in ein Gelbild sowie Elektropherogramm
umgewandelt. Anhand der Standardleiter, die Fragmente bekannter Gré3e und Konzentration
enthalt, wurde eine Standardkurve erstellt, mit Hilfe derer die FragmentgréRe berechnet werden
konnte. Auf Basis der Flache von Standardleiter sowie Gesamtproben-Fldche wurde das
Verhéltnis zwischen 18S-rRNA und 28S-rRNA gebildet, welches ein Indikator fur die Integritét
der RNA (RIN) ist. Hierbei entspricht eine RIN von 1 einer vollstdndig degradierten RNA und

eine RIN von 10 einer vollstandig intakten RNA 168,

3.2.3 Reverse Transkription

Die Herstellung der bendtigten cDNA (complementary DNA) aus zuvor gewonnener RNA
erfolgte mittels des SuperScript Vilo cDNA-Synthesekits (Invitrogen) nach Herstellerangaben.
Fur die reverse Transkription wurden die einzelnen Komponenten wie in Tabelle 15 dargestellt
zusammenpipettiert, gevortext und kurz zentrifugiert. Anschlieend erfolgte die Transkription
nach folgendem Programm im Thermocycler (Tab. 16). Die Lagerung der gewonnenen cDNA
Proben erfolgte bei -20°C.

Tabelle 15: Rezept fur einen cDNA-Reaktionsansatz

Komponente Menge

RNA 200 ng
5x VILO™ Reaction Mix 4 ul
10x SuperScript® Enzym Mix 2 ul
Ampuwa® bis 20 pl
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Tabelle 16: Thermocycler-Programm fur die mRNA Transkription

Temperatur Dauer

1 25°C 5 min
2 42°C 50 min
3 85°C 5 min
4 4°C 0

3.2.4 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR koénnen kurze genau definierte Gen-Sequenzen eines DNA-Strangs
enzymatisch vervielféltigt werden. In Tabelle 17 sind die verwendeten Komponenten sowie
entsprechenden VVolumina fur einen PCR-Ansatz beispielhaft aufgefuhrt. Fur die Amplifikation
der DNA wurde der 5x Firepol® Master Mix der Firma Solis Biodyne (Tartu, Estland) sowie
die in Kapitel 2.11.2 aufgefuhrten Primer-Sequenzen verwendet. Das verwendete PCR-

Programm ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 17: PCR-Bestandteile

PCR-Komponente Menge [ul]

5x Firepol® Master Mix 4
Primer forward 1
Primer reverse 1
Ampuwa 12
cDNA/DNA 2

Tabelle 18: PCR-Programm

PCR-Schritt Temperatur DEU]g
Initiale Denaturierung 95°C 15 min
Denaturierung 95°C 30s 30
Annealing 58 — 60°C 1 min
Elongation 72°C 30 sec — 2 min
Finale Elongation 72°C 10 min

Zur Bestimmung der DNA-FragmentgroRen wurde bei der Agarose-Gelelektrophorese der
Grolienstandard GeneRuler Express DNA Ladder der Firma Thermo Scientific (Waltham,
USA) verwendet.
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Die gqPCR ist eine quantitative Vervielfaltigungsmethode fur cDNA. Fir die Markierung der
PCR-Produkte wurde das QuantiTect® SYBR Green PCR Kit sowie die in Kapitel 2.11.1
dargestellten QuantiTect® Primer der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. SYBR
Green ist ein asymmetrischer Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff, der aufgrund seiner hohen Affinitat
zu doppelstrangiger DNA in diese eingelagert wird. Somit lasst sich die Zunahme der Menge
des PCR-Produktes anhand des Fluoreszenzsignals mit einem entsprechenden PCR-Gerét in
Echtzeit verfolgen. Als Template fiir die gPCR wurde die cDNA aus verschiedenen
Mausgeweben wie Trachea oder Lunge verwendet. In der nachfolgenden Tabelle 19 sind die

Komponenten fur einen gqPCR-Reaktionsansatz aufgefihrt.

Tabelle 19: gPCR-Komponenten

PCR-Komponente Menge [pl]

SYBR Green Master Mix 7,5
QuantiTect® Primer 1,5
cDNA (Verdiinnung 1:10 = 0,1 ng) 1
Ampuwa 5

Die Proben wurden mittels Pipettierroboter CAS 1200 (Qiagen, Hilden, Deutschland) entweder
in die Multiwell PCR-Ring Gene-Disc™ 100 (Qiagen, Hilden, Deutschland) oder die Hard-
Shell® 96-Well PCR Plates (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland)
pipettiert. Hierfur wurden dem Roboter der SYBR Green Master Mix mit enthaltenem
Primerpaar sowie die mit Ampuwa verdiinnten cDNA Proben an entsprechender Position in der
Roboterplattform bereitgestellt. Die Steuerung des Pipettierroboters erfolgte mit der Software
Robotics 4. Nach Abschluss des Pipettiervorgangs wurden die PCR-Platten mit der
entsprechenden Versiegelungsfolie verschlossen und in die PCR-Maschine Rotor-Gene™ 6000
(ehemals Corbet Research, jetzt Qiagen) oder das CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH UGberfuhrt. Fir die Amplifikation wurde das in
Tabelle 20 dargestellte PCR-Programm verwendet. Im Anschluss an die Amplifikation erfolgte

zur Kontrolle eine Schmelzkurvenanalyse.
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Tabelle 20: gPCR-Programm CFX96 Touch

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5 min
Denaturierung 95 5s 50
Annealing 60 10s
60 5s

Schmelzkurve 95

Die relative Quantifizierung der Amplifikate erfolgte, indem die Genexpression des Zielgens
auf die Genexpression eines nicht regulierten ,,Housekeeping Gens®, die 18S ribosomale
Untereinheit (18S rRNA), normiert wurde. Fir die anschlieBende Berechnung des
Expressionsunterschiedes wurde die ACt-Methode verwendet, wobei sich die relative
Genexpression aus 22t ergibt. Ct ist definiert als Zyklusschwellenwert (Cycle Threshold), also
der Schnittpunkt zwischen der Amplifikationskurve und der Schwellenwertlinie. Weiterhin ist
ACt definiert als Ct (Zielgen) — Ct (Referenzgen). Zur besseren graphischen Darstellung wurde

der 2°2¢t Wert mit 10 multipliziert.

3.3  Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Proteinisolation aus Lungengewebe der Maus

Fur die Proteinisolation aus Lungengewebe der Maus wurde das Gewebe in einem 2 ml
Reagiergefal’ in 400 pl RIPA-Puffer mit zwei 7 mm Metallkugeln im Gewebehomogenisator
TissueLyser LT der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) bei 50 Shakes/min fiir 8 min
homogenisiert. Um dem Proteinabbau durch Proteasen vorzubeugen, wurde der 2,5x RIPA-
Puffer (20 ml) mit einer cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablette (Roche Deutschland
Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) versetzt. Anschliefend wurden die Proben
bei 13000 rpm und 4°C fur 5 min zentrifugiert, um Gewebereste aus der Losung zu enfernen.
Der Uberstand wurde in ein frisches beschriftetes 1,5 ml ReagiergefaR uberfihrt und die
Proteinproben bei -80°C gelagert.

3.3.2 Proteinisolation aus humanen Zellen

Fur die Proteinisolation aus hASMCs sowie hTEPCs wurden diese fir den jeweiligen Versuch
auf 6 Well-Zellkulturplatten ausgesat und bei einer Konfluenz von 90% behandelt. Nach der
Behandlung und dem Absaugen des Zellmediums erfolgte die Lyse der Zellen mit 400 pl 0,1 M
Salzsdure (HCI) und 0,5% Triton X-100. AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 min im
Inkubator bei 37°C, 5% CO> inkubiert. Mogliche Zellreste wurden vom Boden der 6 Well-
Zellkulturplatte mittels umgebogener Pipettenspitze abgeschabt, die Losung in ein 1,5 ml

Reagiergefal Gberfiihrt und bei -80°C gelagert. VVor der Proteinbestimmung wurden die bei
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-80°C gelagerten Proben langsam auf Eis aufgetaut und bei 13000 rpm fiir 10 min zentrifugiert.
AbschlieRend wurden die Proteinproben in einem eisgekihlten Ultraschallbad fir 15 min
lysiert.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Pierce™ BCA™ Protein-
Assay Kits der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) nach Herstellerangaben. Flr
in RIPA-Puffer geldste Proteinproben wurde nach Herstellerangaben eine Standardkurve aus
dem Albumin Standard (BSA) sowie RIPA-Puffer hergestellt. Fir in HCI gel6ste
Zellkulturproben wurde BSA mit 0,1 M HCI entsprechend der Verdiinnungsreihe verdiinnt. Die
Messung der Absorption der Proben erfolgte in einer transparenten 96-Well Microplatte mit
flachem Boden bei 562 nm mit dem Tecan Spark Plattenlesegerét der Firma Tecan Group Ltd.
(Méannedorf, Schweiz). Uber die Standardkurve der Absorptionswerte wurde die

Proteinkonzentration (mg/ml) der Proben in Excel berechnet.

3.4  Immunhistochemie

Fur die Darstellung bestimmter Proteine oder Antigene in Zellen und Geweben werden
Antikorper-gekoppelte Farbstoffe verwendet. Die Grundlage, auf der dieses Nachweisprinzip
beruht, ist eine Antikorper-Antigen-Reaktion. Grundsétzlich l&sst sich zwischen direkten
Féarbungen, bei denen der Primarantikdrper direkt mit dem Marker gekoppelt ist, und indirekten
Farbungen mit Primér- und Sekundarantikorper unterscheiden. Bei der indirekten Farbung
bindet der mit einem Marker gekoppelte Sekundarantikorper an das Fc-Fragment des
Priméarantikorpers. Als Marker kommen entweder Enzyme oder Fluoreszenzfarbstoffe zum
Einsatz. Bei Verwendung eines Enzym-gekoppelten Sekundérantikérpers kommt es durch
Zugabe des Substrates zu einer Enzym-Substrat-Reaktion, bei der ein sichtbarer Farbstoff
entsteht. Fluoreszenzfarbstoffe sind nicht mit dem bloRen Auge sichtbar, sondern miissen durch
Licht entsprechender Wellenldngen angeregt werden. Dies erfolgt mit Hilfe spezieller
Fluoreszenzmikroskope, bei denen  hochspezifische Laser die entsprechenden
Lichtwellenldngen emittieren und die Zell- bzw. Gewebestrukturen unter dem Mikroskop

sichtbar werden lassen.

3.4.1 Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA)

Fir die Fixierung von Zellen und Gewebeschnitten wurde eine 4%ige PFA Losung verwendet.
Die Fixierung von Zellen, die auf Deckglaschen gewachsenen waren, erfolgte in der

Zellkulturplatte, die Objekttrdger mit Gewebeschnitten wurden horizontal in eine feuchte
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Féarbebox gelegt. Nach kurzem Waschen mit DPBS wurden die Zellen oder Gewebeschnitte fiir
20 min mit 4% PFA fixiert. AnschlieBend wurde erneut mit DPBS gewaschen und die fixierten
Zellen mit 1 ml frischem DPBS (berschichtet, die Zellkulturplatte mit Parafilm umwickelt und
bei 4°C bis zur immunhistochemischen Féarbung gelagert. Fixierte Gewebeschnitte wurden

direkt immunhistochemisch gefarbt.

3.4.2 Immunhistochemische Farbung von Zellen und Gewebe

Um die Austrocknung der Préparate wahrend der Farbung zu verhindern, wurden alle
Férbeschritte in einer feuchten Farbekammer durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde die
Zellmembran durch 0,2% (v/v) Triton X-100 in DPBS fiir 10 min permeabilsiert, bevor durch
die 20-mindtige Inkubation mit 5% (v/v) Eselserum in DPBS unspezifische
Antikorperbindungsstellen blockiert wurden. Die Priméarantikérper zur Detektion der FAAH
oder von asmac (Kapitel 2.9) wurden in einem Verhaltnis von 1:100 (Gewebe 1:50) oder 1:800
mit der 5%igen Eselserum-DPBS Ldsung verdinnt und die Praparate damit fur 2 h bei 4°C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Praparate 3 x 5 min mit DPBS gewaschen.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Praparate mit den Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikorpern (Kapitel 2.9) fir 1 h bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss. Diese
Sekundarantikdrper wurden zuvor in einer 1 pg/ml Hoechst 33342 Lésung 1:400 verdlnnt.
Hoechst ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zur Anfarbung von DNA genutzt wird und daher den
Zellkern bei Anregung mit UV-Licht der Wellenlange 430 nm blau erscheinen lasst. Nach
einem erneuten Waschschritt mit DPBS wurden die Praparate mit dem Eindeckmedium Aqua-
Poly/Mount der Firma Polysciences Europe GmbH (Hirschberg an der Bergstrafle,
Deutschland) eingedeckt und flr 24 h bei RT unter Lichtabschluss getrocknet. Die langfristige

Lagerung der geféarbten Praparate erfolgte bei 4°C ebenfalls unter Lichtabschluss.

3.4.3 Histologische Farbungen

Die Mauslungen wurden nach der Resektion in 4% ROTI®Histofix (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) 24 h bei 8°C im Kihlschrank fixiert. Am Folgetag wurden die
Mauslungen aus dem Fixativ entnommen, in beschriftete Einbettkassetten (Tissue-Tek® Mega-
Cassette™) (berfuhrt und fir 1 h unter flieRendem Wasser gespult. Bis zur Einbettung in
Paraffin wurden die Einbettkassetten in 70% Isopropanol bei 8°C gelagert. Die weitere
Verarbeitung der Gewebeproben erfolgte mit dem Gewebeeinbettautomat Microm STP-120
(Thermo Scientific, Waltham, USA) durch das Team der Forschungsabteilung der Klinik und

Poliklinik flr Herzchirurgie des Universitatsklinikum Bonn. Das Programm des
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Gewebeeinbettautomates bestand hierbei aus 12 verschiedenen Schritten, die in der

nachfolgenden Tabelle 21 dargestellt sind.

Tabelle 21: Programm des Gewebeeinbettautomaten

Reagenzienbehalter Losung Eintauchzeit [h]
1 70% lsopropanol 3
2 80% Isopropanol 1
3 80% Isopropanol 1
4 90% Isopropanol 1
5 90% Isopropanol 1
6 96% Isopropanol 2
7 100% Isopropanol 2
8 100% Isopropanol 2
9 Xylol 1
10 Xylol 1
11 Paraffin (Typ 3) 1
12 Paraffin (Typ 3) 1

Nach erfolgreichem Durchlauf des Programms wurden die Einbettkassetten aus dem
Gewebeeinbettautomaten entnommen, die noch warmen Gewebeproben in die Einbettstation
Microm EC350-1 (Thermo Scientific, Waltham, USA) berfiihrt und dort in flissigem Paraffin
(60°C, 1:1 Typ 6 und 9) zwischengelagert. AnschlieBend wurden die Lungenlappen mit dem
Hilus nach unten in kleine EdelstahlgieRformen gesetzt und die Formen mit Paraffin aufgefullt.
Als Trager wurde die Einbettkassette aufgesetzt. Nach dem Aushérten des Paraffins auf einer
Kuhlplatte wurden die Paraffinblocke aus den Formen geldst und bis zur weiteren Verarbeitung

in Gewebeboxen bei RT gelagert.

Fur die Anfertigung der 5 um dicken Gewebeschnitte wurde das Schlittenmikrotom SM2000R
von Leica (Wetzlar, Deutschland) verwendet. Ein optimales Schneidergebnis des Gewebes
wurde durch kurzzeitiges Herunterkiihlen der Paraffinblocke auf -20°C erreicht. Die
angefertigten Gewebeschnitte wurden in einem HeilRwasserbad (45°C) aufgefangen und
gestreckt, um sie glatt auf einen Objekttrager aufziehen zu konnen. Uber Nacht wurden die
Gewebeschnitte bei 37°C im Wéarmeschrank getrocknet und bis zur histologischen Féarbung in
Objekttragerboxen bei RT gelagert.

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung) ist ein histologisches Farbeverfahren, bei
dem alle basophilen Gewebestrukturen, z.B. Zellkern oder raues ER (rER), durch Hamalaun in

saurem Milieu (pH 3) blau gefarbt werden. Acidophile Gewebestrukturen, darunter Proteine
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des Zytoplasmas oder Mitochondrien, werden durch die wassrige schwach saure 0,5% Eosin

G-L06sung nuanciert rot gefarbt.

Fur die Farbung der Paraffinschnitte wurde das Gewebe entparaffiniert. Hierzu wurden die
Objekttrager fir 3 x 10 min in Xylol inkubiert und anschlieBend Uber eine absteigende
Alkoholreihe (2 x 100%, 90%, 70 % Isopropanol, jeweils 5 min) sowie in einem Bad in Aqua
Dest. gewassert. AnschlieBend wurden die Objekttrager fir 2 min in der Hamatoxylin
Féarbeldsung inkubiert und mit flieRendem lauwarmem Leitungswasser (ca. 5 min) gebldut.
Nach einem kurzen Bad in Aqua Dest. wurden die Objekttréger fir 3 min in Eosin G inkubiert
und anschlieBend erneut kurz in Aqua Dest. gewaschen. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe
(70%, 90%, 2x 100% Isopropanol, jeweils 5 min.) wurden die Objekttrager entwassert und flr
3 x 5 min in Xylol inkubiert. Mit dem wasserfreien Eindeckmedium Entellan® wurden die
Gewebeschnitte eingedeckt, getrocknet und zur Lagerung bei RT in Objekttragerboxen
uberfhrt.

Fur die Anfarbung zytologischer Proben der bronchoalveoléren Lavage (Kapitel 3.8.1.3) wurde
das MorDiff-Quick Schnellfarbekit der Firma Morphisto GmbH (Frankfurt am Main,
Deutschland) verwendet. Die Proben wurden in einem ersten Schritt fir 5 min mit dem
MorDiff-Quick Fixativ fixiert und anschlieBend mit 2 Tropfen Eosin G-Losung (MorDiff-
Quick Losung 1) fur 2 % min uberschichtet. Nach der Inkubationszeit wurde die Eosin G-
Losung abgesaugt und durch 2 Tropfen Methylenblau-Lésung (MorDiff-Quick Ldsung I1)
ersetzt. Nach 30 sec wurde die Farbeldsung abgesaugt und die Objekttrager kurz in Wasser
gespult. Mit Hilfe von saugstarkem Papier wurden Flissigkeitsreste vorsichtig entfernt und die
Préparate an der Luft getrocknet. Zum Eindecken wurde Entellan® verwendet.

3.5 Immunoassays

3.5.1 Stimulation der Zellen fir cAMP und PGE2 ELISA

Die hASMCs sowie die hTEPCs wurden auf einer 6 Well-Zellkulturplatte (Falcon) bis zu einer
Dichte von 90% im Inkubator bei 37°C und 5% CO> kultiviert (Kapitel 3.1.1 u 3.1.2). Das
Zellkulturmedium wurde flr die Stimulation durch PSS Ldsung ersetzt. Um die Aktivitét der
cAMP-abhdngigen Phosphodiesterase zu hemmen, wurden die Zellen fiir 30 min mit 10 uM 3-
Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, in PSS) im Inkubator inkubiert. AnschlieRBend wurden die
Stimulanzien Anandamid (10 uM), Ethanol (Kontrolle) und Forskolin (10 uM) in die PSS
Losung gegeben und die Zellen im Inkubator fiir weitere 30 oder 60 min inkubiert. Dann wurde

der Uberstand abpipettiert und in beschrifteten Reagiergefalen auf Eis gelagert. Die Zellen
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selbst wurden durch Zugabe von 400 pl 0,1 M HCI mit Triton X-100 lysiert, diese Lésung
ebenfalls in beschriftete ReagiergefaBe 0berfuhrt und auf Eis gelagert. Bis zur
Weiterverarbeitung, d.h. Bestimmung der Protein, CAMP sowie PGE> Konzentration wurden

die Proben bei -80°C gelagert.

3.5.2 cAMP ELISA

Fur die Bestimmung der zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP) Konzentration in Zell-
und Gewebelysaten wurde das Direct CAMP ELISA Kit der Firma Enzo Life Sciences (Lorrach,
Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. Zur Erhohung der Sensitivitat (10-fach)
wurden die Proben azetyliert. Die Absorption der ELISA Proben erfolgte bei 405 nm mit dem
Tecan Spark reader der Firma Tecan Group Ltd. (Méannedorf, Schweiz). Da es sich um einen
kompetitiven ELISA handelt, ist eine erhhte cAMP Konzentration anhand einer schwécheren
Signalintensitat erkennbar. Zur Berechnung der cAMP Konzentration (pg/ml) wurde eine
Standardkurve erstellt. Um das Ablesen der Kurve zu erleichtern, wurde die x-Achse
logarithmisch aufgetragen. Fur die Normalisierung wurde die cAMP Konzentration durch das

Gesamtprotein dividiert.

3.5.3 PGE:2ELISA

Zur Bestimmung der Prostaglandin E2 (PGE2) Konzentration im Uberstand stimulierter Zellen
und Trachealringe wurde das Prostaglandin E2 ELISA Kit — Monoclonal (Cayman Chemical,
USA) nach Herstellerangaben verwendet. Bei diesem PGE2 ELISA handelt es sich ebenfalls
um einen kompetitiven ELISA. Die Berechnung der PGE2 Konzentration in pmol/ml erfolgte
auf gleiche Weise wie bei dem cAMP ELISA (Kapitel 2.6.2).

3.6  Enzymaktivitatsassays

3.6.1 Stimulation von Zellen und Gewebe fir FAAH Aktivitatsassays

Fur die funktionelle Analyse der FAAH wurden FAAH Enzymaktivitatsassays in humanen
Zellenlysaten sowie verschiedenen Mausgewebenhomogenisaten durchgefuhrt. Die hASMC
und hTEPC wurden bis zu einer Konfluenz von 95% in 25 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.
AnschlieRend wurde das Medium durch PSS ersetzt und die Zellen fiir 1h im Inkubator mit
oder ohne FAAH Inhibitor URB597 stimuliert. Erfolgte die Aktivitatsbestimmung der FAAH
in Mausgeweben wie Gehirn, Trachea, Lunge oder Herz, so wurden diese Organe isoliert und
in kleine Stucke (max. 5 mg) zerkleinert. Anschliefend wurden die Gewebe in PSS mit oder
ohne URB597 fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen oder
Gewebeproben in ein 2 ml Reagiergefal® mit 120 pl Assay Puffer (mit oder ohne URB597)

uberfihrt und mittels zwei 7 mm Metallkugeln im TissueLyser LT (Qiagen, Deutschland)
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lysiert. Anschlie’end wurden die Proben flr 10 min auf Eis gestellt und anschlie3end bei 10000
rpm fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in frische ReagiergefaRe uberfiihrt
und die Proben direkt analysiert.

3.6.2 FAAH Aktivitatsassay

Die Bestimmung der FAAH Aktivitat in den Zell- sowie Gewebelysaten erfolgte durch
Verwendung des Fatty Acid Amide Hydrolase Activity Assay Kit (Fluorometric) der Firma
abcam (Cambridge, England) nach Herstellerangaben. Das Fluoreszenzsignal der Proben wurde
uber einen Zeitraum von 100 min 1x pro min bei 37°C mit dem Tecan Infinite® 200 PRO der
Firma Tecan Trading AG (Mannedorf, Schweiz) erfasst. Durch die Hydrolyse eines nicht-
fluoreszierenden Substrates entsteht 7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC), ein fluoreszierender
Farbstoff, der bei einer Extiktion und Emission von 360/465 nm gemessen werden kann. Fir
die Berechnung der FAAH Aktivitdt wurde zuerst die relative Fluoreszenz (RFU) des
geringsten Standards (Standard 0) sowie die background Kontrolle von allen
Fluoreszenzwerten abgezogen. Aus den Standardwerten wurde Uber eine Ausgleichsgerade
eine lineare Funktion ermittelt, mit deren Hilfe die AMC-Konzentration berechnet werden
konnte. AnschlieBend wurden fur jede Probe im linearen Bereich der Sattigungskurve zwei
Zeitpunkte (t1, t2) mit dazugehdrigen RFU-Werten (RFU1, RFU2) definiert und At bzw. ARFU
berechnet.

ARFU = RFU2 — RFU1 bzw. At =t2 —t1

Mit Hilfe der linearen Funktion der AMC-Standardkurve konnte durch Einsetzen der ARFU-
Werte die AMC-Konzentration (B) zwischen den Zeitpunkten t1 und t2 (At) berechnet werden.
Fur die finale Berechnung der FAAH Aktivitdt wurde die folgende Formel verwendet.

AMC pmol
B min ]

acxn P

FAAH Aktivitat =

B = AMC-Konzentration; At = gewéhlter Zeitraum zwischen tl und t2 im linearen Kurvenbereich; V =

Probenvolumen; D = Verdlnnungsfaktor (unverdinnt = 1)

Fur die Berechnung der spezifischen Aktivitit wurde die FAAH Aktivitdt durch die
Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Probe dividiert.

mol

o FAAH Aktivitit AMC pmﬁ

spez.FAAH Aktivitat = - - ]
Gesamtproteinkonzentration mg
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3.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Fur die Normalisierung der cAMP und PGE2 Konzentration sowie der FAAH Enzymaktivitat
auf das Gesamtprotein der jeweiligen Proben, wurde die Proteinkonzentration, wie bereits in

Kapitel 3.3.3 beschrieben, bestimmt.

3.7  Exvivo Experimente

3.7.1 Isometrische Kraftmessungen am Myographen

Isometrische Kraftmessungen an isolierten Tracheen im Drahtmyographen sind eine effektive
ex vivo Methode zur funktionellen Analyse glatter Atemwegsmuskulatur. Daruiber hinaus lassen
sich sehr einfach verschiedenste Signalwege, die die Kontraktilitdt der glatten Muskulatur

beeinflussen, untersuchen.

Fur die Kraftmessungen wurden Tracheen von C57BL/6J, Faah-/- Knockout sowie
Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout Mdausen verwendet. Die Tiere wurden durch zervikale
Dislokation getdtet und anschlieBend zur Préparation der Trachea in Ruckenlage auf einer
Préaparierunterlage fixiert. Mit einem paramedianen Langsschnitt in kranialer Richtung wurde
das Abdomen gedffnet und das Zwerchfell durchtrennt. Anschlielend folgte eine mediane
Thorakotomie gefolgt von einem kranialen Einschnitt der Haut im Halsbereich. Die paarige
Unterkieferspeicheldriise wurde zur Seite gezogen und die Muskeln ventral sowie lateral der
Trachea entfernt. Fir die Entnahme des Herz-Lungen-Paketes wurde zuerst die Trachea
oberhalb des Kehlkopfes durchtrennt und anschliefend durch leichten kaudalen Zug das Paket
von der dorsalen Thoraxwand geldst. Zur weiteren Préparation wurde das Herz-Lungen-Paket
in eiskalte physiologische Salzlésung mit geringem Kalziumgehalt (low Ca?* PSS) uberfiihrt.
Die Feinpréparation erfolgte unter einer Stereolupe Wild M3 (Wild Heerbrugg, Gais, Schweiz)
mit 6,4-facher VergroRerung. Mit Hilfe feiner Insektennadeln wurde das Herz-Lungen-Paket in
der silikonbeschichteten Préparierschale aufgespannt, der Thymus entfernt und die Trachea
vorsichtig von umliegendem Binde- sowie Fettgewebe und dem parallel verlaufenden
Osophagus befreit. Fiir die Isolation der Trachea wurde diese kurz oberhalb der Bifurkation
vom Herz-Lungen-Paket abgetrennt und der Kehlkopf entfernt. Abschlieend wurde die

Trachea mittels eines Messokulars in zwei jeweils 2 mm lange Segmente geschnitten.

Fir die isometrischen Kraftmessungen wurde das Multi Myograph System 610M (Danish
MyoTechnology, Aarhus, Dé&nemark) zusammen mit der LabChart 7 Pro Software

(ADInstruments, Oxford, England) verwendet. Hiermit ist es mdglich, auch geringe
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Kraftanderungen von bis zu 0,01 mN zu messen und graphisch darzustellen. Pro Messung

konnten jeweils 4 Trachealringe simultan untersucht werden.

Zum Einspannen der 2 mm langen Trachealringe zwischen die Spannbacken der Myograph-
Kammern wurden 2,2 cm lange Stiicke eines feinen rostfreien Drahtes mit einem Durchmesser
von 40 um verwendet. Die Myograph-Kammer wurde mit der low Ca?* PSS Lésung gefillt
und ein Ende des Drahtes mit der unteren Schraube an der linken Spannbacke mittels
Schraubenzieher leicht fixiert (Abb. 6 A). Uber das lose Drahtende wurde der Trachealring
aufgezogen und dieses Drahtende mit der oberen Schraube ebenfalls an der linken Spannbacke
fixiert (Abb. 6 B).
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Abbildung 6: Einspannen eines Trachealrings in den Myographen

Aufsicht auf die Spannbacken in der Myograph-Kammer. A) Der Draht wurde mit Hilfe der Fixierschrauben an
der linken Spannbacke fixiert. B) Uber das freie Drahtende wurde ein Trachealring aufgezogen, anschlieRend
wurde das Drahtende mit der oberen Schraube gespannt und fixiert . C) Ein zweiter Draht wurde durch das Lumen
des Trachealrings gefuhrt und an der rechten Spannbacke befestigt.

Fur die finale Spannung des Drahtes wurde die untere linke Schraube wieder geldst, der Draht
gespannt und final fixiert. Nun wurde die Myograph-Kammer um 180°C gedreht, ein zweiter
Draht vorsichtig durch das Lumen des Trachealrings gezogen und, wie bereits beschrieben, an
der rechten Spannbacke befestigt (Abb. 6 C). Bis zum Beginn der Messung wurden die
Kammern im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

Die vier Myograph-Kammern wurden an das Myograph Multi System angeschlossen und die
Absaugung sowie Sauerstoffzufuhr montiert. Zudem wurden zwei Plexiglaseinsétze verwendet,
die das benétigte Kammervolumen auf 2 ml verringerten. Nun wurde die low Ca?* PSS Lésung
durch vorgewdrmte PSS LoOsung mit normalem Kalziumgehalt ausgetauscht und die
Kammerheizung auf 37°C eingestellt. Da die Reaktivitdt der Trachealringe gegenuber
verschiedenen Substanzen abhangig von der Vorspannung ist, mussten zur Vergleichbarkeit

der Messungen die Trachealringe vor jedem Experiment entsprechend gespannt werden. Fur
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die optimale Kraftentwicklung wurde daher eine Vorspannung von 5 mN eingestellt 67168 Ayf

die Vorspannung der Trachealringe folgte eine 20-miniitige Aquilibrierungsphase.

Nach der Aquilibrierungsphase wurden die Trachealringe mit 10 uM Serotonin (5-HT)
maximal kontrahiert und die Ausbildung eines Plateaus abgewartet. AnschlieBend wurde alle
2 min flr insgesamt 10 min mit jeweils 2 ml 37°C warmer PSS Ldsung gewaschen, sodass sich

die Kraft wieder auf dem Basalniveau von 5 mN einpendelte.

Fur den ersten Versuch wurden auf das Basalniveau 10 uM AEA appliziert und fiir 6 min
inkubiert, dann wurde erneut finfmal mit jeweils 2 ml PSS Ldsung gewaschen. Anschlie3end
wurden 10 uM MCh appliziert und die Ausbildung einer maximalen Kontraktion abgewartet.

In einem weiteren Versuch wurde unersucht, inwieweit ein relaxierender Effekt nach
Applikation unterschiedlicher Substanzen auftritt und ob sich dieser durch Vorinkubation
verschiedener Inhibitoren aufheben oder reduzieren lasst. Hierflr wurden die Trachealringe
entweder direkt mit 3 UM 5-HT submaximal kontrahiert und die zu untersuchenden Substanzen
ab Ausbildung eines Plateaus appliziert, oder die Inhibitoren wurden fur 5 min vor der
submaximalen Kontraktion in die PSS Losung hinzugegeben. Die Kraft wurde jeweils 3 min

nach Applikation der Substanzen gemessen.

Fur die Untersuchungen der Trachealringe ohne Epithel wurde ein diinner Bindfaden durch das
Lumen der leicht vorgespannten Trachealringe gefiihrt. Durch mehrmaliges Drehen des Fadens,
sowohl im Uhrzeigersinn als auch in Gegenrichtung, wurde das Epithel entfernt. Die Messung
erfolgte anschliel3end auf gleiche Weise wie oben beschrieben.

3.7.2 Funktionelle Lungenschnitte

Die funktionelle Lungenschnitt-Technik stellt ein hervorragendes in vivo nahes Modell zur
Untersuchung kleiner Atemwege im bronchialen Gewebeverband dar. In vitro bleibt die in Situ
Organisation der Lunge sowie Kontraktilitdt ber mehrere Tage erhalten. Durch die geringe
Schichtdicke von 200 pum ist zudem eine optimale Versorgung mit N&hrstoffen und Sauerstoff
gewihrleistet 1%°. Von essentieller Bedeutung ist, dass sich mit Hilfe von Prézisionsschnitte der
Lunge (precision cut lung slices, PCLS) Bronchokonstriktionen unter Einbeziehung des
umgebenden Parenchyms untersuchen lassen und ein Vergleich von Bronchien
unterschiedlicher GréRe moglich ist 17°. Durch digitale Aufzeichnungen von Videos und Fotos

kdnnen Bronchokonstriktionen visualisiert und quantifiziert werden.
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Die Méuse wurden mittels zervikaler Dislokation getétet, in Rickenlage auf einer
Praparierunterlage fixiert und mit 70% Ethanol desinfiziert. Uber einen medianen Langsschnitt
in kranialer Richtung wurde zuerst das Abdomen ertffnet, nachfolgend der Brustkorb. Nun
wurde die Haut im Halsbereich ebenfalls mit einem kranialen Langsschnitt er6ffnet und die
laterale sowie ventrale Muskulatur um die Trachea entfernt. Durch einen kleinen Schnitt in der
Trachea knapp unterhalb des Kehlkopfes wurde der Y-formige BD Saf-T-Intima™
Sicherheitsverweilkatheter (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) vorsichtig in
die Trachea geschoben, die Nadel entfernt und der Sicherheitsverweilkatheter mit einer zuvor
gesetzten Ligatur fixiert. An einem Eingang des Y-Adapters wurde eine mit 1,2 ml Luft gefillte
2 ml Spritze angebracht. Damit Luft aus dem Katheter entweichen konnte, wurde der Schlauch
vor der Klemme mit einer Kaniile perforiert. Uber den zweiten Eingang wurden nun 0,9 ml
flissige handwarme Low Melt Agarose (4%, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) mittels 2 ml Spritze in die Lunge appliziert. Sofort wurde die Agarose durch
schnelle Applikation von 1,2 ml Luft aus den Bronchien in umliegendes Alveolargewebe
gepresst. Zugig wurde nun flissige handwarme Gelatine (6%) tber den rechten Ventrikel in
den Lungenkreislauf appliziert. Zur Beschleunigung der Polymerisation wurde die Maus mit
Zellstoff und Eis abgedeckt und im Kihlschrank bei 4°C bis zur vollstandigen Aushértung von
Agarose und Gelatine gelagert. Im Anschluss wurde das Herz-Lungen-Paket entnommen, in
kalte PBS Losung Uberflihrt und die Lunge in ihre einzelnen Lungenlappen zerlegt. Mittels
Sekundenkleber wurde ein Lungenlappen auf den magnetischen Probenteller des Vibratoms
VT1200 S (Leica, Wetzlar, Deutschland) geklebt und dieser Probenteller im eisgekiihlten PBS
Bad fixiert. In den Klingenhalter wurde eine Rasierklinge (Rotbart extra diinn) eingesetzt, deren
vertikale Auslenkung mit Hilfe des Leica Vibrocheck™ gemessen und kalibriert wurde. Dies
ist von besonderer Bedeutung, da empfindliches Gewebe so vor mechanischer Beschadigung
geschutzt wird. Mit einer Geschwindigkeit von 0,08 bis 0,16 mm/s wurden 200 um dicke
Lungenschnitte angefertigt, die sofort in serumfreies DMEM Uberfuhrt wurden (Tab. 22).

Tabelle 22: Medium zur Kultivierung von PCLS

Substanz Menge

DMEM 50 ml
Penicillin/Streptomycin 50 pl
Non essential amino acids (NEAA) 50 pl
R-Mercaptoethanol 5ul

AnschlieBend wurden die Lungenschnitte im Inkubator bei 37°C flir 24 h inkubiert. In dieser

Zeit konnte sich die Gelatine wieder verflissigen, die Agarose verblieb jedoch in den Alveolen.
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Fur den Einsatz funktioneller Lungenschnitte zur Untersuchung der Tonusregulation von
Bronchien wurde das inverse Mikroskop Axiovert 40C (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
verwendet. Uber fiinf 20 ml Spritzen, regulierbar tber eine Ventilklappensteuerung, konnten
die Lungenschnitte mit verschiedenen Substanzen mittels Schlauchsystem perfundiert werden.
Die Enden der einzelnen Schlduche miindeten in einer gemeinsamen Pipettenspitze, sodass
beim Umschalten der Substanzen keine Unterbrechung im Fllssigkeitsstrom auftrat. Die
Halterung fur die Perfusion der Lungenschnitte bestand aus einer gefrasten Platte, in die ein
rundes 30 mm Deckglaschen eingesetzt wurde. Mit PTFE-Paste (Aeronix Spezialschmierstoffe,
Walldorf, Deutschland) wurden mittels einer 2 ml Spritze und aufgesetzter Kaniile zwei
parallele Pastenstreifen im Abstand von circa 1cm auf das Deckglaschen gespritzt.
AnschlieRend wurde ein Tropfen physiologische PSS Ldsung (Tab. 23) auf das Deckglaschen

zwischen die Pastenstreifen appliziert.

Tabelle 23: Zusammensetzung der PSS Lésung

Substanz Konzentration (mM) Menge (g/l) ‘

NaCl 118 6,891
KCI 5 0,373
Na;HPO4 1,2 0,168
MgCl, 1,2 0,114
CaCl; 1,6 0,177
Hepes 24 5,719
D-Glucose 10 1,802

In den Tropfen PSS Lésung wurde anschlieBend ein Lungenschnitt gelegt und mit Hilfe eines
feinen Netzquadrates leicht fixiert, in das zuvor ein kleines Loch fur die mikroskopische
Beobachtung geschnitten wurde. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde der Lungenschnitt
unterhalb des Netzes vorsichtig so positioniert, dass innerhalb des Loches ein oder mehrere
Bronchien gut erkennbar waren. Nun wurde ein rechteckiges Deckglaschen aufgelegt und die
Perfusion mit PSS gestartet. Durch die Kapillarwirkung wurde die PSS Ldsung zwischen
beiden Deckgléschen entlang der PTFE-Paste hindurchgezogen und am anderen Ende abgesaut.
Auf diese Weise wurde der Lungenschnitt kontinuierlich mit Losung umstromt. Die Reaktion
der Bronchien bei Applikation pharmakologischer  Substanzen  konnte  (ber
Phasenkontrastmikroskopie sowie die angeschlossene PixeLink Camera (PixeLink PL-A662)
(Pixelink, Ottawa, Kanada) mit der Software PixeLink Capture live verfolgt werden. Mit dieser
Software wurde pro Sekunde ein schwarz-weiles Bild (1280 x 1024) aufgenommen und

gespeichert. Uber den Scharfe- und Lichtregler des Mikroskopes wurden die optimalen
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Einstellungen vorgenommen, sodass das Bronchienlumen moglichst schwarz erschien und alle
umliegenden Strukturen so scharf wie moglich dargestellt wurden. Fiur die Aufnahme und
Auswertung der Bilder kam die Software LumenCalc 2.4 zum Einsatz. Die in der
Entwicklungsumgebung LabView programmierte Individualsoftware analysiert die Bilder
pixelbasiert. Durch die sequenzielle Auswertung kann die Verdnderung der Lumenflache
indirekt berechnet werden. Hierbei wird zunéchst der zu analysierende Bereich durch manuelle
Festlegung der Schwellenwerte (Threshold) im ersten Bild definiert. Die nachfolgenden Bilder
werden vollautomatisch weiterverarbeitet und ihre Auswertung in eine Datenbasis tbertragen.
Das Ergebnis kann in Form eines Kurvenverlaufs nachverfolgt werden. Nach Abschluss der
Messung konnen die Daten per Exportfunktion in eine Excel-Datei Ubertragen und

weiterverarbeitet werden.

Zur Untersuchung der Wirkung des Endocannabinoids AEA auf die glatte Muskulatur wurde
der im Mikroskop sichtbare Bronchus nach 30sekindiger Perfusion mit PSS durch Serotonin
(10 uM) oder Methacholin (1 uM) maximal vorkontrahiert, was sich in der Reduktion der
Lumenflache zeigte. Nach Ausbildung eines Plateaus wurde so lange mit PSS gewaschen, bis
die vollstandige Relaxation des Bronchus erkennbar war. Darauffolgend wurde der Bronchus
durch Serotonin (1 uM) oder Methacholin (0,1 pM) submaximal kontrahiert und ab Erreichen
eines Plateaus zusatzlich AEA (10 uM) oder das Losungsmittel EtOH (lber die
Versuchsapparatur appliziert. Sobald sich wéhrend der Gabe von AEA oder EtOH ein neues
Plateau ausbildete, wurde der Bronchus bis zur vollstandigen Relaxation mit PSS gewaschen
(Abb. 7).
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Abbildung 7: Versuchsablauf zur Untersuchung der Wirkung von AEA auf den Bronchialtonus anhand
von Prézisionsschnitten der Lunge
Nach Vorkontraktion und nachfolgender Auswaschphase wurde der Brochus submaximal kontrahiert (1). Ab

Erreichen eines Kontraktions-Plateaus (2) erfolgte die Zugabe der zu untersuchenden Substanz (AEA). Stellte
sich auch hier ein Plateau ein, wurde erneut mit PSS gewaschen (3).

Die Berechnung der Kontraktionsstarke bzw. Relaxation erfolgte tber die Lumenflache, die
durch die Pixelanzahl bestimmt wird. Hierfur wurden jeweils die letzten 10 Bilder vor dem
jeweiligen Umschaltpunkt analysiert und die Pixelanzahl gemittelt (Abb. 7). AnschlieRend
wurde durch Differenzbildung des gewahlten lokalen Maximums und lokalen Minimums der
Kurve, z.B. Punkt 1 und 2 im Kurvenverlauf, die relative Kontraktion prozentual berechnet.
Weiterhin liel sich auf gleiche Weise die durch eine applizierte Substanz bewirkte Relaxation
des Bronchus ermitteln. Hierbei wurden fur die Differenzbildung das Relaxationsniveau sowie

das lokale Minimum herangezogen (Punkt 2 und 3, Abb. 7).
Kontraktion:

Lumenflache 1 — Lumenfliche 2 = Dif ferenz der Lumenflache x

Dif ferenz der Lumenflache x )
X 100 = % Kontraktion

Lumenflache 1
Relaxation:

Lumenflache 2 — Lumenflache 3 = Dif ferenz der Lumenflache y

Lumenflache y

” Lumenflache x ( ) Yo Relaxation
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3.8 Invivo Experimente

3.8.1 Experimentelles Asthma

Da Nager spontan kein Asthma entwickeln, ist fur die Auslésung allergischer Reaktionen ein
artifizielles Provokationsmodell erforderlich. Das Ovalbumin-induzierte allergische Asthma in
Méusen ist ein sehr gut charakterisiertes Modell, mit dessen Hilfe sich immunologische und
entziindliche Krankheitsmechanismen der Lunge untersuchen lassen 7173 Fir die
Allergenprovokation werden Mause Uber vier bis sechs Wochen, je nachdem ob akutes oder
chonisches Asthma ausgeldst werden soll, wiederholt gegenliber Ovalbumin exponiert. Diese
Exposition fihrt zur Ausbildung wesentlicher Kennzeichen menschlichen Asthmas. Neben
einer allergischen Entzindung des Lungengewebes mit Einwanderung eosinophiler
Granulozyten lasst sich eine bronchiale Hyperreagibilitat nachweisen 417, Uber die Messung
des Atemwegswiderstands kann die durch einen Provokationstest hervorgerufene

Bronchokonstriktion untersucht werden.

Fur die Induktion des akuten Asthmaphénotyps wurden 8 Wochen alte Balb/c Mduse (Kapitel
2.12) verwendet. Die Sensibilisierung der Tiere erfolgte an Tag 0 und 14 durch intraperitoneale
Injektion (100 pl) von Ovalbumin (20 pug) und Aluminium-Hydroxid (Imject Alum, 2 mg).
Kontrolltiere erhielten eine Injektion bestehend aus NaCl und Aluminium-Hydroxid. Das akute
Asthma wurde durch wiederholte 30-minitige Antigenexposition mit einem feinen Aerosol aus
1% Ovalbumin geldst in 5 ml 0,9% NaCl an drei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 21 — 23) in
einer luftdichten Kammer (SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc., Montreal, Kanada)
ausgeldst. Zur Auslésung des chronischen Asthmaphanotyps wurden die Tiere fiir 30 min an
drei Tagen von jeweils drei aufeinander folgenden Wochen (Tag 21 — 23, 28 — 30, 35 — 37) mit
dem Ovalbumin-Aerosol behandelt. Die Kontrolltiere wurden jeweils 5 ml 0,9% NaCl Aerosol
ausgesetzt. Fur die Aerosolbildung wurde der Ultraschall-Vernebler Multisonic LS 290 der
Firma Flores Medical (Probstzella, Deutschland) verwendet. Akut asthmatische Tiere wurden
an Tag 24 und 25, chronisch asthmatische Tiere an Tag 38 und 39 analysiert. Hierfiir wurden
funktionelle Lungenschnitte hergestellt oder Veranderungen des Atemwiderstands im Zuge der
Lungenfunktionsmessungen mittels FlexiVent Systems der Firma SCIREQ Scientific
Respiratory Equipment Inc. (Montreal, Kanada) untersucht (Abb. 8).
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Abbildung 8: Schema zur Induktion akuten und chronischen Asthmas
A) Zur Asthma Induktion wird den Tieren an dO und d14 OVA+Alum intraperitoneal injiziert. Die Challenge, d.h.

inhalative Aufnahme von 1% OVA erfolgt beim akuten Asthmamodell an d21 bis d23 . B) Fir das chronische
Asthmamodell werden die Tiere repetitiv an jeweils drei Tagen drei aufeinander folgender Wochen (d21 - d23,
d28 - d30, d35 - 37) einem 1%igen OVA-Aerosol ausgesetzt. Die Analyse des Atemwegswiderstands mittels
FlexiVent erfolgt an d24 und d25 (akut) bzw. d38 und d39 (chronisch) (A, B).

Die Untersuchung der Atemwegshyperreagibilitat (AHR) infolge einer Ovalbumin-Induktion
erfolgte mit Hilfe des FlexiVent System. Fir die Lungenfunktionsmessung wurden die Mdause
mit einer Kombination aus Fentanyl (50 pg/kg), Medetomidin (0,5 mg/kg) und Midazolam
(5 mg/kg) anasthesiert. VVor intraperitonealer Applikation des Narkosegemisches wurde den
Méusen zur Schmerzausschaltung Carprofen (5 mg/kg) subkutan injiziert. Eine ausreichende
Narkosetiefe wurde durch Ausbeleiben des Lid- sowie Zwischenzehenreflexes festgestellt. Die
Maus wurde in Riickenlage auf der 37°C warmen Wé&rmeplatte fixiert und die Haut ab dem
Schultergurtel kaudal er6ffnet. Mit zwei Pinzetten wurde die paarige Unterkieferspeicheldriise
(Glandula submandibularis) mittig auseinandergezogen und seitlich rechts und links am
Mauskopf abgelegt. Mit einer Pinzette wurde nun die Zungenbeinmuskulatur (infrahyale
Muskulatur) angehoben und mit einer Schere ab dem Zungenbein (Os hyoideum) bis zum
Schlisselbein-Brustbeingelenk (Articulatio sternoclavicularis) entfernt. AnschlieRend wurde

eine Ligatur unterhalb der Trachea hindurchgefiihrt, die der spéteren Fixierung der
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Beatmungskaniile diente. Nun wurde der Beatmungsmodus des FlexiVent Systems
eingeschaltet. Unterhalb des Kehlkopfes wurde die Trachea eingeschnitten und die
Beatmungskanile des FlexiVent Systems mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig in die Trachea
geschoben und mit der Ligatur fixiert. Die kontinuierliche Beatmung der Méause erfolgte mit
einem Atemminutenvolumen von 10 ml/kg (250 ul/Atemzug) bei einer Frequenz von 150
Atemzigen pro Minute und einem positiven endexpiratorischen Druck von 2,5 cmH20. Als
Muskelrelaxans wurde der Maus unmittelbar vor der Lungenfunktionsmessung Vecuronium
(0,1 mg/kg) intraperitoneal injiziert. Durch ein Recruitment-Mandver der Lunge (Lachmann
Manover) zu Beginn jeder Messung wurden kollabierte Lungenbereiche gedffnet. Im Zuge des
Lungenfunktionstests wurde eine Losung aus AEA (1 pg/Maus, 20 pl, 1% EtOH in 0.9% NacCl,
10 s) in 25 mg/ml 5-HT verwendet. Diese Losung wurde als Aerosol Giber den an das FlexiVent
System angeschlossenen Aeroneb Ultraschallvernebler in die Lunge appliziert. Den
Kontrolltieren wurde EtOH (20 pl, 1% EtOH in 0.9% NaCl, 10 s) in 25 mg/ml 5-HT
verabreicht. Verénderungen des Atemwegswiderstands wurden wahrend der inhalativen
Applikation mit Hilfe des FlexiVent Systems aufgezeichnet und analysiert. Als
Atemwegshyperreagibilitit ~ wird eine  gesteigerte  Empfindlichkeit der glatten
Atemwegsmuskulatur auf unterschiedliche Stimuli, die eine Obstruktion der Atemwege zur
Folge haben, bezeichnet. Im Anschluss an die Messungen wurden die Mdause durch zervikale
Dislokation getotet, eine bronchoalveolare Lavage (Kapitel 3.8.1.3) durchgefiihrt sowie die
Lunge fur histologische Untersuchungen (Kapitel 3.4) entnommen und in 4% ROTI®Histofix

fixiert.

Die bronchoalveoldare Lavage (BAL) erfolgte direkt im Anschluss an die
Lungenfunktionsmessungen an Tag 24 und 25 bei akutem Asthma bzw. an Tag 38 und 39 bei
chronischem Asthma. Fur die visuelle Kontrolle der Lavage wurde der Bauch sowie der
Brustkorb der getoteten Méuse durch einen medianen Langsschnitt ge6ffnet und das Zwerchfell
durchtrennt. Uber den bereits bei der Lungenfunktionsmessung gesetzten Schnitt in der Trachea
wurde ein feiner, Uber eine 27G Kanlle gezogener Polyethylen-Schlauch (Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg, Deutschland) in die Trachea gefiihrt und mit der Ligatur fixiert. Mit einer
1 ml Luer Tuberkulinspritze wurde die Lunge drei Mal mit 1 ml PBS/EDTA-LGsung gespult
und die gewonnenen Proben bis zur weiteren Verarbeitung in 15 ml Zentrifugenréhrchen auf
Eis gelagert. Die Zentrifugation der Proben erfolgte bei 4°C fir 5 min und 600 rpm.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml frischer PBS/EDTA-

Losung resuspendiert. Mittels Neubauer Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und die
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Gesamtzellzahl berechnet. Zur Bestimmung der einzelnen Zelltypen wurde die Zellsuspension
mittels der Zytozentrifuge Cellspin®I auf spezielle Zytotrédger (beides Tharmac GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) zentrifugiert (6 min, 600 rpm). Nach einer Trocknungszeit von 24h
wurden die Proben mittels MorDiff-Quick Schnellfarbekit der Firma Morphisto GmbH
(Frankfurt am Main, Deutschland) (Kapitel 3.4.3.3) angefarbt und die verschiedenen Zelltypen
anhand morphologischer Merkmale im Lichtmikroskop ausgezéhit.

3.8.2 Rechtsherzkatheter
Fur die Rechtsherzkatheter-Messungen zum Nachweis der Wirkung des AEAs auf den

pulmonalen Druck wurden 8 Wochen alte C57BL/6J Méuse verwendet.

Zur Narkoseeinleitung wurde die Maus in einer Plexiglasbox mit 5 VVol% Isofluran (Forene®,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) betdubt, welches ber einen Isofluran Vaporiser
(VetMed Vapor, Dragerwerk AG & Co. KGaA, Lubeck, Deutschland) durch 0,6 I/min O2
ausgewaschen und in die Box eingeleitet wurde. Anschlielend wurde die narkotisierte Maus
intubiert und erhielt eine intraperitoneale Injektion von Ketamin (50 mg/kg) und Xylazin
(5 mg/kg). Die Maus wurde in Rickenlage auf einer 37°C Warmeplatte fixiert und zur
Aufrechterhaltung der Narkose tiber den Tubus mit 1,5 Vol% Isofluran (100% O3) durch den
angeschlossenen MiniVent Ventilator (MiniVent Model 845, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten, Deutschland) mit einem Atemzugvolumen von 300 pul und 180 Atemziigen/min
beatmet. Flr die Applikation der Testsubstanzen wurde der Nebulizer Aerogen Pro (Aerogen,
Irland) zwischen den Tubus und den MiniVent plaziert. Nun wurde die Maus im Bereich des
Brustkorbs enthaart und dieser tber eine Sternotomie ertffnet. Der Perikardbeutel wurde
entfernt und das freigelegte Herz mit einer stumpfen Pinzette an der Herzspitze fixiert. Mit
Hilfe einer 26G Kanlle wurde der rechte Ventrikel punktiert. Zur Messung des
rechtsventrikularen Drucks wurde ein 1F (1/3mm) Druckkatheter der Firma Millar (SPR-1000,
Houston, Texas) tber die punktierte Stelle in den rechten Ventrikel des Herzens eingeftihrt und
optimal platziert. Uber das Millar Aria 1 System (Millar, Houston, Texas), das mit dem
PowerLab 16/30 (ADInstruments, Oxford, Vereinigtes Konigreich) verbunden war, wurde der
rechtsventrikuldre Druck kontinuierlich aufgezeichnet und mit der Software LabChart
visualisiert. Nach Aufzeichnung des basalen Drucks wurden mit Hilfe des Nebulizers entweder
AEA (0.5 pg/Maus, 50 pl 1% EtOH in 0,9% NaCl) oder EtOH (1% in 0,9 % NaCl) direkt in
die Lunge appliziert und parallel die Druckveranderungen im rechten Ventrikel gemessen. Zur

Kontrolle der Funktionstiichtigkeit des Verneblers wurde als Positivkontrolle 5 min spéter
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Serotonin (5-HT, 50 mg/ml, 50 pl) vernebelt, wodurch es zu einem maximalen Druckanstieg

kam. Nach Beendigung der Messungen wurde die Maus durch zervikale Dislokation getotet.

Zur Auswertung der Druckverdnderungen innerhalb des rechten Ventrikels durch AEA oder
EtOH wurde der rechtsventrikulare Druck 3 min nach Applikation herangezogen und mit dem
basalen Druck verglichen. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde der Mittelwert des

rechstventrikuldren Drucks Uber 8 sec ermittelt und fir den Vergleich verwendet.

3.9 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, USA) verwendet. Zur Untersuchung einer Signifikanz wurde der Student’s t-Test
(unpaired two-tailed student’s t-test) sowie eine One Way oder Two Way ANOVA mit den
Posttests Bonferroni's oder Tukey's durchgefiihrt. Alle dargestellten Diagrammdaten sind als
arithmetisches Mittel + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Darstellung der
Signifikanzen ist folgendermalien definiert: *p < 0,05, *x p < 0,01, *x*p < 0,001.

3.10 Kooperationstubersicht

Tabelle 24
Immunhistochemische Dr. Michaela Matthey  Institut fur Physiologie, Abt.
Féarbungen von Maustrachea Systemphysiologie, Ruhr-
und hAASMC/hTEPC Universitat Bochum
Transduktion HUVEC Dr. Sarah Rieck Institut fur Physiologie 1,
Universitat Bonn
LC-MS/MS Dr. Laura Bindila Institut fur Physiologische
Chemie, Lipidomics
Arbeitsgruppe, Universitat Mainz
Paraffinschnitte, H&E- Astrid Markert Institut fur Physiologie 1,
Féarbung Universitat Bonn
Rechtsherzkatheter- Alexander Seidinger Institut fur Physiologie, Abt.
Messungen Systemphysiologie, Ruhr-
Universitat Bochum
Unterstltzung bei FlexiVent = Jennifer Dietrich Institut fur Physiologie 1,
Messungen Universitat Bonn

67



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 AEA zeigt keinen Effekt auf den basalen Tonus von Trachealringen der
Maus

Zuerst wurde anhand isometrischer Kraftmessungen an Trachealringen der Maus untersucht,
inwieweit die Gabe einer AEA Einzeldosis den Basaltonus beeinflusst (Abb. 9 A). Hierfir
wurden Trachealringe von C57BL/6J Mausen im Drahtmyographen analysiert. Nach
Kalibrierung und Vorspannung wurde zundchst eine Kontraktion mit Serotonin (10 puM)
induziert, nach dem Auswaschen erfolgte die Applikation von AEA (10 pM) auf den
Basaltonus. Hierbei zeigte sich kein Effekt (Abb. 9 B). Als Vitalitdtskontrolle wurde im
Anschluss der starke Bronchokonstriktor Methacholin (10 uM) appliziert, wodurch eine starke
Kontraktion der Trachea ausgelost wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass AEA weder einen
kontrahierenden noch relaxierenden Effekt auf den basalen Tonus der Atemwegsmuskulatur
besitzt. Folglich sollte untersucht werden, welche Wirkung AEA auf die konstringierte

Atemwegsmuskulatur entfaltet.
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Abbildung 9: Untersuchung des Effekts von AEA auf den Basaltonus muriner Trachealringe

A) Originalkurve einer isometrischen Kraftmessung am Myographen bei Applikation von Serotonin (5-HT, 10
1M), Anandamid (AEA, 10 uM) und Methacholin (MCh, 10 uM). B) Statistische Analyse der maximalen
Kontraktionskraft bei Applikation der verschiedenen Konstriktoren oder von AEA.

4.2 AEA induziert eine starke Bronchorelaxation in vorkontrahierten
Trachealringen

Fir die Untersuchung des Effekts von AEA auf die vorkontrahierte Atemwegsmuskulatur

wurde AEA auf die durch 5-HT hervorgerufene submaximale Kontraktion der Trachealringe

appliziert. Es zeigte sich, dass AEA eine vollstandige Relaxation (109,9£4,9%, n=5) der

Trachea bewirkt. Im Vergleich hierzu zeigte sich bei Applikation der Lésungsmittels EtOH nur

eine geringfugige Relaxation von 11,4+1,6%, n=7, ***p<0,001 (Abb. 10 A,B,G). Um zu
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zeigen, dass AEA unabhangig von der Art des fur die Vorkontraktion verwendeten
Bronchokonstriktors relaxierend wirkt, wurde der Effekt von AEA (10 uM) nach submaximaler
Kontraktion durch 5-HT (3 uM), MCh (100 nM) oder dem Rezeptor-unabhé&ngigen Konstriktor
KCI (28 mM) verglichen. Hierbei zeigte sich eine vergleichbar starke AEA-Relaxation
unabhéngig von der Art des Konstriktors. (Abb. 10 C). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass
AEA stark relaxierend auf die Atemwegsmuskulatur wirkt. Im Folgenden sollte eingehender
untersucht werden, tber welche molekularen Mechanismen die Relaxation induziert wird. Um
den Signalweg der AEA-induzierten Bronchorelaxation zu bestimmen, wurde zuerst die
Expression der Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 sowie des Enzyms Fettsdureamid-
Hydrolase (FAAH) in Trachealgewebe mittels PCR untersucht. Hierbei zeigte sich eine eher
geringe Expression des CB1 Rezeptors und eine vergleichsweise stérkere Expression von CB2
Rezeptor und des Enzyms FAAH in Trachealgewebe (Abb. 10 D). Um nun herauszufinden, ob
die AEA-vermittelte Relaxation der Atemwegsmuskulatur Gber die Aktivierung der
Cannabinoidrezeptoren oder den Abbau von AEA durch das Enzym FAAH vermittelt wird,
wurden weitere Messungen an Trachealringen von Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout und
Faah-/- Mausen im Drahtmyographen durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich eine unverandert starke
AEA-induzierte Relaxation in Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout Mausen (100,5+3,0%, n=9),
wohingegen diese Relaxation in Faah-/- Mausen signifikant auf 18,2+2,9%, n=8, ***p<0,001
vs AEA verringert war (Abb. 10 E - G). Um eine Beteiligung der Cannabinoidrezeptoren an
der AEA-induzierten Relaxation weiter auszuschlieBen, wurde der synthetische, nicht-selektive
Cannabinoidrezeptor-Agonist CP55,940 (10 uM) verwendet. Dieser bewirkte lediglich eine
Relaxation von 28,2+10,2%, n=5, ***p<0,001 vs AEA (Abb. 10 G). Da diese Ergebnisse darauf
hindeuten, dass FAAH-abhangige Metaboliten fur die AEA-induzierte Relaxation
verantwortlich sind, wurde in weiteren Versuchen an Trachealringen der C57BL/6J Mause die
Wirkung des pharmakologischen FAAH Inhibitors URB597 sowie des nicht-hydrolysierbaren
AEA Analogons Methanandamid (Met-AEA) untersucht. Durch die Verwendung des FAAH
Inhibitors konnte die AEA-induzierte Relaxation dhnlich deutlich wie in Faah-/- M&usen
verringert werden. Lediglich eine Relaxation von 11,1+8,8%, n=6, ***p<0,001 vs AEA liel}
sich feststellen. Auch die Applikation von Met-AEA fuhrte nur zu einer Relaxation von
16,5%8,7%, n=5, ***p<0,001 vs AEA (Abb. 10 G). Somit kénnen wir zeigen, dass AEA eine

Bronchorelaxation auslost, die FAAH-abhéngig ist.
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Abbildung 10: Analyse der AEA-induzierten Relaxation in der Trachea der Maus

A, B) Originalkurven isometrischer Kraftmessungen am Myographen bei Applikation des Bronchokonstriktors
5-HT und nachfolgender Gabe von AEA (10 uM, A) oder des Losungsmittels EtOH (B). C) Statistische Analyse
des relaxierenden Effeks von AEA auf die Kontraktion durch 5-HT (3 pM), MCh (0,1 uM) und KCI (28 mM). D)
Expressionsnachweis der Cannabinoidrezeptoren 1 und 2 (Cnrl, Cnr2) sowie des Enzyms Fettsdureamid-
Hydrolase (Faah) auf mRNA-Ebene. Als Positivkontrolle wurde GAPDH verwendet. E, F) Originalkurven der
isometrischen Kraftmessung in einer Trachea von Faah-/- (E) und Cnrl-/-/Cnr2-/- Doppelknockout (F) Tieren. G)
Statistische Analyse der relaxierenden Wirkung von AEA (10 uM), CP 55,940 (10 uM), URB597 (URB, 10 pM)
und Methanandamid (Met-AEA, 10 uM), ***p<0,001. G) One way ANOVA, Tukey's post hoc test.
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4.3 Die AEA-induzierte Bronchorelaxation hat eine Epithel-abhangige sowie
eine Epithel-unabhangige Komponente

Zur ldentifikation der Zelltypen, die die AEA-induzierte Relaxation vermitteln, wurden erneut
Trachealringe von C57BL/6J Méausen verwendet. Bei einigen Ringen wurde das tracheale
Epithel mit Hilfe eines Bindfadens mechanisch entfernt, sodass nur noch die Schicht der glatten
Muskelzellen vorhanden war. Danach wurde die AEA-induzierte Relaxation am
Drahtmyographen untersucht und anschlieBend die Trachealringe fur H&E-Farbungen zum
Nachweis der erfolgreichen Epithelentfernung in Paraffin eingebettet (Abb. 11 A - D). Es zeigte
sich ein signifikanter Unterschied in der Relaxationsstarke zwischen den Trachealringen mit
intaktem Epithel (112,7+7,8%, n=5) und denjenigen ohne Epithel (48,4+10,6%, n=6, **p<0.01)
(Abb. 11 E). Demnach flhrte die mechanische Entfernung des Epithels zu einer Reduktion der
Relaxation um etwa 60%, woraus geschlossen werden kann, dass sowohl das Epithel als auch
eine Epithel-unabhangige Komponente, wahrscheinlich die glatte Muskulatur, an der
Relaxation beteiligt sind. Dies belegt auch der immunhistochemische Nachweis von FAAH,
denn sowohl im Epithel als auch in der glatten Muskulatur konnte eine deutliche FAAH Protein

Expression mit Hilfe von entsprechenden Antikorpern detektiert werden (Abb. 11 F).
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Abbildung 11: Nachweis der Beteiligung des Epithels an der AEA-induzierten Bronchorelaxation
A-D) H&E-Farbungen von Trachealringen zum Nachweis des intakten Epithels (A, B) sowie nach erfolgreicher

mechanischer Entfernung (C, D), Malistabsbalken = 20 um (B,D) und MaRstabsbalken = 200 pm (A,C). E)
Statistische Analyse der Relaxation durch AEA in isometrischen Kraftmessungen an Trachealringen mit intaktem
Epithel sowie nach mechanischer Entfernung des Epithels, **p<0,01. F) Immunhistochemische Farbung zum
Nachweis der FAAH Expression in Epithelzellen sowie in glatter Muskulatur einer Trachea (rot = FAAH, grin =
alpha smooth muscle actin), Mal3stabsbalken = 20 um. E) Unpaired two-tailed student’s t-test.

4.4 Die AEA-induzierte Bronchorelaxation erfolgt durch Aktivierung der
Prostaglandinrezeptoren EP2 und EP4

Fur einen detaillierten Nachweis, welche FAAH-abhéngigen AEA Metabolite die Relaxation
der Atemwegsmuskulatur vermitteln, wurde zuerst die Wirkung des direkten AEA Metaboliten
Arachidonsédure (AA, 10 uM) an C57BL/6J Trachealringen mittels Drahtmyograph untersucht.
Es zeigte sich, dass durch Applikation von AA (97,1+3,2%, n=7) eine vergleichbar starke
Muskelrelaxation induziert werden konnte wie mittels AEA (93,3+3,7%, n=5) (Abb. 12 A).
Dies weist deutlich darauf hin, dass die AEA-induzierte Relaxation tber AA und evtl. ihre
Abbauprodukte vermittelt wird. Da bekannt ist, dass die weitere Metabolisierung von AA durch
Cyclooxygenasen (COX), 5-Lipoxygenase (5-LOX) oder Cytochrom 450 Monooxygenasen
(CYP450) erfolgen kann, wurden in den nachfolgenden Versuchen am Drahtmyographen
pharmakologische Inhibitoren fir diese Enzyme verwendet. Hierbei zeigte sich, dass die

Applikation des COX Inhibitors Indometacin (Indo, 10 uM) zu einer signifikanten Reduktion
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der AEA-induzierten Relaxation auf 33,9+6,2%, n=8, ***p<0,001 vs AEA fiihrt. Im Gegensatz
dazu konnte keine Verdnderung der Relaxation durch Applikation des 5-LOX Inhibitors
Nordihydroguaiaretinsdure (NDGA, 10 puM, 84,4+8,5%, n=9) oder des Cytochrom P450
Monooxygenasen Inhibitors 17-Octadecinsdure (ODYA, 1 uM, 80,1+10,5% n=8) detektiert
werden (Abb. 12 A). Als zuséatzlichen Nachweis, dass die AEA-induzierte Relaxation eine
Folge der Hydrolyse durch FAAH ist und AEA nicht direkt durch COX metabolisiert wird,
wurde der Effekt von Indometacin auf die AA-induzierte Bronchorelaxation untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass Indometacin die AA-vermittelte Relaxation im selben Male wie die
durch AEA hervorgerufene Relaxation zu inhibieren vermochte, was wiederum auf die
Beteiligung von FAAH/AA hindeutet (Abb. 12 B). Bekannt ist, dass aus der Metabolisierung
von AA durch Cyclooxygenasen die relaxierend wirkenden Eicosanoide Prostacyclin (PGI12)
und Prostaglandin E2 (PGE2) gebildet werden. Diese Eicosanoide vermitteln ihren Effekt durch
Bindung an den Prostacyclin-Rezeptor (IP) oder die vier verschiedenen Prostaglandin-
Rezeptoren EP1 bis EP4. Die Expression aller genannten Rezeptoren in Trachealgewebe konnte
mittels PCR nachgewiesen werden (Abb. 12 C). Da die Aktivierung von IP, EP2 und EP4
Rezeptoren jeweils eine Relaxation vermitteln kann, wurde nachfolgend ihre jeweilige Rolle
bei der AEA-vermittelten Relaxation untersucht. Verwendet wurden hierfir der IP-Rezeptor
Antagonist CAY10441, der EP/DP Antagonist AH6809 sowie der selektive EP4-Rezeptor
Antagonist L161,982. Hierbei zeigte sich, dass durch die Applikation des IP-Rezeptor
Antagonisten CAY10441 (3 uM) die AEA-vermittelte Relaxation nicht beeinflusst werden
konnte (94,2+3,3%, n=3). Im Gegensatz dazu bewirkte die Applikation des EP/DP
Antagonisten AH6809 sowie vor allem die Kombination von AH6809 (10 M) mit dem EP4
Antagonisten L161,982 (2 uM) eine signifikante Reduktion der AEA-vermittelten Relaxation
um 48% auf 56£5,1%, n=4, ***p<0,001 vs AEA) (Abb. 12 D). Dies deutet darauf hin, dass die
AEA-induzierte Bronchorelaxation tber die Aktivierung der Prostaglandin-Rezeptoren EP2

und EP4 vermittelt wird.
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Abbildung 12: Analyse der durch AEA Stimulation induzierten intrazellularen Signalkaskade
A) Statistische Analyse der AEA-induzierten Relaxation in isometrischen Kraftmessungen im Vergleich zu

Arachidonsdure (AA, 10 pM) sowie unter Verwendung der Inhibitoren Indometacin (Indo, 10 uM),
Nordihydroguajaretinsaure (NDGA, 10 uM) sowie 17-Octadecinsdure (ODYA, 10 uM). B) Statistische Analyse
der durch AA hervorgerufenen Relaxation unter Verwendung des COX Inhibitors Indometacin (Indo, 10 uM). C)
Nachweis der mRNA Expression des Prostacyclin-Rezeptors (IP) sowie der 4 bekannten Prostaglandin-
Rezeptoren (EP1 — EP4). D) Statistische Analyse der AEA-induzierten Relaxation in isometrischen
Kraftmessungen unter Verwendung der Inhibitoren CAY10441 (CAY, 3 uM), AH6809 (AH, 10 pM) sowie
L161,982 (L, 2 uM). **p<0,01, ***p<0,001. A, D) One way ANOVA, Tukey's post hoc test. B) Unpaired two-
tailed student’s t-test.

4.5 AEA steigert die PGE2 und cAMP Produktion in bronchialen Epithelzellen
sowie in glatten bronchialen Muskelzellen

Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Prostaglandin-Rezeptoren EP2 und EP4 eine
wesentliche Rolle bei der AEA-vermittelten Relaxation der Atemwege spielen. Aktiviert
werden diese Rezeptoren endogen durch Prostaglandin E2 (PGE2), weshalb nachfolgend
mittels ELISA die PGE2 Produktion des Trachealgewebes unter AEA Stimulation untersucht
wurde. Hierfur wurden Trachealringe in Krebs-Henseleit Puffer mit AEA (10 uM) oder dem
Losungsmittel EtOH stimuliert, nach 0, 5, 15 und 30 Minuten wurde der Uberstand

abgenommen und die PGE2 Konzentration mittels ELISA bestimmt. Es zeigte sich, dass die

74



Ergebnisse

PGE2 Konzentration unter AEA Stimulation zeitabhangig angestiegen ist. Nach 30-minutiger
Stimulation betrug die PGE2 Konzentration nach AEA Stimulation 168,5+27,1 pg/ml, n=6 im
Vergleich zur Kontrolle mit EtOH 55,5+6,6 pg/ml, n=6, **p<0,01 (Abb. 13 A). Da bekannt ist,
dass die Aktivierung der EP2 und EP4 Rezeptoren durch PGE2 zu einer Erhéhung des cCAMP
Spiegels fiihrt, wurde aus denselben Trachealringen zusatzlich die cAMP Produktion unter
AEA Stimulation untersucht. Nach 30-minutiger AEA Stimulation war der cCAMP Spiegel im
Vergleich zur Kontrolle signifikant angestiegen (AEA: 69,1+9,1 pmol/mg Protein, n=4 vs
Kontrolle: 32,1+4,9 pmol/mg Protein, n=4, *p<0,05) (Abb. 13 B).
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Abbildung 13: Analyse der PGE2 und cAMP Produktion nach AEA Stimulation von Trachealringen

A) Nachweis der PGE2 Konzentration im Uberstand von Trachealringen mittels PGE2 ELISA. B) Analyse der
cAMP Produktion in trachealem Gewebehomogenisat mittels cCAMP ELISA. *p<0,05, **p<0,01. A) Unpaired
two-tailed t-test with Welch correction. B) Unpaired two-tailed student’s t-test.

Um herauszufinden, welcher tracheale Zelltyp fiir die PGE2 Produktion verantwortlich ist und
um unsere Ergebnisse im humanen System zu verifizieren, wurden fur weitere Untersuchungen
humane tracheale Epithelzellen (hnTEPC) sowie humane glatte Muskelzellen der Atemwege
(hASMC) analysiert. In immunhistochemischen Farbungen konnte die FAAH Expression in
beiden Zelltypen nachgewiesen werden (Abb. 14 A, B). Zum Nachweis, dass der FAAH
Antikorper tatsachlich das FAAH Protein anfarbt, wurden Endothelzellen aus humanen
Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) mit FAAH shRNA sowie
Kontroll shRNA transduziert und anschliefend anhand der immunhistochemischen Farbung die
FAAH Expression Uberpriift. Hierbei zeigte sich die erwartete deutliche Reduktion der
Antikorperfarbung nach Herunterregulation mittels Faah mRNA im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 14 C). Somit kénnen wir zeigen, dass der FAAH Antikorper spezifisch das Enzym FAAH
detektiert. In PCR Analysen lie sich zudem belegen, dass die Prostaglandin-Rezeptoren EP2
und EP4 in den humanen Zellen exprimiert werden (Abb. 14 D, E).
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Abbildung 14: Analyse der FAAH- und Prostaglandin-Rezeptorexpression in humanen Zellen
A, B) Immunhistochemische Farbung humaner trachealer Epithelzellen (nTEPC, A) und glatter Muskelzellen der
Atemwege (hASMC, B) zum Nachweis von FAAH (rot). Darstellung der Zellkerne mittels des
Fluoreszenzfarbstoffs Hochst 33342 (blau). Malstabsbalken = 50 pm. C) Nachweis der FAAH
Antikdrperspezifitat anhand immunhistochemischer Farbungen transduzierter HUVEC. MalRstabsbalken = 50 pm.
D, E) MRNA Expression der Prostaglandin-Rezeptoren 2 und 4 (EP2, EP4) in hTEPC und hASMC.

Nachfolgend wurde zudem untersucht, ob eine AEA Stimulation auch in hTEPC sowie hASMC
zu einer verstarkten PGE2 sowie CAMP Produktion fuhrt. Hierfir wurden die Zellen jeweils
fiir 30 und 60 Minuten mit AEA (10 uM) oder dem Ldsungsmittel (EtOH) stimuliert und der
Uberstand sowie das Zellhomogenisat fir ELISA Untersuchungen verwendet. Eine erhdhte
PGE2 Produktion konnte im Uberstand stimulierter hTEPC nach 60 Minuten (479,4+45 pg/ml,
n=5) (Abb. 15 A) sowie im Uberstand der hASMC (Abb. 15 B) nach 30 (35+3,3 pg/ml, n=5)
und 60 Minuten (35,3%£2,7 pg/ml, n=5) nachgewiesen werden. Dies belegt, dass die AEA
Stimulation die PGE2 Produktion in beiden Zelltypen induziert. Ein erhdhter cAMP Spiegel
liell sich nach 60-minitiger AEA Stimulation in hASMC (5,5+0,7 pmol/ml Protein, n=5)
messen und zeigt, dass die bronchiale Relaxation Uber die Bildung des second messengers
CAMPs in bronchialen Muskelzellen vermittelt wird (Abb. 15 C).
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Abbildung 15: Analyse der PGE2 und cAMP Produktion in humanen Zellen

A, B) Nachweis der PGE2 Produktion nach AEA Stimulation im Uberstand von hTEPC (A) und hASMC (B)
mittels PGE2 ELISA. C) Bestimmung der cAMP Produktion im Zelllysat der hASMC mittels cCAMP ELISA.
*p<0,05, **p<0,01. A-C) Two Way ANOVA, Bonferroni's post hoc test.

4.6 AEA induziert eine Relaxation der intrapulmonalen Atemwege ex vivo

Die oben beschriebenen Untersuchungen konnten zeigen, dass AEA eine starke Relaxation der
Trachealmuskulatur bewirkt. Weiterfuhrend sollte untersucht werden, ob AEA auch in
kleineren Bronchien und Bronchiolen eine Relaxation der glatten Muskulatur ausldst. Hierfir
wurde zuerst die Faah Expression in verschiedenen Abschnitten der Atemwege der Maus
mittels gqPCR untersucht. Eine deutliche Faah Expression liel} sich in den Hauptbronchien,
Lappenbronchien aber vor allem den kleinen Segmentbronchien nachweisen. Dabei zeigte sich
ein &hnlich hohes Faah Expressionslevel in den Segmentbronchien wie in der Positivkontrolle,
dem Gehirn. Insgesamt konnte entlang des gesamten Atemwegssystems im Vergleich zur

Negativkontrolle, dem Herzen, eine starke Faah Expression detektiert werden (Abb. 16 A).
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Abbildung 16: Nachweis der FAAH Aktivitat in verschiedenen Mausgeweben und humanen Zellen

A) Quantitativer Expressionsnachweis von Faah in den unterschiedlichen Abschnitten des Bronchialsystems (1st
= Hauptbronchien; 2nd = Lappenbronchien; 3rd = Segmentbronchien) im Vergleich zum Herzen
(Negativkontrolle) sowie zum Gehirn (Positivkontrolle). B -E) Darstellung der enzymatischen FAAH Aktivitat in
Trachea und Lunge als Originalkurve (B, C) sowie die statistische Auswertung (C, E), jeweils unbehandelt und
unter Verwendung des spezifischen FAAH Inhibitors URB597 (10 uM). F, G) Nachweis der FAAH Aktivitét fr
Gehirn (Positivkontrolle) und Herz (Negativkontrolle), nativ und unter Verwendung von URB597 (10 uM). H, I)
Analyse der FAAH Aktivitat in hTEPC und hASMC nativ und unter Verwendung von URB597 (10 pM).
**p<0,01, ***p<0,001. (C, E,F,H) Unpaired two-tailed student’s t-test.

Da die Faah Expression nicht zwangsldufig mit der FAAH Aktivitat korreliert, wurde die
enzymatische Aktivitat dieses Enzyms in verschiedenen Mausgeweben sowie hTEPC und
hASMC untersucht (Abb. 16 B - I). Unsere Daten zeigen, dass sowohl in Trachea, Lunge und
vor allem dem Gehirn (Positivkontrolle) eine deutliche FAAH Aktivitat nachweisbar ist (Abb.
16 B - F). Mit Hilfe des FAAH Inhibitors URB597 konnte diese Aktivitit jeweils nahezu
vollstdndig aufgehoben werden. Interessanterweise konnte im Herzen keine FAAH Aktivitat
nachgewiesen werden, was sich sehr gut mit der fehlenden Faah Expression im Herzen deckt.
Weiterhin konnte in den hTEPC die Aktivitat der FAAH dokumentiert werden, wahrend in den
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hASMC wahrscheinlich ein zu geringes Faah Expressionslevel vorliegt, um die Aktivitét
mittels eines Fluoreszsenz-basierten Assays messen zu koénnen (Abb. 16 H - ). Fur die
funktionelle Analyse der AEA-vermittelten Relaxation in den kleinen Bronchien wurden
Prézisionsschnitte der Lunge (Precision cut lung slices, PCLS) von Mausen generiert. Diese
koénnen mit pharmakologischen Substanzen perfundiert werden, wéhrend die Lumenénderung
der angeschnittenen Bronchiolen mittels Phasenkontrastmikroskopie verfolgt wird. Als
Bronchokonstriktoren wurden 5-HT (1 puM) oder MCh (0,1 pM) verwendet. Nach
submaximaler Konstriktion der Bronchialmuskulatur, die durch eine Abnahme der bronchialen
Lumenflache gekennzeichnet ist, wurden AEA (10 puM) oder das Ldsungsmittel EtOH
appliziert. Hierbei zeigte sich, dass AEA nach 5-HT Vorkonstriktion zu einer fast vollstandigen
Relaxation der Bronchialmuskulatur fuhrt (81,5%4,5, n=5), wohingegen die Kontrollsubstanz
EtOH (-7,2%1,8, n=4, ***p<0,001) keinen Effekt zeigte (Abb. 17 A - C). Eine etwas
schwachere AEA Relaxation liel} sich nach MCh Vorbehandlung feststellen (Abb. 17 D - F).
Die Untersuchungen belegen, dass AEA relaxierend sowohl auf die Tracheal- als auch

Bronchialmuskulatur wirkt.
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Abbildung 17: Nachweis der AEA-vermittelten Relaxation in Bronchien und Bronchiolen gesunder
C57BL/6J Méause

A, B, D, E) Die Originalkurven mit dazugehérigen Originalaufnahmen gesunder C57BL/6J M&use reprasentieren
die Verénderung der Lumenflache an den Zeitpunkten (1, 2, 3), Malstabsbalken = 50 pum. Jeweils nach
Vorkontraktion mit 5-HT (10 pM) oder MCh (1 pM) und Auswaschen erfolgte die submaximale Kontraktion
durch 5-HT (1 pM) oder MCh (0,1 pM) gefolgt von der Applikation von 5-HT (1 uM) oder MCh (0,1 pM) in
Kombination mit AEA (10 uM) oder der Kontrolle EtOH. C, F) Statistische Analyse der AEA-induzierten
Relaxation der intrapulmonalen Bronchien nach Vorkontraktion durch 5-HT (C) bzw. MCh (F) im Vergleich zu
EtOH. **p<0,01, ***p<0,001. C, F) unpaired two-tailed student’s t-test.

4.7 AEA reduziert den Atemwegswiderstand in vivo

Die zuvor beschriebenen Versuche konnten zeigen, dass AEA ex vivo stark relaxierend auf die
Muskulatur von Trachea und kleineren Bronchien wirkt. Weiterfilhrend sollte daher der Effekt
von AEA auf den Atemwegswiderstand (Resistance, Rrs) von C57BL/6J Tieren in vivo
untersucht werden. Hierflr wurde das FlexiVent System zur Messung der Atemmechanik an
der narkotisierten Maus verwendet. AEA (0,5 pg/Maus) oder das Losungsmittel EtOH wurden
jeweils zusammen mit dem Bronchokonstriktor 5-HT (25 mg/ml) als Aerosol wéhrend eines

Atemmandvers in die Lunge appliziert und die Anderungen der Atemmechanik gemessen.
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Hierbei zeigte sich, dass AEA den Anstieg des Atemwegswiderstands im Vergleich zum
Losungsmittel deutlich reduziert (Abb. 18).

2.01 -
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Abbildung 18: Analyse des Atemwegswiderstands gesunder C57BL/6J Mause unter 5-HT Provokation
Darstellung der Anderung des Atemwegswiderstands (Rrs) durch kombinierte Applikation von 5-HT+AEA im
Vergleich zu 5-HT+EtOH. *p<0,05; Two Way ANOVA, Bonferroni's post hoc test.

Um auszuschlie3en, dass die lokale Applikation von AEA zu Nebenwirkungen insbesondere
im Lungenkreislauf fihrt, wurden zudem Rechtsherz-Kathetermessungen zur Bestimmung des
rechtsventrikularen Drucks (Right ventricular systolic pressure, RVSP) und der Herzfrequenz
(Heart rate, HR) durchgefiihrt (Abb. 19 A).
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Abbildung 19: Untersuchung mdéglicher Nebenwirkungen der inhalativen AEA Applikation im pulmonal-
vaskularen System

A) Beispielkurve des Druckverlaufs in der Kathetermessung zur Verdeutlichung des Versuchsablaufes, wobei der
Druck jeweils an den Punkten 1 und 2 bestimmt wurde. B-E) Statistische Analyse des rechtsventrikuldren
systolischen Drucks (RVSP, B, D) sowie der Herzfrequenz (HR) (C, E) vor und nach Inhalation von AEA (0.5 mg
pro Maus), des Ldsungsmittels EtOH oder der Positivkontrolle 5-HT (50 mg/ml). *p<0,05, **p<0,01. A-D) Two
Way ANOVA, Bonferroni's post hoc test.

AEA (0,5 pg/Maus) oder EtOH wurden hierfiir mittels Vernebler direkt in die Lunge einer
narkotisierten und beatmeten Maus appliziert. Gleichzeitig wurden der rechtsventrikulare
systolische Druck sowie die Herzfrequenz mittels eines kleinen Millar-Katheters im rechten
Ventrikel gemessen. Die Analyse ergab, dass weder AEA noch EtOH in der entsprechenden
Konzentration zu Anderungen des rechtsventrikularen systolischen Drucks fiihren (Abb. 19 B,

D). Im Vergleich dazu stieg nach Applikation von 5-HT (50 mg/ml, Positivkontrolle) der
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rechtsventrikulare systolische Druck (Abb. 19 B, D) aber nicht die Herzfrequenz (Abb. 19 C,
E). Dies belegt, dass die Aerosol Applikation erfolgreich war. Somit induziert die Aersol
Applikation von AEA in der bronchorelaxierenden Konzentration keine kardiovaskularen

Nebenwirkungen.

4.8 Die AEA Konzentration ist in der Lunge asthmatischer Mause reduziert

Da wir zeigen konnten, dass AEA als starker Bronchodilatator wirkt, stellte sich die Frage, ob
AEA und andere Endocannabinoid-artige Substanzen auch eine pathophysiologische Rolle in
der Lunge spielen. Um dies zu Uberpriifen, haben wir das Ovalbumin-induzierte Asthma-
Modell verwendet und die Konzentration verschiedener Endocannabinoide bzw.
Endocannabinoid-ahnlicher Substanzen mittels der Liquid-Chromatographie-
Massenspektometrie/Massenspektometrie (LC-MS/MS) in den Lungen gesunder und
asthmatischer Mé&use durch die Lipidomics Arbeitsgruppe des Instituts fir Physiologische
Chemie der Universitat Mainz quantifizieren lassen. Hierbei zeigte sich, dass die Konzentration
von AEA, aber auch von 2-Arachidonylglycerol (2-AG), AA sowie von Oleoylethanolamid
(OEA) und Palmitoylethanolamid (PEA) im asthmatischem Lungengewebe gegenuber
gesundem Gewebe signifikant reduziert war (Abb. 20 A - E).
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Abbildung 20: Quantitative Bestimmung verschiedener Endocannabinoide und Fettsdureamide in
murinem Lungengewebe mittels LC-MS/MS

A-E) Analyse der Konzentration von Anandamid (AEA, A), 2-Arachidonylglycerol (2-AG, B), Arachidonsaure
(AA, C), Oleoylethanolamid (OEA, D) sowie Palmitoylethanolamid (PEA, E) in Lungenhomogenisaten gesunder
sowie OVA-induzierter asthmatischer Mause mittels LC-MS/MS. *p<0,05 ,**p<0,01. A-E) Unpaired two-tailed
student’s t-test.

Um zu Uberprifen, ob die reduzierte Konzentration von AEA in den Lungen asthmatischer
Tiere durch eine verminderte Expression der Synthese Enzyme vermittelt wird, haben wir deren
Expression mittels gPCR untersucht. Sowohl far N-
Acylphosphatidylethanolaminphospholipase D (NAPE-PLD), a/b-Hydrolase 4 (ABHD4)
sowie die Glycerophosphodiester phosphodiesterase 1 (GDE1) konnte eine signifikant
verringerte Expression in asthmatischem Lungengewebe nachgewiesen werden (Abb. 21 A-C).
Einzig die Expression der Protein Tyrosin Phosphatase Nicht-Rezeptor Typ 22 (PTPN22) war
in beiden Geweben vergleichbar (Abb. 21 D).
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Abbildung 21: Expressionsnachweis verschiedener AEA Synthese Enzyme in Lungenhomogenisaten
gesunder sowie OVA-induzierter Mause mit akutem Asthma

A-D) Quantitativer Expressionsnachweis der AEA-bildenden Enzyme NAPE-PLD, ABHD4, GDE1l sowie
PTPN22 in Lungengewebe gesunder sowie OVA-induzierter Mause mit akutem Asthma. *p<0,05, **p<0,01. A-
D) Unpaired two-tailed student’s t-test.

4.9 AEA bewirkt eine starke Relaxation der Atemwegsmuskulatur und
reduziert die Hyperreagibilitdt im OVA-induzierten Asthma Modell

Die reduzierte Expression der AEA Synthese Enzyme sowie die verringerte AEA
Konzentration in asthmatischem Lungengewebe kdnnten wichtige Faktoren bei der Ausbildung
der bronchialen Hyperreaktivitat bei Asthma bronchiale darstellen. Dementsprechend sollte
nachfolgend untersucht werden, ob die therapeutische Applikation von AEA auch in
asthmatischem Gewebe zu einer Relaxation der Atemmuskulatur fuhrt und zu einer
Verringerung der bronchialen Hyperreagibilitat in vivo beitragen kann. In einem ersten Schritt
wurde die Wirkung von AEA ex vivo an PCLS gesunder Balb/c Maduse getestet, da
Untersuchungen zur Pathogenese des Asthma bronchiale tblicherweise in dieser Mauslinie
durchgefiihrt werden. Wie bereits in C57BL/6J M&usen konnte auch in den Balb/c M&usen eine
starke AEA-induzierte Relaxation der Atemwegsmuskulatur nachgewiesen werden (Abb. 22 A
- F).
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Abbildung 22: Analyse der AEA-vermittelten Relaxation in Bronchien und Bronchiolen gesunder Balb/c
Mause

A, B, D, E) Originalkurven der Perfusion von Lungenschnitten gesunder Balb/c M&use mit dazugehdrigen
Originalaufnahmen zur Verdeutlichung der Lumendnderung an den in der Originalspur gekennzeichneten
Zeitpunkten (1, 2, 3), Mal3stabsbalken = 50 um. Nach der Vorkontraktion mit 5-HT (10 uM) oder MCh (1 pM)
und Auswaschen erfolgte die submaximale Kontraktion mit 5-HT (1 uM) oder MCh (0,1 uM) gefolgt von der
Applikation von 5-HT (1 uM) oder MCh (0,1 pM) in Kombination mit AEA (10 uM) oder der Kontrolle EtOH.
C, F) Statistische Analyse der AEA-induzierten Relaxation der Bronchien im Vergleich zum Lésungsmittel EtOH
nach Vorkontraktion durch 5-HT (C) oder MCh (F). **p<0,01, ***p<0,001. C, F) unpaired two-tailed student’s t-
test.

AnschlielRend erfolgte die Bestimmung des Effekts von AEA an PCLS von Méusen mit akutem
oder chronischem OV A Asthma. Hierfur wurde zuerst mit Hilfe histologischer Gefrierschnitte
untersucht, ob die Infiltration von Entziindungszellen in der Nachbarschaft der Bronchien und
Bronchiolen als typisches Zeichen des OVA Asthma Modells nachweisbar ist. Diese Infiltration
der Entzliindungszellen war im Vergleich zu normalem Gewebe (Abb. 23 A) sowohl bei akutem
(Abb. 23 B) als auch chronischem Asthma (Abb. 23 C) deutlich erkennbar. Als ein weiterer
klassischer funktioneller Nachweis des Asthma bronchiale wird die gesteigerte Reizbarkeit der
Bronchien, auch als bronchiale Hyperreaktivitat bezeichnet, herangezogen. Im Verlauf der

86



Ergebnisse

Analysen konnte jedoch weder durch Applikation von 5-HT noch von MCh eine gesteigerte
Bronchokonstriktion in asthmatischen PCLS gegeniiber gesundem Gewebe nachgewiesen
werden (Abb. 23 D, E). Da die Infiltration der Entziindungszellen eine erfolgreiche Asthma
Induktion zeigt, ist die fehlende Hyperreagibilitat der Bronchien offenbar auf die Analyse-

Methode der PCLS zurtickzufthren.
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Abbildung 23: Analyse der erfolgreichen Asthma Induktion mittels H&E-Farbung sowie Untersuchung der
pulmonalen Hyperreagibilitat

A - C) H&E-Férbung von Gefrierschnitten der gesunden (A) sowie akut (B) und chronisch (C) asthmatischen
Méuse. Malistabsbalken = 20 um. D, E) Statistische Analyse der maximalen Kontraktion der Bronchien wahrend
der Perfusion mit 5-HT (10 uM, D) oder MCh (1 uM, E) bei gesunden sowie OVA-induzierten Mdusen mit akutem
und chronischem Asthma.

Fur die Analyse der AEA Wirkung auf die Atemwegsmuskulatur von Méusen mit akutem
Asthma wurde in PCLS eine Konstriktion der Atemwegsmuskulatur durch 5-HT (1 uM) oder
MCh (0,1 pM) hervorgerufen. Nach Ausbildung des Kontraktions-Plateaus erfolgte die
Applikation von AEA (10 uM) oder des Losungsmittels EtOH. Es konnte eine starke AEA-
induzierte Relaxation der Atemmuskulatur bei Mdusen mit akutem Asthma festgestellt werden

(Abb. 24 A-F).
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Abbildung 24: Analyse der AEA-vermittelten Relaxation in Bronchien und Bronchiolen von Balb/c Mé&usen
mit akutem Asthma

A, B, D, E) Originalkurven der Perfusion von Lungenschnitten OVA-induzierter Balb/c M&use mit akutem
Asthma. Die dazugehdrigen Originalaufnahmen dienen der Verdeutlichung der Lumenénderung an den in der
Originalspur gekennzeichneten Zeitpunkten (1, 2, 3), Mafstabsbalken = 50 um . Nach der VVorkontraktion mit 5-
HT (10 uM) oder MCh (1 uM) und Auswaschen erfolgte die submaximale Kontraktion mit 5-HT (1 uM) oder
MCh (0,1 uM) gefolgt von der Applikation von 5-HT (1 pM) oder MCh (0,1 pM) in Kombination mit AEA (10
UM) oder der Kontrolle EtOH. (C, F) Statistische Analyse der AEA-induzierten Relaxation der Bronchien im
Vergleich zum Ldésungsmittel EtOH nach Vorkontraktion mit 5-HT (C) oder MCh (F). **p<0,01, ***p<0,001. C,
F) Unpaired two-tailed student’s t-test.

GleichermaRen zeigte sich auch eine starke AEA-induzierte Relaxation der Bronchiolen in
PCLS von Balb/c Médusen mit chronischem Asthma. Fir die Tiere mit chronischem Asthma
konnte nach 5-HT Konstriktion eine Relaxation von 48,945,8%, n=5 nachgewiesen werden.
Bei den Kontrolltieren, denen lediglich NaCl statt OVA injiziert wurde, bewirkte AEA eine
Relaxation von 53,7+6,3%, n=3 im Vergleich zur EtOH Kontrolle (-4,8+4,8%, n=3,
***p<0,001) (Abb. 25 A - F). Die starke AEA Relaxation in OVA Tieren beweist, dass die
Wirkung von AEA auch im Krankheitsmodell erhalten bleibt.
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Abbildung 25: Analyse der AEA-vermittelten Relaxation in Bronchien und Bronchiolen von Balb/c M&usen
mit chronischem Asthma

A, B, D, E) Originalkurven der Perfusion von Lungenschnitten OVA-induzierter Balb/c Méause mit chronischem
Asthma. Die dazugehdrigen Originalaufnahmen dienen der Verdeutlichung der Lumenénderung an den in der
Originalspur gekennzeichneten Zeitpunkten (1, 2, 3), MaRstabsbalken = 50 um. Nach der Vorkontraktion mit 5-
HT (10 uM) oder MCh (1 uM) und Auswaschen erfolgte die submaximale Kontraktion mit 5-HT (1 uM) oder
MCh (0,1 uM) gefolgt von der Applikation von 5-HT (1 uM) in Kombination mit AEA (10 uM) oder der Kontrolle
EtOH. C, F) Statistische Analyse der AEA-induzierten Relaxation der Bronchien im Vergleich zu EtOH nach

Vorkontraktion mit 5-HT (C) oder MCh (F). **p<0,01, ***p<0,001. (C, F) One Way ANOVA, Tukey"s post hoc
test.

Da wir erfolgreich zeigen konnten, dass AEA auch im Krankheitsmodell ex vivo eine starke
relaxierende Wirkung besitzt, sollte nachfolgend untersucht werden, ob AEA auch in vivo den
Atemwegswiderstand bei asthmatischen Tieren senken kann. Hierfur wurde mittels FlexiVent
der Atemwegswiderstand OVA-induzierter Balb/c Mdause mit akutem Asthma bestimmt.
Hierbei zeigte sich, dass AEA den durch 5-HT induzierten Anstieg des Atemwegswiderstands
signifikant verringert (Abb. 26). Durch simultane Applikation von AEA und 5-HT (5-HT, 25
mg/ml) konnte ein reduzierter Atemwegswiderstand von 2,7+0,3 cmH20.s/ml, n=7, **p<0,01
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gegeniiber 4,02+0,4 cmH20.s/ml, n=8 nach Applikation von EtOH und 5-HT gemessen
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Abbildung 26: Analyse des Atemwegswiderstands OVA-induzierter Balb/c Mause mit akutem Asthma
unter 5-HT Provokation

Darstellung der Anderung des Atemwegswiderstands (Rrs) durch kombinierte Applikation von 5-HT+AEA im
Vergleich zu 5-HT+EtOH. **p<0,01, ***p<0,001; Two Way ANOVA, Bonferroni's post hoc test.

Zusammenfasssend zeigen die hier beschriebenen Ergebnisse deutlich, dass AEA eine stark
relaxierende Wirkung sowohl ex vivo als auch in vivo im Bronchialsystem gesunder sowie
asthmatischer Mé&use besitzt. Eingeleitet wird die relaxierende Wirkung hierbei Uber den
enzymatischen Abbau von AEA durch FAAH zu AA. Weiterfiihrend wird anschlielend AA
uber COX zu PGE2 umgewandelt. PGE2 bewirkt nachfolgend die Aktivierung der
Prostaglandin-Rezeptoren EP2 und EP4, wodurch es zu einer verstarkten Synthese von cAMP
in den glatten Muskelzellen der Bronchien kommt (Abb. 27). Dieser starke relaxierenden Effekt
lieR sich sowohl ex vivo anhand von Kraftmessungen am Drahtmyographen und
Prézisionschnitten der Lunge sowie in vivo Uber die Reduzierung des Atemwegswiderstands
unter 5-HT Provokation bei gesunden C57BL/6J und Balb/c Mausen nachweisen.
Massenspektrometrische Analysen zeigen zudem, dass die Konzentration verschiedener
Endocannabinoide und endocannabinoid-ahnlicher Stoffe im asthmatischem Lungengewebe
deutlich reduziert ist, was auf eine pathophysiologische Bedeutung schlieflen l&sst. In
asthmatischen Tieren konnte ebenfalls eine AEA-induzierte Relaxation der Bronchien und
Bronchiolen ex vivo und in vivo dokumentiert werden. Somit kénnen wir zeigen, dass das
Endocannabinoid AEA ein starkes Bronchorelaxans in gesundem aber auch asthmatischem
Gewebe darstellt, was in Zukunft evtl. auch von therapeutischem Interesse bei obstruktiven

Lungenerkrankungen sein kdnnte.
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Abbildung 27: Signalkaskade der AEA-induzierten Relaxation in der glatten Muskulatur des
Bronchialsystems

AEA wird intrazelluldr durch FAAH zu AA und Ethanolamin hydrolysiert. Nachfolgend wird die AA durch COX
zu PGH2 hydrolysiert und mit Hilfe spezifischer Synthasen in PGE2 umgewandelt. PGE2 aktiviert seinerseits die
Prostaglandin-E2-Rezeptoren 2 und 4 (EP2, EP4), wodurch es uber die Aktivierung eines Gs Proteins zur
vermehrten Bildung von cAMP kommt. Diese erhéhte cCAMP Konzentration bewirkt final die Relaxation der
glatten Muskulatur. Eine Beteiligung anderer Enzyme und Rezeptoren konnte durch Verwendung spezifischer
Inhibitoren ausgeschlossen werden (rote Kreuze).
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5 Diskussion

Obstruktive Lungenerkrankungen wie Asthma und COPD gehoren zu den héufigsten
chronischen Erkrankungen bei Kindern und Erwachsenen weltweit. Ihre Pravalenz ist in den
letzten Jahren stark gestiegen. Allein von 1990 bis 2017 nahmen chronische
Atemwegserkrankungen weltweit um 39% zu 1. In den Industrienationen aber auch vielen
Schwellenléndern stellen diese Erkrankungen wirtschaftlich bedeutsame Gesundheitsprobleme
dar. Dennoch werden die zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht vollstandig verstanden.
Somit war es Ziel dieser Arbeit, neue Signalwege zu identifizieren, die zur Tonusregulation der
Bronchien beitragen, um mittelfristig neue therapeutische Konzepte fur obstruktive
Lungenerkrankungen zu entwickeln. Eine friihere Studie unserer Arbeitsgruppe hat gezeigt,
dass Endocannabinoide eine wichtige Rolle bei der Tonusregulation von pulmonalen Geféalien
unter (patho)physiologischen Bedingungen spielen 3. Somit wollten wir in der gegenwartigen
Arbeit Gberprifen, ob das Endocannabinoidsystem auch den Tonus von Bronchien reguliert.
Bereits in der traditionellen asiatischen, aber auch afrikanischen Medizin, wurde Cannabis in
Form von Samen, Wurzeln, Frichten, Blattern und weiblichen Bliten zur Behandlung
verschiedener Erkrankungen, darunter Bronchitis und Asthma, eingesetzt °. Neueste Studien
weisen darauf hin, dass THC, die stdrkste Wirksubstanz der Cannabispflanze, positiven
Einfluss auf das Asthmageschehen hat. So konnte die Arbeitsgruppe um Tashkin nachweisen,
dass THC als Aerosol einen akuten bronchorelaxierenden Effekt bei Gesunden sowie Patienten
mit chronischem Asthma oder experimentell induzierter Bronchokonstriktion bewirkt. Sie
wiesen zudem nach, dass weder eine sympathische Aktivierung noch die Blockierung
muskarinerger Acetylcholinrezeptoren diesem Effekt zugrunde liegt. Entsprechend schrieben
sie den Cannabinoiden einen eigenstandigen therapeutischen Wert zu 1718, Gleichwohl zeigen
sich aber auch nachteilige Effekte beim Genuss von Marihuana, den getrockneten Bliten der
weiblichen Hanfpflanze, denn die Cannabispflanze enthélt neben THC und THC-&hnlichen
Komponenten viele weitere Bestandteile, die toxisch auf das respiratorische Gewebe wirken.
Hierzu z&hlen vor allem Kohlenmonoxid und Teer, die durch das Rauchen von Cannabis in die
Lunge gelangen *"°8. Durch die histopathologischen Veranderungen in den Atemwegen und
dem Lungenparenchym kann es zu chronischem Husten mit vermehrter Schleimbildung,
keuchenden Atemgerauschen sowie Kurzatmigkeit kommen 81-18  Einmaliger Genuss von
Marihuana bewirkt hingegen eine Bronchodilatation, die dem THC zugeschrieben wird
178,183.184 "Eiir ein weiteres pflanzliches Cannabinoid, das Cannabidiol (CBD), konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass sein in vivo Einsatz bei OVA-induziertem Asthma in der Maus zu einem

reduzierten Atemwegswiderstand, vermindertem Remodeling sowie Abnahme der
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entziindlichen Prozesse in der Lunge der Tiere fiihrt &, Wie diese Studien belegen, scheinen
spezifische Wirksubstanzen der Cannabispflanze, die Cannabinoide, einen positiven Effekt auf
den Bronchialtonus zu haben, weshalb ihr tonusregulierendes Potential bei obstruktiven

Lungenkrankheiten eingehender untersucht werden sollte.

Interessanterweise sind Cannabinoide nicht nur in Pflanzen zu finden, sondern werden auch
endogen im menschlichen Korper produziert und metabolisiert. Das sogenannte
Endocannabinoidsystem (ECS), das sowohl Mediatoren als auch die entsprechenden
Rezeptoren und Enzyme umfasst, ist in vielen Spezies konserviert >4, Es konnte gezeigt werden,
dass das ECS an den verschiedensten physiologischen und pathophysiologischen Prozessen,
wie synaptische Plastizitit und Gedéchtnis, Essverhalten und Neurogenese, Reproduktion aber
auch Stress und Schmerzen sowie der Behandlung von Krebs beteiligt ist 181, Allerdings ist
sehr wenig Uber die Rolle der Endocannabinoide im respiratorischen System bekannt 1°9:195-197,
Daher wollten wir mit dieser Arbeit untersuchen, inwieweit das Endocannabinoid AEA die
Physiologie der bronchialen Tonusregulation beeinflusst. Einige Studien liefern bereits
entsprechende Hinweise, dass Endocannabinoide den Bronchialtonus unter bestimmten
Voraussetzungen modulieren. Allerdings ist unklar, wie dieser tonusregulierende Effekt
therapeutisch nutzbar sein konnte %1% Unsere ex und in vivo Ergebnisse am murinen
Mausmodell demonstrieren zum ersten Mal, dass AEA die Fahigkeit besitzt, eine
vorbestehende Atemwegskonstriktion im gesunden und auch kranken Tier signifikant zu
vermindern. Vermittelt wird die AEA-induzierte Atemwegsdilatation hierbei Uber FAAH-
abhangige Metabolite. Urspriinglich ging man davon aus, dass FAAH hauptsachlich AEA
inaktiviert und nicht zu wirksamen Metaboliten hydrolysiert. Mittlerweile herrscht jedoch eine
allgemeine Ubereinkunft dariiber, dass Metabolite der AEA Hydrolyse an wichtigen
Signalwegen beteiligt sind 13719, Eine Beteiligung der Cannabinoidrezeptoren an der AEA-
vermittelten Atemwegsdilatation konnten wir durch verschiedene Experimente am
Drahtmyographen unter Verwendung von Faah-/-, Cnrl1-/-/2-/- Doppelknockout Mausen sowie
pharmakologischen Aktivatoren/Inhibitoren ausschlieen. In den wenigen Studien, die
ebenfalls die Wirkung des AEA auf die Bronchialmuskulatur untersucht haben, werden die
pharmakologischen Effekte des AEA der Aktivierung der CB1/2 oder TRPV Rezeptoren
zugeschrieben. So inhibiert AEA bei Meerschweinchen den durch den TRPV Agonisten
Capsaizin hervorgerufenen Bronchialspasmus mit begleitendem Husten sehr stark, induziert
jedoch nach Entfernung des vagal-induzierten konstriktiven Tonus auch einen starken
Bronchialspasmus **°. Im Gegensatz dazu beschreiben Jia et al., dass AEA in Meerschweinchen

konzentrationsabhéngig Husten auslost, dieser konnte allerdings durch vorherige Gabe von
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Capsaizin inhibiert werden. Dies zeigte, dass der Husten-auslésende Mechanismus TRPV1-
vermittelt war *°. Da es sich bei diesen Untersuchungen jeweils um Experimente an
Meerschweinchen handelt, konnen die Ergebnisse nicht zwangsléaufig auf unseren
Modellorganismus Maus Ubertragen werden. Ein weiterer Beleg dafir, dass die FAAH ein
Schlisselenzym flr die AEA-induzierte Relaxation ist, sind unsere mRNA- und Protein-
Expressionsanalysen in humanen Epithel- und Muskelzellen sowie im murinen Lungengewebe.
Sie zeigen eindeutig, dass die Faah im Lungengewebe dhnlich stark exprimiert ist wie im
Gehirn. Ublicherweise findet sich im Gehirn eine besonders starke Faah Expression 2%°. Dass
die Expression der Faah innerhalb der Organe sowie zwischen unterschiedlichen Spezies
variiert, ist gut belegt. So wird beispielsweise durch Giang und Cravatt beschrieben, dass in
verschiedenen Organen von Mensch, Ratte und Maus ein unterschiedliches Faah mRNA-
Expressionslevel nachzuweisen ist . Die Relevanz der FAAH fir die tonusregulierende
Signalweiterleitung der Atemwege konnten wir durch FAAH Aktivitatsassays in trachealem
und pulmonalem Gewebe der Maus, aber auch in humanen bronchialen Epithelzellen
nachweisen. Hierbei zeigte sich in der Lunge eine sehr starke FAAH Aktivitat, wobei in
frilheren Studien eine solch starke Aktivitit in der Lunge nicht detektiert werden konnte 202202,
Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass es sich in jenen Untersuchungen hauptsachlich
um Experimente an isolierten Mikrosomen handelte, die keinesfalls die gesamte Zellfunktion
widerspiegeln. Somit verdeutlichen unsere Ergebnisse, dass die FAAH ein entscheidendes
Molekdl in der AEA-induzierten bronchialen Relaxationskaskade ist. Weiterhin ist bekannt,
dass FAAH AEA zu Arachidonsdure (AA) hydrolysiert, welche anschlieend durch
Cyclooxygenasen (COX), Lipoxygenasen (LOX) oder CYP450 Monooxygenasen zu
verschiedenen Eicosanoiden umgewandelt wird 2°32% Als direkte Mediatoren der Relaxation
konnten wir durch COX generiertes PGE2 und cAMP identifizieren. PGE2 ist als Ligand der
Prostaglandin-Rezeptoren EP2 und EP4 beschrieben 2%52% und gilt als starkes
Atemwegsrelaxans bei Mensch, Maus, Schwein oder Affe 27-2°, Als Folge der Aktivierung
der Rezeptoren EP2 und EP4 durch PGE2 wird die intrazellulare Konzentration von cAMP
erhéht, wodurch typischerweise eine Relaxation glatter Muskulatur initiiert wird 2%°. Diesen
Anstieg der cCAMP Konzentration konnten wir in unseren Experimenten unter AEA Stimulation
ebenfalls nachweisen. Die pathophysiologische Relevanz des AEA/FAAH Signalwegs zeigte
sich in unserer Studie daran, dass wir reduzierte Konzentrationen von AEA und anderen
Fettsdureamiden in Lungengewebe asthmatischer Mause identifizieren konnten. Welche
Bedeutung eine solche Reduktion der Substanzen und/oder ihrer Metabolite auf die

Atemwegsfunktion hat, ob dies beispielsweise ursachlich fiir die gesteigerte Hyperreaktivitat
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der Atemwege auf verschiedene Reize ist, sollte in weiterfuhrenden Studien naher untersucht
werden. Als eine akute Reaktion auf eine Allergenexposition beim Menschen konnte allerdings
eine erhdhte Konzentration von AEA im Bronchialsekret innerhalb der ersten 24 Stunden
nachgewiesen werden “°. In Anbetracht unserer Ergebnisse konnte es sich hierbei um eine akute
Reaktion der Lunge zur Limitierung der Tonuserhéhung handeln. Als Ursache fir die
verringerte AEA Konzentration in asthmatischem Lungengewebe konnten wir eine reduzierte
Expression der AEA Syntheseenzyme wie NAPE-PLD, ABHD4 oder GDE1 nachweisen. Dies
ist im Einklang mit einer friiheren Studie in Makrophagen, in der ebenfalls eine verminderte
Transkription von NAPE-PLD als Antwort auf entziindliche Prozesse festgestellt wurde 2. Da
Endocannabinoide den Bronchialtonus reduzieren, kdnnte durch die Gabe von AEA oder eines
der FAAH-abhangigen Metabolite einer verminderten Gewebekonzentration von AEA bei
akuter  Bronchokonstriktion  entgegengewirkt  werden.  Mdogliche  kardiovaskulare
Nebenwirkungen einer lokalen therapeutischen Applikation von AEA in die Lunge konnten wir
durch Kathetermessungen ausschlieBen. Vielmehr zeigen unsere Experimente an PCLS sowie
in FlexiVent Messungen, dass AEA ein starkes Bronchorelaxans ex und in vivo darstellt.
Interessanterweise zeigt sich durch Hypoxie ein ahnlich relaxierender Effekt in Bronchien
212213 \wobei wir in einer friiheren Studie demonstrieren konnten, dass Hypoxie zu einer
Erhéhung der AEA-Konzentration im pulmonalen Gewebe filhren kann **7. Somit kénnte ein
Hypoxie-induzierter ~ Anstieg der AEA  Konzentration die  Hypoxie-abhdngige
Bronchorelaxation vermitteln. Ein AEA Anstieg in der Lunge fuhrte in unseren friiheren
Versuchen in pulmonalen Arterien im Gegensatz zu dem hier gezeigten relaxierenden Effekt in
Bronchien zu einer Vasokonstriktion *”. Weshalb AEA auf unterschiedliche Weise den Tonus
im pulmonal vaskul&ren sowie respiratorischen System moduliert, ist unklar. In ergédnzenden
Studien waére es daher interessant zu untersuchen, welche Ursachen dieser unterschiedlichen
Wirkung zugrunde liegen. Eine Mdglichkeit kdnnte die unterschiedliche Aktivitat der COX,
LOX und CYP450 Enzyme sein. Durch unsere Analysen konnten wir die AEA/FAAH Achse
als endogenen Regulationsmechanismus des Atemwegstonus identifizieren, der auch von
maoglicher (patho)physiologischer Relevanz ist. Mit unseren Untersuchungen erbringen wir
erstmals den Nachweis, dass das Endocannabinoid AEA sowohl ex vivo wie auch in vivo die
Ovalbumin-induzierte Atemwegskonstriktion bei Asthma signifikant reduziert. Die Bedeutung
des AEA Signalings sollte zukiinftig auch bei anderen Pathophysiologien der Lunge, wie
Entziindung oder Remodeling, ermittelt werden.

Unsere Analysen beschreiben somit, dass die AEA/FAAH Achse als bedeutender Regulator

des Atemwegstonus angesehen werden kann und insbesondere AEA ein starkes
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Bronchorelaxans flr groRe und kleine Atemwege darstellt. Diese Erkenntnis konnte auch von
therapeutischer Relevanz sein. Obwohl in aktuellen Behandlungsschemata von obstruktiven
Lungenerkrankungen eine  Tonusreduktion der Bronchien mithilfe von beta2
Sympathomimetika induziert werden kann, treten oft Desensitisierung bzw. erhebliche

Nebenwirkungen auf 24217,

Somit ist es essenziell, die Forschung nach neuen
Behandlungsmethoden voranzutreiben. Fir eine potenzielle therapeutische Anwendung sollte
in zukinftigen Studien genauer untersucht werden, ob sich AEA oder einer der AEA Metabolite
am besten zur inhalativen Applikation eignet. Langfristig konnten unsere Ergebnisse einen
Beitrag dazu leisten, die Entwicklung neuer Endocannabinoid-basierter Therapien zur

Behandlung obstruktiver Lungenkrankheiten zu etablieren.
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6 Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

2-AG 2-Arachidonylglycerol

Ug Mikrogramm

l Mikroliter

pum Mikrometer

UM Mikromolar

AA Arachidonséure (engl. Arachidonic acid)

Abb. Abbildung

ABHD4 Abhydrolase Domain Containing 4

AC Adenylylzyklase

A.dest Agqua destillata (Destilliertes Wasser)

AEA Anandamid (Arachidonylethanolamid)

AH AHG6809 (EP/DP Antagonist)

AHR Atemwegshyperreagibilitét

Alum Aluminiumhydroxid

AMC 7-Amino-4-methylcoumarin

ANOVA Varianzanalyse (engl. analysis of variance)

asmac Alpha-Aktinin glatter Muskelzellen (engl. alpha-smooth muscle actin)

BSA Bovines Serumalbumin

ca. Circa

CaCl2 Calciumchlorid

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

CAY CAY10441 (IP-Rezeptor Antagonist)

CB1 Cannabinoidrezeptor 1

CB2 Cannabinoidrezeptor 2

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsaure (engl. Complementary
Desoxyribonucleic acid)

cmH20 Zentimeter Wasserséule

Cnrl Cannabinoidrezeptor 1 Gen

Cnr2 Cannabinoidrezeptor 2 Gen

Cnrl-/-/Cnr2-/-

Cannabinoidrezeptor 1 und 2 Doppelknockout Maus

CP

CP55,940 (Synthetisches Cannabinoid)

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung

COX Cyclooxygenasen

COX-1 Cyclooxygenase 1

COX-2 Cyclooxygenase 2

Ct Cycle Threshold

CYP450 Cytochrom P450 Monooxygenasen

DAPI 4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (engl. Desoxyribonucleic acid)
DP Prostaglandin-D2-Rezeptor

DPBS Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline

ECS Endocannabinoidsystem

EDTA Ethylendiamintetraessigséure (engl. Ethylenediaminetetraacetic acid)
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EP1-4 Prostaglandin-Rezeptor 1 bis 4
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Et al. Et alii (und andere)

EtOH Ethanol

FAAH Fettsdureamidhydrolase Protein

Faah Fettsdureamidhydrolase Gen

Faah -/- Fettsdureamidhydrolase Knockout Maus

FBS Fotales Kalberserum (engl. Fetal bovine serum)

FSK Forskolin

g Gramm

g Erdbeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GDE1 Glycerophosphodiester phosphodiesterase 1

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor

G-Protein Guanosintriphosphat-bindendes Protein

h Stunde

hASMC Humane glatte Muskelzellen der Atemwege (engl. Human airway
smooth muscle cells)

HCI Salzséure

H&E Hématoxylin-Eosin-Farbung

HR Herzfrequenz (engl. Heart rate)

hTEPC Humane tracheale Epithelzellen (engl. Human tracheal epithelial cells)

HUVEC Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (engl. Human umbilical
vein endothelial cells)

IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin

IgE Immunglobulin E

IL-4 Interleukin 4

IL-13 Interleukin 13

Indo Indometacin

IP Prostazyklin-Rezeptor

i.p. intraperitoneal

KCI Kaliumchlorid

kg Kilogramm

L 161,982 (EP4 Antagonist)

LC-MS/MS Liquid-Chromatographie-Massenspektrometire/Massenspektrometrie

LOX Lipoxygenasen

MCh Methacholin

Met-AEA Methanandamid

MgCI2 Magnesiumchlorid

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

mmHg Millimeter-Quecksilbersdule

mN Millinewton

MRNA messenger-RNA

msec Millisekunde

NaHPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NAPE N-Arachidonoyl-Phosphatidylethanolamin
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NAPE-PLD N-Acylphosphatidylethanolaminphospholipase D

NAT N-Acetyltransferase

NDGA Nordihydroguaiaretinsgure (engl. Nordihydroguaiaretic acid)

nM Nanomolar

02 Sauerstoff

ODYA 17-Octadecinséure (engl. 17-Octadecynoic acid)

OEA Oleoylethanolamid

OVA Ovalbumin

PBS Phosphat buffered saline

PCR Polymerasekettenreation (engl. polymerase chain reaction)

PCLS Prézisionsschnitte der Lunge (engl. Precision cut lung slices)

PE Phosphatidylethanolamin

PEA Palmitoylethanolamid

PFA Paraformaldehyd

Pg Pikogramm

PGE2 Prostaglandin E2

PGI2 Prostacyclin

PLC Phospholipase C

pmol Pikomol

post nach

pre vor

PSS Physiologische Salzlésung

PSS low Ca?* Physiologische Salzlésung mit geringer Calciumkonzentration

PTFE Polytetrafluorethylen

PTPN22 Protein Tyrosin Phosphatase Nicht-Rezeptor Typ 22

rER Raues endoplasmatisches Retikulum

RFU Relative Fluoreszenz

RIPA Radioimmunprazipitations-Assay-Puffer

RIN RNA-Integritdtsnummer

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. Revolutions per minute)

Rrs Atemwiderstand (engl. Airway resistance)

RT Raumtemperatur

RT gPCR Quantitative Echtzeit-PCR

RVSP Rechtsventrikuldrer systolischer Druck (engl. Right ventricular systolic
pressure)

sec Sekunde

SEM Standardfehler des Mittelwertes (engl. Standard error of the mean)

shRNA Small hairpin RNA

TBS Tris buffered saline

TBST Tris buffered saline +0,1% Tween 20

THC Delta-9-Tetrahydrocannabinol

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRPV1 Transienter Rezeptor-Potential-Kationenkanal der Unterfamilie V,

Subtyp 1 (engl. Transient receptor potential vanilloid 1)
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