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1. Deutsche Zusammenfassung 

 

1.1 Einleitung 

1.1.1 Das Endocannabinoid-System  

Endocannabinoide (eCB) sind Lipidmediatoren, welche von Immunzellen synthetisiert und 

sezerniert werden und Immunprozesse regulieren, indem sie Cannabinoid-Rezeptoren 

aktivieren. Zu den Endocannabinoiden gehören Anandamid (AEA) und 2-

Arachidonylglycerol (2-AG). 2-AG wird von Membranphospholipiden durch Ca2+-sensitive 

sn-2-selektive DAG-Lipasen (DAGL-α und DAGL-β) synthetisiert. Die eCB-Aktivität wird 

häufig durch Hydrolyse der Arachidongruppe beendet. Die Hydrolyse des 2-AG erfolgt 

hauptsächlich durch Monoacylglycerol-Lipase (MAGL). Die durch die Hydrolyse 

freigesetzte Arachidonsäure kann als Substrat für Cyclooxygenasen (COXs) zur 

Produktion von Prostaglandinen (z.B. PGE2) dienen (Chang et al., 2001; Chiurchiù et al., 

2015; Lu und Mackie, 2021). Ebenfalls können AEA und 2-AG aufgrund ihrer strukturellen 

Ähnlichkeit zu Arachidonsäure (AA) als Substrat für Cyclooxygenasen und 

Lipooxygenasen dienen (Chang et al., 2001).  

Frühere Studien zeigten eine immunsuppressive Wirkung von Cannabinoiden. Dazu 

gehört die Hemmung der Lymphozytenproliferation, der Antikörperproduktion, der 

Aktivität natürlicher Killerzellen und Makrophagen, der Chemotaxis und der ex vivo 

Produktion von Zytokinen (Chang et al., 2001; Chouinard et al., 2011). Andere Studien 

zeigten eine proinflammatorische Funktion von 2-AG durch Aktivierung der Zelladhäsion, 

Chemotaxis, Phagozytose und Freisetzung von Zytokinen von myeloischen Zellen, aber 

auch Aktivierung von Endothelzellen und Hemmung der Endothelfunktion und -reparatur  

durch Aktivierung der Cannabinoid-Rezeptoren, oder als Folge der Hydrolyse und De-

novo-Leukotrien-Biosynthese (Chouinard et al., 2011; Gasperi et al., 2014; Gokoh et al., 

2005a; Gokoh et al., 2005b; Hou et al., 2021; Kishimoto et al., 2003; Kishimoto et al., 

2004). 

1.1.2 Cannabinoid-Rezeptoren 

Zu den bestcharakterisierten Cannabinoid-Rezeptoren gehören der CB1- und der CB2-

Rezeptor. 
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Beide Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit 

hauptsächlicher Kopplung an Proteine der heterotrimeren Gαi-Proteine, welche nach 

Aktivierung die Adenylylcyclase-Aktivität hemmt und dadurch den cAMP-Spiegel senkt 

und die Proteinkinase A inaktiviert. Ferner werden verschiedene mitogenaktivierte 

Proteinkinasen (MAP-Kinasen), wie die p38-MAP-Kinase (vermittelt durch Gαi), die 

p42/44-MAPK (ERK1/2; vermittelt durch Gi-gekoppelte βγ-Untereinheiten) sowie die Rho-

assoziierte Proteinkinase aktiviert. Diese Kinasen sind in Signalkaskaden eingebunden, 

die unter anderem die Migration von Immunzellen beeinflussen (Gokoh et al., 2005b; 

Kishimoto et al., 2003).  

Der CB1-Rezeptor gehört zu den am stärksten exprimierten G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren im Gehirn, ist jedoch auch in peripheren Organen exprimiert, die an der 

Regulation des Energiestoffwechsels beteiligt sind, darunter Leber, Schilddrüse, 

Gastrointestinaltrakt, Adipozyten und Bauchspeicheldrüse (Pagotto et al., 2006). 

Immunzellen exprimieren ebenfalls den CB1-Rezeptor, wobei die Expression des CB2-

Rezeptors in Immungeweben im Vergleich zu der des CB1-Rezeptors das 10- bis 100-

fache beträgt (Buckley, 2008; Pacher und Steffens, 2009; Sugamura et al., 2009). 

Andererseits wird der CB2-Rezeptor hauptsächlich in Zellen hämatopoetischen 

Ursprungs exprimiert (Buckley, 2008). Die Expression von CB2-mRNA konnte in 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, Monozyten sowie B- und T-Lymphozyten 

nachgewiesen werden, wobei die Expression in eosinophilen Granulozyten und B-

Lymphozyten am höchsten war (Montecucco et al., 2008; Simard et al., 2022). Das 

Vorhandensein von CB1- und CB2-Rezeptoren wurde ebenfalls in verschiedenen 

peripheren Geweben, wie dem Myokard, glatten Muskelzellen und humanen 

Endothelzellen der Koronararterien, gezeigt (Pacher und Steffens, 2009; Rajesh et al., 

2008; Sugamura et al., 2009). 

1.1.3 Koronare Herzerkrankung 

Koronare Herzerkrankung ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung der 

Koronararterien, die durch atherosklerotische Läsionen charakterisiert ist, welche aus 

Lipiden, Immunzellen, glatten Muskelzellen und extrazellulärer Matrix bestehen. Eine 

verstärkte Aktivierung von Entzündungsprozessen, Lipidpathologie und -akkumulation 

https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Mitogenaktivierte_Proteinkinasen&action=edit&redlink=1
https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Mitogenaktivierte_Proteinkinasen&action=edit&redlink=1
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und der durch die Bildung überschüssiger reaktiver Sauerstoffspezies verursachte 

oxidative Stress sind Kennzeichen der Atherosklerose (Kattoor et al., 2017; Paramel 

Varghese et al., 2016). 

In den frühen Stadien der Atherosklerose führt ein atherogenes Milieu zur Aktivierung von 

Endothelzellen, zur Leukozytenadhäsion und zur transendothelialen Migration (TEM) 

(Libby, 2021). 

Erhöhte Cholesterinspiegel, insbesondere des LDL, führen zur subendothelialen 

Lipidakkumulation. LDL wird durch verschiedene Enzymsysteme oxidiert. Dazu gehört die 

NADPH-Oxidase (NOX), ein membrangebundener Enzymkomplex, der von vaskulären 

glatten Muskelzellen (VSMCs), Endothelzellen und Monozyten/Makrophagen exprimiert 

wird und Superoxid-Anionen erzeugt. Weitere beteiligte Enzymsysteme sind 

Lipoxygenasen, die Xanthinoxidase und die Myeloperoxidase (MPO), welche von 

neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in atherosklerotischen Läsionen sezerniert 

wird, und das LDL (möglicherweise dessen ApoB-100), durch das MPO/H2O2/Cl--System 

unter Bildung von hypochloriger Säure (HOCl) oxidativ modifiziert. MPO-modifiziertes LDL 

bindet an LDL, co-präzipitiert damit und stellt eine pathophysiologisch relevante Form von 

oxidiertem LDL (oxLDL) dar (Frangie und Daher, 2022; Jeradeh et al., 2024). Ferner 

gehören die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und die mitochondriale 

Elektronentransportkette zu den wichtigen ROS-produzierenden Systemen der 

Gefäßwand (Förstermann et al., 2017). 

Die MPO beeinträchtigt zudem HDL (wandelt HDL in eine dysfunktionale Form um), 

verringert die Bioverfügbarkeit von NO, aktiviert MMPs (inaktiviert Gewebeinhibitoren der 

Metalloproteinasen (TIMP)), was zur Instabilität in atherosklerotischen Plaques führt. 

Darüber hinaus induziert MPO die Produktion von Interleukinen (IL) wie IL-6 und IL-8 in 

Endothelzellen und führt zu einer endothelialen Dysfunktion (Frangie und Daher, 2022; 

Kamanna et al., 2013). Ein erhöhter MPO-Spiegel ist mit kardiovaskulären Erkrankungen 

assoziiert und prognostiziert das Risiko für Myokardinfarkt und Herztod bei akutem 

Koronarsyndrom (Kamanna et al., 2013). 
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Adhäsion und TEM von Monozyten stellen die Anfangsstadien der Zellrekrutierung in 

atherosklerotische Läsionen dar (Rajesh et al., 2007a; Steffens et al., 2005; Steffens und 

Pacher, 2012). 

Oxidiertes LDL, insbesondere, wenn in größeren Partikeln aggregiert (Agg-oxLDL), wird 

von Makrophagen phagozytiert, welche sich zu ‚Schaumzellen‘ umwandeln, in einem 

Prozess, an dem PLD2 und CD36, ein Scavenger-Rezeptor verantwortlich für den 

Cholesterineinstrom, beteiligt sind. Diese Akkumulation erhöht die Aktivität der Focal 

adhesion kinase (FAK) und beeinflusst so die Migration und Akkumulation von 

Schaumzellen in der Intima, was zur atheromatösen Plaquebildung führt (Ganesan et al., 

2018). Dies löst ebenfalls die Apoptose dieser Zellen aus und kann in fortgeschrittenen 

Läsionen die Plaquestabilität reduzieren (Steffens und Pacher, 2012).  

Die Ansammlung von oxidiertem LDL (oxLDL), die Bildung von dysfunktionalem High-

Density-Lipoprotein (HDL) und eine durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verstärkte 

Entzündung fördern die Apoptose von Makrophagen und eine fehlerhafte Efferozytose 

(die Fähigkeit von Makrophagen, abgestorbene Zellen zu beseitigen) und vergrößern so 

den nekrotischen Kerns (NC), ein Schlüsselmerkmal vulnerabler Plaques (Linton et al., 

2016).  

Ferner sind die Proliferation und Migration der vaskulären glatten Muskulatur (induziert 

durch inflammatorische Zytokine wie TNF-α) an der Entwicklung und dem Fortschreiten 

der Atherosklerose beteiligt (Rajesh et al., 2008). 

Studien weisen darauf hin, dass humane atherosklerotische Läsionen und insbesondere 

symptomatische Läsionen NLRP3-Inflammasome enthalten, welche mit den mRNA-

Spiegel des Makrophagen-Markers CD68 korrelieren (Paramel Varghese et al., 2016). IL-

1β ist ein zentrales Zytokin für Entzündungsreaktionen, welches den IL-6-Signalweg 

aktiviert. IL-1β-mRNA ist in atherosklerotischen Läsionen hochreguliert. Die 

Inflammasome werden unter anderem durch Cholesterinkristalle, NETs, Gewebehypoxie, 

ATP-, oder TLR4-Aktivierung aktiviert und erzeugen durch Caspase-1-Aktivität die aktive 

Form von IL-1β, die anschließend freigesetzt wird (Duewell et al., 2010; Rajamäki et al., 

2010; Xiao et al., 2013). Die Freisetzung von IL-1β spielt eine Schlüsselrolle bei der 

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und fördert dadurch ein entzündliches Milieu in 
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atherosklerotischen Plaques (Paramel Varghese et al., 2016). Die Bedeutung von IL-1β 

bei der Atherogenese wird dadurch bestätigt, dass ein IL-1β-Mangel bei ApoE-Knockout-

(ApoE-/-)-Mäusen die Plaqueentwicklung abschwächt und dass eine antiinflammatorische 

Therapie mit Canakinumab (monoklonaler Antiköper gegen 1L-1ß) zu selteneren 

kardiovaskulären Ereignissen führt (Kirii et al., 2003; Ridker et al., 2017). 

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass IL-6 eine zentrale Rolle bei der Ausbreitung 

einer Entzündungsreaktion spielt, die für die Atherosklerose verantwortlich ist (Hartman 

und Frishman, 2014). Der IL-6-Plasmaspiegel ist bei Patienten mit instabiler Angina 

Pectoris erhöht und korreliert mit dem Outcome von Betroffenen mit akutem 

Koronarsyndrom. Allerdings führte ein IL-6-Mangel bei ApoE-/--Mäusen zu einer 

verstärkten Bildung atherosklerotischer Läsionen, einem erhöhten Cholesterinspiegel 

sowie gleichzeitig zu einer reduzierten Rekrutierung von Makrophagen und Leukozyten 

und einem verminderten Kollagenstoffwechsel. In diesem Modell war die Synthese von 

IL-10 reduziert. Dies deutet darauf hin, dass das Gleichgewicht zwischen IL-6 und IL-10 

für die Plaquebildung und -morphologie entscheidend sein könnte (Schieffer et al., 2004). 

Die Zerstörung der extrazellulären Matrix ist eine wichtige Ursache atherosklerotischer 

Plaque-Rupturen (Newby, 2015). 

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von mindestens 23 aktiven 

Proteinasen, welche von Makrophagen, Endothelzellen, VSMCs und neutrophilen 

Granulozyten exprimiert werden. Sie spielen einerseits bei der Intimaverdickung, welche 

Plaques stabilisiert, und andererseits bei der Zerstörung der extrazellulären Matrix, die 

zur Plaque-Ruptur führt, eine Rolle. Die Überproduktion von MMPs trägt zur Plaque-

Ruptur und zum Myokardinfarkt bei (Newby, 2015).  

Bei der Reperfusion wirken entzündliche Zytokine wie TNF-α als kontinuierliche Stimuli 

für die Hochregulation von Zelladhäsionsmolekülen, die Produktion von Chemokinen 

sowie die Infiltration und Aktivierung neutrophiler Granulozyten, was eine Rolle bei der 

Reperfusionsverletzung des Myokards nach Ischämie spielt (Rajesh et al., 2007a). 
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1.1.4 Das Endocannabinoid-System und kardiovaskuläre Erkrankungen 

Mehrere Studien konnten nachweisen, dass das Endocannabinoidsystem an der 

chronisch-entzündlichen atherosklerotischen Erkrankung beteiligt ist und dass dessen 

Aktivierung mit mehreren kardiometabolischen Risikofaktoren wie Fettleibigkeit in 

Verbindung steht (Engeli et al., 2005; Osei-Hyiaman et al., 2005; Jiang et al., 2009; 

Jourdan et al., 2013). 

Endocannabinoid-Plasmaspiegel und kardiovaskuläre Erkrankungen 

Es wurde gezeigt, dass der 2-AG- und AEA-Plasmaspiegel bei Patienten mit koronarer 

Herzerkrankung (≥ 1 stenotische Koronararterie mit > 50 % Stenose in der 

Koronarangiographie) deutlich höher sind als bei gesunden Probanden (Sugamura et al., 

2009). In einer weiteren Studie wurde festgestellt, dass der 2-AG-Spiegel in der 

Koronararterie nach der Culprit-Läsion bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) 

im Vergleich zu Patienten mit chronischem Koronarsyndrom (CCS) (> 50 % 

Lumenverengung der linken Koronararterie, > 70 % in anderen Koronararterien, frühere 

PCI) höher war. Außerdem war der 2-AG-Spiegel in der Koronararterie bei ACS-Patienten 

höher als die in ihrem peripheren Blut gemessenen Werte, was auf eine lokale Produktion 

oder Freisetzung von 2-AGs durch zirkulierende oder läsionale Immunzellen hinweist 

(Jehle et al., 2019). Dies weist auch darauf hin, dass das Endocannabinoid 2-AG eine 

Rolle bei der Modulation der lokalen Entzündung in Koronarläsionen während des Infarkts 

spielt. 

Eine andere Studie zeigte einen erhöhten AEA-Spiegel in der den Infarkt verursachenden 

Koronararterie (Maeda et al., 2009). 

Frühere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe deuten auf einen proatherogenen Effekt 

eines erhöhten 2-AG-Spiegels bei ApoE-/--Mäusen hin. ApoE-/--Mäuse wiesen infolge 

eines erhöhten 2-AG-Spiegels eine vermehrte atherosklerotische Plaquebildung auf, 

begleitet von einem signifikanten Anstieg infiltrierender Makrophagen innerhalb der 

atherosklerotischen Gefäßwand. In vitro führte 2-AG zu einer verstärkten Migration von 

B6MCL-Makrophagen, die durch CB1/CB2-Antagonisten abgeschwächt wurde. Ferner 

führte 2-AG zur verstärkten Transkription von CCR1, ICAM-1 und CD36 in B6MCL 

Makrophagen (Jehle et al., 2018). Außerdem führte ein erhöhter 2-AG-Spiegel zu einer 
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Beeinträchtigung der Endothelreparatur in vivo nach elektrischer Verletzung der Arteria 

carotis communis. Passend dazu konnte in vitro gezeigt werden, dass ein erhöhter 2-AG-

Spiegel zu einer verminderten Proliferation von Endothelzellen führt. Ferner führte eine 

Vorbehandlung von HCAEC mit 2-AG zu einer erhöhten Monozytenadhäsion. Dies könnte 

durch eine verminderte eNOS-Expression erklärt werden (Jehle et al., 2021). Eine 

Zunahme des atherosklerotischen Plaquevolumens wurde ebenfalls bei ApoE-/--MAGL-/--

Doppel-Knockout-Mäusen (mit erhöhtem 2-AG-Spiegel) beobachtet. Interessanterweise 

berichteten Vujic et al. (2016) über erhöhte Spiegel von CCL2- und IL-1β-mRNA in der 

Bauchaorta von ApoE-/--MAGL-/--Doppel-Knockout-Mäusen, was auf eine verstärkte 

Gefäßentzündung hinweisen könnte. Darüber hinaus wurde ein deutlich erhöhter 

Kollagengehalt der atherosklerotischen Plaques bei Mäusen mit erhöhtem 2-AG-Spiegel 

beobachtet. 

Expression der CB-Rezeptoren bei kardiovaskulären Erkrankungen 

Das Vorhandensein des CB2-Rezeptors konnte sowohl in humanen atheromatösen 

Plaques als auch in atherosklerotischen Läsionen des murinen Aortenbogens und der 

Aortenwurzel nachgewiesen werden. In atherosklerotischen Läsionen wurde der CB2-

Rezeptor vorwiegend von Makrophagen und T-Lymphozyten exprimiert (Steffens et al., 

2005). Bei Patienten mit instabiler Angina pectoris war die Expression des CB1-Rezeptors 

in den Koronararterien signifikant höher als bei Patienten mit stabiler Angina pectoris. 

Diese Expression war in lipidreichen atheromatösen Plaques höher als in fibrösen 

Plaques. Die Mehrheit der CB1-positiven Zellen war CD86-positiv, was darauf hinweist, 

dass Makrophagen in atheromatösen Plaques CB1-Rezeptoren exprimieren. In dieser 

Studie war der CB1-Rezeptor in fortgeschrittenen Atheromen stärker exprimiert als der 

CB2-Rezeptor (Sugamura et al., 2009). Interessanterweise wurde in der Arteria 

abdominalis von ApoE-/--MAGL-/--Mäusen (erhöhter 2-AG-Spiegel) eine verringerte 

Expression von CB1- und CB2-Rezeptoren beobachtet (Vujic et al., 2016). 

1.1.5 Funktionelle Bedeutung der CB-Rezeptoren im Kontext der Atherogenese 

Rolle des CB1-Rezeptors 

Das Vorhandensein des CB1-Rezeptors wird überwiegend mit proinflammatorischen und 

kardiometabolisch dysfunktionalen Prozessen wie Entzündung, Zelltod, 
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Herzfunktionsstörung, Adipositas/metabolischem Syndrom und Diabetes in Verbindung 

gebracht (Rajesh et al., 2012; Tiyerili et al., 2010).  

Jiang et al. (2009) zeigten, dass oxidiertes LDL in Makrophagen in vitro die Produktion 

von 2-AG und AEA erhöht und die Expression von CB1 und CB2 induziert. Co-Inkubation 

mit dem synthetischen Cannabinoid WIN55,212-2 förderte die zelluläre 

Cholesterinakkumulation in Makrophagen, was mit einer erhöhten CD36-Expression und 

einer verminderten Expression von ABCA1 -einem zentralen Transporter für die zelluläre 

Cholesterinabgabe- über PPARγ verbunden war. AM251, ein selektiver CB1-

Rezeptorantagonist, hatte entgegengesetzte Effekte. Diese Befunde unterstützen eine 

CB1-abhängige Cholesterinakkumulation und damit eine proatherogene Rolle des CB1-

Rezeptors. 

Hinweise auf atheroprotektive Effekte des CB2-Rezeptors 

In früheren Studien vermittelte die Aktivierung des CB2-Rezeptors eine 

antiinflammatorische Wirkung und somit einen atheroprotektiven Effekt (Bátkai et al., 

2007; Buckley et al., 2000; Di Filippo et al., 2004; Hoyer et al., 2011; Molica et al., 2012; 

Rajesh et al., 2007a; Rajesh et al., 2007b; Steffens et al., 2005; Zhao et al., 2010a; Zhao 

et al., 2010b).  

Die potenzielle Auswirkung des CB2-Rezeptors auf die Atherosklerose wurde erstmals 

demonstriert, nachdem die orale Verabreichung von THC, dem Hauptbestandteil von 

Marihuana, eine Verringerung der Entwicklung und Progression atherosklerotischer 

Läsionen in ApoE-Knockout-Mäusen sowie eine Verringerung der Makrophagenadhäsion 

und -infiltration verursachte, während die Anwesenheit des CB2-Rezeptorantagonisten 

diesen Effekt aufhob (Steffens et al., 2005). 

Die Deletion des CB2-Gens (CB2-Knockout-Mäuse) führte zu einer vermehrten Infiltration 

von Makrophagen, Monozyten und glatten Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques, 

zu einer gesteigerten Superoxidproduktion, zu einer reduzierten endothelabhängigen 

Vasodilatation sowie zu einer verringerten Plaquestabilität. Entsprechend zeigten Mäuse, 

die mit dem selektiven CB2-Agonisten JWH-133 behandelt wurden, eine verringerte 

Bildung atherosklerotischer Läsionen, eine reduzierte Rekrutierung von Monozyten und 

Makrophagen in atherosklerotische Plaques, eine verbesserte Endothelfunktion und 
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reduzierte Mengen an ROS. Ähnliche Effekte konnten auch in vitro beobachtet werden: 

Die CB2-Aktivierung verringerte in vitro die oxLDL-induzierte ROS-Produktion in HUVEC, 

während eine Vorbehandlung mit JWL-133 die Angiotensin-II-induzierte ROS-Produktion 

in VSMC reduzierte (Buckley et al., 2000; Hoyer et al., 2011). Diese Daten unterstützen 

eine antiatherogene Wirkung des CB2-Rezeptors. 

Rajesh et al. (2007a; 2008) zeigten, dass die Stimulation des CB2-Rezeptors die TNF-α-

induzierte Aktivierung von Endothelzellen, die transendotheliale Migration von 

Monozyten, die Monozyten-Endothel-Adhäsion sowie die Proliferation und Migration 

menschlicher glatter Gefäßmuskelzellen abschwächt. Im Einzelnen hemmten die CB2-

Agonisten (HU-308/JWH-133) dosisabhängig die TNFα- oder LPS-induzierte HCAEC-

Expression von ICAM-1 und VCAM-1. Dieser Effekt wurde durch die CB2-Antagonisten 

SR144528 und AM-630 abgeschwächt. Ferner hemmten die CB2-Agonisten die durch 

TNF-α-Vorbehandlung von HCAEC induzierte transendotheliale Monozytenmigration, die 

Monozytenadhäsion, die RhoA- und NF-κB-Aktivierung und MCP-1(CCL2)-Expression in 

HCAEC (Rajesh et al., 2007a). Interessanterweise führte die Stimulation mit 2-AG in einer 

Studie unserer Arbeitsgruppe zu keiner Veränderung der HCAEC-Expression von ICAM-

1, VCAM-1 und E-Selektin (Jehle et al., 2021). 

Die CB2-Agonisten HU-308/JWH-133 reduzierten ebenfalls die TNF-α-induzierte 

Proliferation und Migration glatter Muskelzellen und inhibierten die Aktivierung von Akt, 

Ras und MAPK. TNF-α führte zu einer erhöhten CB2-Expression in HCASMC (Rajesh et 

al., 2008). 

Ferner konnte die Aktivierung des CB2-Rezeptors mittels WIN55,212-2 auch vor 

myokardialen Ischämie-Reperfusionsschäden schützen (Di Filippo et al., 2004). In dieser 

Studie konnte eine Verringerung von IL-1β und CXCL8 sowie eine Abschwächung der 

MPO-Aktivität nach CB2-Aktivierung festgestellt werden. Dies wurde durch Studien 

untermauert, die nach HU-308-/JWH-133-vermittelter Aktivierung des CB2-Rezeptors 

einen Schutz vor hepatischem I/R-Schaden durch verringerte TNF-α-, CCL3- und CXCL2-

Spiegel sowie eine verminderte Expression von ICAM-1, eine reduzierte Lipidperoxidation 

und eine geringere Infiltration von Neutrophilen in vivo zeigten. Der CB2-Rezeptoragonist 

dämpfte die TNF-α-induzierte ICAM-1- und VCAM-1-Expression von HLSEC sowie die 
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Adhäsion neutrophiler Granulozyten auf HLSEC in vitro (Bátkai et al., 2007; Rajesh et al., 

2007b). 

Hinweise auf proatherogene Effekte des CB2-Rezeptors 

Andere Daten deuten jedoch darauf hin, dass 2-AG Atherosklerose fördern kann und dass 

der CB2-Rezeptor die Monozyten-Chemotaxis, -Infiltration und -Aktivierung auslösen 

sowie die Anfälligkeit von Makrophagen für oxLDL-induzierte Apoptose erhöhen kann 

(Freeman-Anderson et al., 2008; Jehle et al., 2018; Kishimoto et al., 2003; Miller und 

Stella, 2008; Montecucco et al., 2008; Steffens et al., 2005; Vujic et al., 2016). 

Der CB2-Rezeptor-Antagonist SR144528 hemmte in früheren Studien die 2-AG-

induzierte Migration differenzierter HL-60-Zellen (Kishimoto et al., 2003). Dies deutet 

darauf hin, dass der CB2-Rezeptor an der 2-Arachidonylglycerol-induzierten Migration 

beteiligt ist. Passend dazu zeigten in-vitro-Daten unserer Arbeitsgruppe eine verstärkte 

Migration von B6MCL-Makrophagen nach Stimulation mit 2-AG, welche durch CB1/CB2-

Antagonisten abgeschwächt wurde (Jehle et al., 2018).  

Vujic et al. (2016) zeigten einen CB2-abhängigen Anstieg der Leukozytenzahl in ApoE-/--

MAGL-/--Doppel-Knockout-Mäusen (erhöhter 2-AG-Spiegel) während die CB2-Rezeptor-

Antagonisierung zu reduzierter Plaquegröße führte. Freeman-Anderson et al. (2008) 

zeigten, dass die CB2-Expression die Anfälligkeit von Makrophagen für oxLDL-induzierte 

Apoptose erhöht und dass CB2 die Atherosklerose beeinflussen kann, indem es die 

läsionale Makrophagen-Apoptose moduliert. 

Weitere immunmodulatorische Funktionen 

In der Studie von Saroz et al. (2019) wird eine immunmodulatorische Wirkung des CB2-

Rezeptors mit einem Potenzial für sowohl entzündungsfördernde als auch 

entzündungshemmende Funktionen postuliert. Die CB2-Aktivierung von PBMCs durch 

HU-308 induzierte die Sekretion der Zytokine IL-6 und IL-10. Dieser Effekt wurde 

hauptsächlich durch Gαs-Aktivierung vermittelt, vermutlich über Phosphorylierung des 

zellulären Transkriptionsfaktors CREB. Die durch HU-308 induzierte Sekretion von IL-6 

und IL-10 war allerdings 10-mal gerringer als von LPS. 
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Ferner gibt es Hinweise, dass der CB2-Rezeptor die Rekrutierung von Neutrophilen 

reguliert. Die Matrix-Metalloproteinase MMP-9, die eine Rolle bei der Migration von 

Neutrophilen spielt, war im Serum von CB2-Knockout-Tieren in einem Mausmodell der 

Endotoxämie signifikant hochreguliert. CB2-Mangel führte zur mehr Neutrophilen (und 

weniger Monozyten) im Knochenmark. Eine CB2-abhängige Unterdrückung der 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Milz wurde in diesem Endotoxämie-

Modell beobachtet (Kapellos et al., 2017).  

1.1.6 Fragestellung der vorliegenden Publikationsdissertation 

Vorarbeiten zeigten, dass das Endocannabinoidsystem in der vaskulären Inflammation 

und der Atherogenese eine kausale Rolle spielt. Diese Arbeiten legten nahe, dass das 

Endocannabinoid 2-AG die Migration von Monozyten und Makrophagen steigern und so 

die vaskuläre Inflammation verstärken könnte. Die vorliegende Promotionsarbeit 

untersucht daher den Einfluss des 2-AG auf die Atherogenese in vitro und in vivo und die 

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen. Den durchgeführten Experimenten liegen 

die folgenden Hypothesen zugrunde:  

Erhöhte 2-AG-Plasmaspiegel, welche durch die Gabe des MAGL-Inhibitors JZL184 

induziert werden können, erhöhen das Ausmaß der vaskulären Inflammation und die 

atherosklerotische Plaquelast in ApoE-/--Mäusen.  

Der myeloisch exprimierte CB2-Rezeptor vermittelt die proinflammatorischen und 

proatherogenen Effekte des 2-AG. 

2-AG beeinflusst über den myeloisch exprimierten CB2-Rezeptor die Plaquekomposition 

(Lipid- und Kollagengehalt, Akkumulation von Monozyten/Makrophagen und neutrophilen 

Granulozyten). 

2-AG vermittelt seine proinflammatorischen Effekte über inflammatorische Zytokine, 

sowie über die Bildung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies.  

 

1.2 Material und Methoden 

Die Tierversuchsgenehmigung wurde durch das Ministerium für Klimaschutz, Umwelt, 

Landwirtschaft, Natur- und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen erteilt 

(Referenznummer 84-02.04.2014.A419). 
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1.2.1 Genetischer Hintergrund der verwendeten Mäuse, Behandlung mit JZL184/DMSO 

und atherogene Diät 

Zwei Mausmodelle mit einem atherogenen Hintergrund (ApoE-/-; C57BL/6J genetischer 

Hintergrund; Charles River, Wilmington, USA) und unterschiedlichen zellspezifischen 

Knockouts des CB2-Rezeptors (CB2-Gen) entweder auf myeloischen Zellen (ApoE-/-

LysMcreCB2fl/fl) oder Endothelzellen (ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) wurden unter Verwendung des 

Cre-Lox-Systems erzeugt. Als Kontrollgruppen für jedes Mausmodell dienten Mäuse ohne 

den zellspezifischen Knockout (ApoE-/-CB2fl/fl). Bei diesen Tieren handelt es sich um die 

Geschwistertiere der Knockout-Tiere. Es wurden männliche und weibliche Tiere 

verwendet. 

Im Detail wurden 31 Mäuse mit (ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl) und 33 Mäuse ohne den 

myeloischen Knockout des CB2-Rezeptors (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl) eingesetzt. In der 

ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Gruppe wurden 17 weibliche und 16 männliche Tiere, in der ApoE-/-

LysMwtCB2fl/fl Gruppe 16 weibliche und 15 männliche Tiere verwendet. 

Die in vivo-Experimente mit Mäusen mit (ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) und ohne den 

endothelialen Knockout des CB2-Rezeptors (ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl) sind Teil der 

Promotionsarbeit von Dr. med. Melina Danisch aus unserer Arbeitsgruppe. Die Daten sind 

Teil der Publikation Avraamidou et al., 2023 und werden zum besseren Verständnis 

ergänzend dargestellt. In Detail wurden 27 Mäuse mit (ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) und 32 

Mäuse ohne den endothelialen Knockout (ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl) verwendet. Davon wurden 

15 weibliche und 17 männliche Tiere in der ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl Gruppe, 14 weibliche und 

13 männliche Tiere in der ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl Gruppe eingesetzt. 

Zu Versuchsbeginn waren die Mäuse 12 Wochen alt. Die Mäuse wurden über vier 

Wochen mit einer fettreichen (21 %) und cholesterinreichen (1,25 %) Diät (Ssniff, Soest, 

Germany) gefüttert. Währenddessen wurde die Hälfte mit intraperitonealen Injektionen 

von 5 mg/kgKG des MAGL-Inhibitors JZL184 (Selleckchem, München, Deutschland) 

behandelt (welches den Abbau von 2-AG verhindert) und die andere Hälfte mit dem 

gleichen Volumen des Vehikels PBS/Kolliphor/DMSO (AppliChem, Darmstadt, 

Deutschland).  
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Zusammengefasst wurden in dieser Arbeit insgesamt vier Genotypen untersucht: ApoE-/-

LysMcreCB2fl/fl (myeloidspezifischer CB2-Knockout), ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl (myeloider CB2-

Wildtyp), ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl (endothelspezifischer CB2-Knockout) und ApoE-/-

Tie2wtCB2fl/fl (endothelialer CB2-Wildtyp). Diese Genotypen wurden jeweils mit und ohne 

pharmakologische Behandlung mit JZL184 (MAGL-Inhibitor; erhöhter 2-AG-Spiegel) 

verglichen. Daraus ergeben sich insgesamt acht experimentelle Gruppen. Die folgende 

Tabelle bietet einen Überblick über diese acht Gruppen: 

Tabelle 1: Übersicht über die in dieser Arbeit untersuchten vier Genotypen und die daraus 
resultierenden acht experimentellen Gruppen.  

 

Am Ende der vierwöchigen Behandlungsperiode wurden die Mäuse unter 5 % (v/v) 

Isoflurananästhesie (Abbott Laboratories, Chicago, USA) durch zervikale Dislokation 

geopfert und unter anderem das Herz, die A. thoracalis, A. abdominalis und Blut 

extrahiert. 

1.2.2 Histologische Charakterisierung atherosklerotischer Plaques auf Höhe der 

Aortenklappe 

Nach der Entnahme wurde das Herz in Gefriereinbettmedium (Leica Biosystems, Wetzlar, 

Deutschland) eingebettet und bei –80 °C schockgefroren. Auf Höhe der Aortenklappe 

wurden mit einem Kryostaten (Leica CM 1900, Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) 

8 µm dicke Schnitte angefertigt und auf insgesamt zehn Objektträger überführt, sodass 

benachbarte Schnitte auf demselben Objektträger einem Abstand von 80 µm im Gewebe 

entsprachen. 
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Zur Bestimmung des atherosklerotischen Plaquevolumens wurden die 

Aortenklappenschnitte mit Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gefärbt. Hierzu 

wurden die Schnitte nach dem Trocknen mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) fixiert und 

mit 60 % (v/v) Isopropanol dehydriert, bevor sie mit einer Oil-Red-O-Lösung gefärbt und 

anschließend mit Hämatoxylin gegengefärbt wurden. 

Zur Plaquecharakterisierung und zur Quantifizierung der Leukozytenextravasation in die 

atheromatösen Plaques wurden Monozyten/Makrophagen und neutrophile Granulozyten 

mittels immunfluoreszenter Färbung dargestellt. Monozyten und Makrophagen wurden 

durch eine Immunfluoreszenzfärbung gegen CD68 detektiert. Hierfür wurden die Schnitte 

über Nacht mit einem α-CD68-Ratten-IgG2a-Antikörper (1:200, SM1550PS, Acris 

Antibodies GmbH, Herford, Deutschland) inkubiert, anschließend gewaschen und mit 

dem Sekundärantikörper Cy3 AffiniPure Donkey anti-Rat IgG (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc.) inkubiert. 

Zur Quantifizierung der Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in den Plaques 

wurde eine Immunfluoreszenzfärbung gegen Ly6G durchgeführt. Hierfür wurde der 

primäre Ly6G-Antikörper (1:100, BD551459, Becton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, USA) sowie der Cy3-red Donkey anti-Rat-Sekundärantikörper verwendet. 

Der Kollagengehalt wurde mittels Picrosiriusrot-Färbung (Direct Red 80, Sigma-Aldrich) 

bestimmt. Dazu wurden die Schnitte in Ethanol absteigender Konzentrationen fixiert und 

in deionisiertem Wasser gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte mit Hämatoxylin 

gegengefärbt und erneut gewaschen. Die Kollagenfasern wurden anschließend 15 

Minuten lang mit Direct Red gefärbt. Abschließend wurden die Schnitte in Ethanol und 

Xylol fixiert und mit Entellan (Sigma-Aldrich) eingedeckelt. 

Mikroskopische Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop (Carl Zeiss 

Jena GmbH, Jena, Deutschland) unter Verwendung der Axiovision 4.8 Software (Carl 

Zeiss Jena GmbH) angefertigt. Für die Plaqueanalyse wurden ausschließlich Schnitte 

berücksichtigt, die alle drei Taschen der Aortenklappe enthielten. Pro Herz wurden 

durchschnittlich vier Schnitte analysiert. Die Kollagenmenge innerhalb der 

atherosklerotischen Plaques (Querschnittsfläche) wurde mittels Bildanalyse mit der Zen 

Blue Pro Mikroskopiesoftware (Carl Zeiss Jena GmbH) quantifiziert. 
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1.2.3 Messung der L-012-induzierten Chemilumineszenz der Aorta thoracalis 

Um die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im Gewebe zu erfassen, wurde an den 

entnommenen Abschnitten der Aorta thoracalis die durch L-012 induzierte 

Chemilumineszenz als indirektes Maß für die ROS-Produktion gemessen. Die 

präparierten Abschnitte der kaudalen thorakalen Aorta wurden mit 100 µl einer 100 µM L-

012-Lösung (8-Amino-5-chloro-7-phenyl-pyrido[3,4-d]pyridazin-1,4(2H,3H)dion) versetzt. 

Die daraus resultierende Chemilumineszenz wurde 5 und 10 Minuten nach der Entnahme 

mit dem Lumat LB 9507 Röhren-Luminometer (Berthold Technologies GmbH, 

Deutschland) erfasst. Die Hintergrundchemilumineszenz wurde subtrahiert und alle 

Messwerte auf das Gewicht der jeweiligen Gewebeprobe normalisiert.  

1.2.4 Messung der IL-1β- und IL-6-Spiegel in murinen Plasmaproben 

Die Konzentration der Zytokine IL-1β und IL-6 in murinen Plasmaproben wurde mithilfe 

eines ProcartaPlex-Multiplex-Assays (PPX-02-MX323DE; Thermo Fisher Scientific, Wien, 

Österreich) bestimmt. Die Durchführung erfolgte gemäß dem Protokoll des Herstellers. 

Zunächst wurden 50 µl magnetischer Beads in jedes Well einer 96-Well-Platte 

eingebracht, durch eine Magnetplatte fixiert und mit Waschpuffer gewaschen. Aus dem 

Antigenstandard wurde eine Verdünnungsreihe zur Erstellung der Standardkurve 

hergestellt. Die Plasmaproben wurden zentrifugiert (10.000 × g, 10 Minuten, 4 °C). 

Anschließend wurden 25 µl jeder Probe in 25 µl universellem Assaypuffer verdünnt und 

auf die Wells verteilt. Die Platte wurde über Nacht inkubiert (4 °C, Schütteln bei 500 rpm). 

Nach zweimaligem Waschen mit Waschpuffer erfolgte eine Inkubation mit dem 

Detektionsantikörper-Mix für 30 Minuten (Schütteln bei 500 rpm, Raumtemperatur). Nach 

erneutem zweimaligem Waschen wurde Streptavidin-PE hinzugefügt, über 30 Minuten 

inkubiert (Schütteln bei 500 rpm, Raumtemperatur) und abschließend zweimal 

gewaschen. Nach Entfernung des Überstands wurden 120 µl Lesepuffer in jedes Well 

gegeben. Nach einer 5-minütigen Inkubation (Schütteln, 500 rpm, Raumtemperatur) 

wurden die Daten mit dem Luminex™ FLEXMAP 3D™ Instrument System (APX1342, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) erfasst. 

Mittels massenspektrometrischer Analyse (LC-MRM) wurde die 

Endocannabinoidkonzentration im Blut und in der Aorta abdominalis quantifiziert. Dies 
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erfolgte durch das Institut für Physiologische Chemie der Universität Mainz unter der 

Leitung von Professor Dr. B. Lutz. 

1.2.5 Nachweis reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies in THP-1-Zellen nach 

Behandlung mit 2-AG 

Die durch 2-AG-induzierte Produktion von ROS und RNS wurde in vitro mithilfe humaner 

Monozyten der THP-1-Zelllinie (CLS Cell Lines Services GmbH, Deutschland) und des 

Cellular ROS/Superoxide Detection Assay Kits (ab139476; Abcam, Cambridge, UK) 

untersucht.  

Die THP-1-Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO₂ in RPMI-1640-Medium (1×) mit L-Alanin-

L-Glutamin (GlutaMax-Supplement) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 

ergänzt mit 10 % FBS sowie 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Sofern nicht anders 

angegeben, wurden die Experimente mit Zelldichten von etwa 1 × 10⁶ Zellen/ml 

durchgeführt.  

Um die durch 2-AG-induzierte Produktion von ROS und RNS zu bestimmen, wurden 100 

µl der THP-1-Zellsuspension in jedes Well einer schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatte mit 

transparentem Boden (Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich) pipettiert. Eine 

Gruppe von acht Wells (acht technische Replikate, wie vom Hersteller empfohlen), die 

Kontrollgruppe, erhielt zusätzlich 100 µl des Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein [2,5 mM]. 

Nach einer Inkubationsphase von einer Stunde bei 37 °C und 5 % CO₂ wurde die Platte 

zentrifugiert (400 × g, 5 Minuten). Der Überstand wurde durch Umkippen der Platte über 

einem Blatt Papier entfernt. Anschließend wurden alle Wells mit 200 µl 1×-Puffer gespült; 

die Platte wurde erneut zentrifugiert (400 × g, 5 Minuten) und der Überstand wie oben 

aufgeführt entfernt. Anschließend wurden 100µl ROS/Superoxid-Nachweismedium in 

jedes Well pipettiert. Dies wurde hergestellt, indem das Oxidativ-Stress-Nachweisreagenz 

(grün) und das Superoxid-Nachweisreagenz (orange) aus dem Cellular ROS/Superoxide 

Detection Assay Kit (ab139476; Abcam, Cambridge, UK) jeweils mit 60 µl 99,8 % (v/v) 

wasserfreiem N,N-Dimethylformamid (DMF; Merck, Darmstadt, Deutschland) 

rekonstituiert wurden. Anschließend wurden jeweils 4 µl der beiden 

Fluoreszenzreagenzien zu 10 ml RPMI-Medium gegeben. Im nächsten Schritt wurden die 

jeweiligen experimentellen Zusätze (2-AG [1 µM], 2-AG [5 µM], 2-AG [10 µM], 2-AG 
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[10µM] + CB2-Antagonist AM630 [5 µM]) in entsprechenden Gruppen von 8 Wells (jeweils 

acht Replikate) gegeben. Die Kontrollgruppe, die vorab mit N-Acetyl-L-Cystein 

vorbehandelt worden war, erhielt in diesem Schritt RPMI-Medium. Pyocyanin, ein 

bekannter ROS-Induktor, wurde ebenfalls nach Rekonstitution in DMF eingesetzt. 

Die Platte wurde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, und die Fluoreszenz wurde nach 1, 4, 

24 und 48 Stunden mit dem Infinite M200 Mikroplatten-Reader (Tecan, Männedorf, 

Schweiz) erfasst. Der 490/525 nm Ex/Em-Filter wurde zur Detektion von ROS 

(Wasserstoffperoxid H₂O₂, Peroxynitrit (ONOO⁻), Hydroxylradikale (·OH), 

Stickstoffmonoxid (NO) und Peroxyradikal (ROO·)) verwendet, während der 550/620 nm 

Ex/Em-Filter zur Erfassung von Superoxid (O₂⁻) diente. 

1.2.6 Bestimmung der MPO-Freisetzung in Überständen von THP-1-Zellen nach 

Behandlung mit 2-AG 

Um die Freisetzung von MPO nach Stimulation mit 2-AG sowie der Kombination aus 2-

AG mit dem selektiven CB2-Rezeptor-Antagonisten AM630 zu bestimmen, wurden THP-

1-Zellen mit RPMI-Medium, 2-AG [1 µM], 2-AG [10 µM] sowie 2-AG [10 µM] + AM630 [5 

µM] behandelt. Die Platten wurden 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO₂ inkubiert. Nach 

der Inkubation wurden die Platten zentrifugiert (2000 × g, 10 Minuten) und die Überstände 

gesammelt und, falls erforderlich, bei −80 °C gelagert. Anschließend wurde die MPO-

Konzentration in den Überständen mittels ELISA unter Verwendung des Human-

Myeloperoxidase-Kits ab195212 (Abcam, Cambridge, UK) bestimmt. 

1.2.7 Quantifizierung der NOX1-, NOX2-, NOX4- und NOX5-mRNA in THP-1-Zellen nach 

Behandlung mit 2-AG 

Um die Transkription von NOX1, NOX2 (CYBA und CYBB-Untereinheiten), NOX4 und 

NOX5 nach 2-AG Behandlung zu quantifizieren wurden THP-1-Zellen mit RPMI-Medium 

oder 2-AG [1 µM] behandelt und anschließend vier Stunden bei 37 °C und 5 % CO₂ 

inkubiert. Danach wurden die Platten zentrifugiert (1500 × g, 8 Minuten) und die 

Überstände entfernt. Zur Lyse der Zellen wurde Trizol (Thermo Fisher Scientific) 

eingesetzt. Für die RNA-Isolation wurde Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

zugegeben, und die Proben wurden zentrifugiert (18.000 × g, 4 °C, 15 Minuten). Die obere 

wässrige Phase, welche die RNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, 
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das Isopropanol zur RNA-Fällung enthielt. Nach der Fällung wurde die RNA unter 

Verwendung von Ethanol gereinigt, anschließend getrocknet und schließlich in RNase-

freiem Wasser resuspendiert. Die RNA-Konzentration wurde mit einem NanoDrop2000-

Spektrophotometer bestimmt. Aus der RNA wurde mittels Omniscript RT-Kit (Qiagen 

GmbH, Hilden, Deutschland) cDNA synthetisiert; hierfür erfolgte eine einstündige 

Inkubation bei 37 °C. Die qPCR wurde anschließend unter Verwendung des TaqMan 

Gene Expression Master Mix, der entsprechenden Sonden für NOX1 (Hs01071088_m1), 

NOX2 (Cytochrome b-245 light chain (CYBA) (Hs03044361_m1), NOX2 Cytochrome b-

245 heavy chain (CYBB) (Hs00166163_m1), NOX4 (Hs01379108_m1) und NOX5 

(Hs00225846_m1) sowie eines 7500 Fast Real-Time PCR Systems und der 7500 

Software v2.0.6 (alle Thermo Fisher Scientific) durchgeführt.  

1.2.8 Messung der IL-1β-Freisetzung in PBMC-Überständen nach Co-Stimulation mit 2-

AG  

Die durch 2-AG-induzierte Freisetzung von IL-1β in vitro wurde mithilfe humaner 

peripherer mononukleärer Zellen (PBMCs), welche aus venösem Blut von gesunden 

Probanden isoliert wurden, untersucht. Das periphervenöse Blut wurde in Citrat-

Phosphat-Dextrose-Adenin-(CPDA)-Puffer entnommen. Die Zelltrennung erfolgte mittels 

Ficoll-Dichtegradient und Zentrifugation bei 800 × g für 8 Minuten. PBMCs wurden in 

RPMI-1640 resuspendiert, welches mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin 

supplementiert war und anschließend in einer 96-Well-Platte bei einer Endkonzentration 

von 1 × 10⁶ Zellen/300 µl ausgesät. Danach erfolgte eine Behandlung der Zellen mit 

DMSO, 2-AG [1 µM] oder 2-AG [10 µM] mit anschließender Inkubation für 4 Stunden bei 

37 °C. Anschließend wurden die Zellen mit LPS (0,002 ng/ml, 0,02 ng/ml oder 0,2 ng/ml) 

co-stimuliert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (10 Minuten, 2000 × 

g, 4 °C) wurden die Überstände gesammelt. 100 µl der Überstände wurden auf eine 

vorbeschichtete Platte (R&D Systems, Minneapolis, USA) pipettiert und 2 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden die 

Nachweisantikörper zugegeben. Nach Inkubation über 1 Stunde wurden die Wells erneut 

gewaschen und für 1 Stunde mit HRP-Streptavidin inkubiert. Nach einem letzten 

Waschschritt wurde die Substratlösung zugegeben, und die Reaktion nach 20 Minuten 
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mit Stopplösung beendet. Die optische Dichte wurde anschließend mit dem Tecan M200 

ELISA-Reader bei 450 nm bestimmt. 

1.2.9 Messung der Sekretion von MMP-1 und MMP-9 in Überständen humaner 

Monozyten nach Behandlung mit 2-AG 

Die durch 2-AG induzierte Sekretion von Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1) und Matrix-

Metalloproteinase-9 (MMP-9) wurde an CD14⁺-Monozyten untersucht, die aus PBMCs 

mittels positiver Selektion isoliert wurden. Die Selektion erfolgte unter Verwendung 

magnetischer Kügelchen (CD14 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland). Anschließend wurden die Zellen in einer 12-Well-Platte bei einer 

Endkonzentration von 6 × 10⁵ Zellen pro Well ausgesät und entweder mit 2-AG [1 µM] 

oder einer DMSO-Kontrolle stimuliert. Nach einer 24-stündigen Inkubation bei 37 °C 

wurden die Überstände gesammelt. Die Konzentrationen von MMP-1 und MMP-9 wurden 

mithilfe von R-Plex-Assays (Meso Scale Diagnostics, Rockville, Maryland, USA) wie folgt 

bestimmt: Vorbeschichtete Streptavidin-Platten wurden mit 25 µl biotinyliertem Capture-

Antikörper beschichtet und 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert. Nach 

einem Waschschritt wurden 25 µl Assay-Diluent in jedes Well gegeben. Anschließend 

wurden sowohl der Kalibratorstandard als auch die Proben auf die Wells verteilt. Nach 

einer weiteren 1-stündigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten 

gewaschen und 50 µl des Detektionsantikörpers zugegeben. Abschließend wurden nach 

einer weiteren 1-stündigen Inkubation und drei weiteren Waschschritten 150 µl Reading 

Buffer in jedes Well pipettiert. Die Platten wurden mit dem MSD-Gerät (Meso Scale 

Diagnostics) ausgelesen. 

1.2.10 Statistische Auswertungen 

Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Sie wurden mit Microsoft Excel sowie 

der GraphPad-Prism-Software (GraphPad Software, San Diego,USA) analysiert. Für den 

Vergleich kontinuierlicher und normalverteilter Variablen zwischen zwei Gruppen wurde 

ein ungepaarter zweiseitiger t-Test angewendet. Für den Vergleich von drei oder mehr 

Gruppen und normalverteilten Variablen wurde eine einfaktorielle ANOVA mit 

anschließender Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Bei fehlender Gaußscher Verteilung 

wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test für den Vergleich zwischen zwei Gruppen und 
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Kruskal-Wallis-Test mit Mehrfachvergleichen nach Dunn für nichtparametrische Daten 

durchgeführt. p-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. 

1.3 Ergebnisse 

Bei den unter 1.3.1 und 1.3.3 aufgeführten Ergebnissen von Mäusen mit (ApoE-/-

Tie2creCB2fl/fl) und ohne den endothelialen Knockout des CB2-Rezeptors (ApoE-/-

Tie2wtCB2fl/fl) handelt es sich um Daten aus der Promotionsarbeit von Dr. med. Melina 

Danisch aus unserer Arbeitsgruppe. Diese Daten sind Teil der Publikation Avraamidou et 

al., 2023, und werden zum besseren Verständnis des Gesamtdatensatzes hier ergänzend 

dargestellt. 

1.3.1 Anstieg des 2-AG-Plasmaspiegels nach Behandlung mit JZL184 

Durch intraperitoneale Injektionen von JZL184 wurde die Monoacylglyerol-Lipase 

(MAGL), welche hauptsächlich für die Hydrolyse, d.h. den Abbau des Endocannabinoids 

2-AG, verantwortlich ist, gehemmt. Die Messung des 2-AG Plasmaspiegels bestätigte 

diesen Effekt bei den mit JZL184 behandelten Tieren im Vergleich zu den mit DMSO 

behandelten Kontrolltieren. Die mit JZL184 behandelten Tiergruppen zeigten einen 

signifikant erhöhten 2-AG-Plasmaspiegel im Vergleich zu den DMSO-behandelten Tieren. 

Dieser Effekt war unabhängig vom Vorhandensein des myeloischen oder endothelialen 

CB2-Rezeptors. Die Konzentrationen von Arachidonsäure und PEA wurden durch die 

Behandlung nicht beeinflusst. Die folgenden 2-AG Plasmakonzentrationen wurden in den 

einzelnen Tiergruppen gemessen: 

Die 2-AG-Konzentration betrug bei Mäusen mit fehlendem myeloischen CB2-Rezeptor 

(ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl) 59,4 ± 7,0 pmol/ml nach Behandlung mit JZL184 vs. 

16,9 ± 2,2 pmol/ml nach Behandlung mit DMSO (n = 16 – 17; p < 0,0001). In der Wildtyp-

Kontrolle (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl) konnte derselbe Effekt beobachtet werden. Die 2-AG-

Konzentration betrug 58,0 ± 5,2 pmol/ml in der mit JZL184 behandelten Gruppe und 

18,5 ± 3,0 pmol/ml in der mit DMSO behandelten Gruppe (n = 15 – 16; p < 0,0001). Die 

2-AG-Plasmakonzentration stieg ebenfalls bei den mit JZL184 behandelten Mäusen ohne 

den endothelialen CB2-Rezeptor (ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) und deren Kontrollgruppe (ApoE-

/-Tie2wtCB2fl/fl). Die 2-AG-Konzentration betrug 73,1 ± 6,4 pmol/ml bei ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl 

Mäusen behandelt mit JZL184 vs. 33,5 ± 2,9 pmol/ml (DMSO; n = 13 – 14; p < 0,0001) 
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sowie 71,4 ± 5,1 pmol/ml (ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl behandelt mit JZL184) vs. 

42,7 ± 3,3 pmol/ml (DMSO; n = 14 – 17; p < 0,0001). 

Nicht nur im Plasma, sondern auch im Aortengewebe von ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl Mäusen 

und deren Kontrollgruppe konnte nach Behandlung mit JZL184 eine erhöhte 2-AG-

Konzentration nachgewiesen werden (239,5 ± 36,2 pmol/ml JZL184, vs. 

61,0 ± 14,1 pmol/ml DMSO; n = 13 – 14; p = 0,0001 ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) 

(173,2 ± 20,0 pmol/ml, JZL184 vs. 68,9 ± 13,2 pmol/ml, DMSO; n = 15 – 17; p = 0,0002; 

ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl). 

1.3.2 Die 2-AG-induzierte Atherogenese wird in Mäusen ohne myeloische CB2-

Rezeptor-Expression aufgehoben 

ApoE-Knockout-Mäuse mit erhöhtem 2-AG-Spiegel (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl, Behandlung 

mit JZL184) verfügten über eine deutlich höhere atherosklerotische Plaquelast im 

Vergleich zu den mit DMSO behandelten Tieren (39,6 ± 2,1 % JZL184 vs. 32,6 ± 2,4 % 

DMSO; n = 14 - 15; p < 0,05 ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl). Bei Mäusen mit fehlendem 

myeloischen CB2-Rezeptor (ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl) ergab sich hingegen kein signifikanter 

Unterschied der Plaquelast zwischen den JZL184- und DMSO-behandelten Tieren 

(35,0 ± 1,9 % JZL184 vs. 34,0 ± 2,5 % DMSO; n = 14 - 16; p = 0,75) (Abb. 1a, d).  

Diese Daten zeigen eine erhöhte Plaquelast in JZL184-behandelten Mäusen mit intaktem 

myeloischen CB2-Rezeptor, während dieser Effekt bei Mäusen ohne myeloischen CB2-

Rezeptor nicht nachweisbar war.  
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Abb. 1: Färbung von Aortenklappenabschnitten bei Mäusen mit myeloidspezifischem 
Knockout des CB2-Rezeptors (Myeloid CB2 KO) und den entsprechenden 
Wildtypkontrollen nach Behandlung mit JZL184 (irreversibler Inhibitor der MAGL, erhöhter 
2-AG Spiegel) oder DMSO (Kontrolle). Modifiziert nach Avraamidou et al. (2023), Figure 
1. (A, D) Färbung mit Oil Red O zur Quantifizierung des Plaquevolumens (B) 
Immunhistochemische Färbung zur Quantifizierung der Extravasation von 
Monozyten/Makrophagen (CD68) (C) und Neutrophilen (Ly6G). Die Daten werden als 
Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes dargestellt; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung 
mit DMSO, n=15; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit JZL184, n = 14; ApoE-/-

LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n = 16, ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit 
JZL184, n = 14; * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, ermittelt mittels t-Test; CB2 KO: Cannabinoid-
Rezeptor-2-Knockout; CD68: Cluster of Differentiation 68; DMSO, Dimethylsulfoxid; 
JZL184: irreversibler Inhibitor der Monoacylglycerol-Lipase (MAGL); Ly6G: 
Lymphozytenantigen-6-Komplex, Locus G  

 

Darüber hinaus führte die Behandlung mit JZL184 zur verstärkten Akkumulation von 

Monozyten und Makrophagen in der Gefäßwand (32,3 ± 2,2 % JZL184 vs. 24,5 ± 2,4 % 

DMSO; n = 13; p < 0,05) bei Cre-negativen Mäusen (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl). Dieser Effekt 

konnte bei Mäusen mit fehlendem myeloischen CB2-Rezeptor (ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl) 

nicht beobachtet werden (29,9 ± 1,2 % JZL184 vs. 27,0 ± 2,1 % DMSO; n = 14 - 17; 

p = 0,27) (Abb. 2).  
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Akkumulation von Monozyten und Makrophagen in der 

Gefäßwand nur in JZL184-behandelten Mäusen mit intaktem myeloischem CB2-Rezeptor 

erhöht war, während dieser Effekt bei Mäusen ohne myeloischen CB2-Rezeptor ausblieb.  

 

Abb. 2: Immunhistochemische Färbung mit CD68 zur Quantifizierung der Extravasation 
von Monozyten/Makrophagen in Aortenklappenabschnitten bei Mäusen mit und ohne 
myeloidspezifischen CB2-Rezeptor nach Behandlung mit JZL184 (irreversibler Inhibitor 
der MAGL, erhöhter 2-AG Spiegel) oder DMSO (Kontrolle). Modifiziert nach Avraamidou 
et al. (2023),Supplementary Figure 1. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler 
des Mittelwertes dargestellt; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n= 15; ApoE-/-

LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit JZL184, n = 16; ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit 
DMSO, n = 17, ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit JZL184, n = 14; * p ≤ 0,05, ermittelt 
mittels t-Test; CB2: Cannabinoid-Rezeptor-2; CB2 KO: Cannabinoid-Rezeptor-2-
Knockout; CD68: Cluster of Differentiation 68; DMSO: Dimethylsulfoxid; JZL184: 
irreversibler Inhibitor der Monoacylglycerol-Lipase (MAGL); WT: Wildtyp 

 

Gleichermaßen konnte mittels Ly6G-Färbung eine vermehrte Akkumulation von 

neutrophilen Granulozyten nach Behandlung mit JZL184 bei Mäusen mit erhaltenem 

myeloischen CB2-Rezeptor (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl) festgestellt werden (8,2 ± 1,2 % 

JZL184 vs. 4,1 ± 0,7 % DMSO; n = 12 - 16; p < 0,01). Bei Mäusen mit fehlendem 

myeloischen CB2-Rezeptor wurde der Effekt abgeschwächt (6,1 ± 0,9 % JZL184 vs. 

4,1 ± 0,8 % DMSO; n = 13 - 17; p = 0,11) (Abb. 3).  

Die Ergebnisse zeigen, dass nur JZL184-behandelte Mäuse mit intaktem myeloischem 

CB2-Rezeptor eine erhöhte Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der Gefäßwand 

aufwiesen, während dieser Effekt bei Mäusen ohne myeloischen CB2-Rezeptor ausblieb.  
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Abb. 3: Immunhistochemische Färbung mit Ly6G zur Quantifizierung der Extravasation 
von neutrophilen Granulozyten in Aortenklappenabschnitten bei Mäusen mit und ohne 
myeloidspezifischen CB2-Rezeptor nach Behandlung mit JZL184 (irreversibler Inhibitor 
der MAGL, erhöhter 2-AG-Spiegel) oder DMSO (Kontrolle). Modifiziert nach Avraamidou 
et al. (2023), Supplementary Figure 1b. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler 
des Mittelwertes dargestellt; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n = 12; ApoE-/-

LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit JZL184, n = 16; ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit 
DMSO, n = 17, ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit JZL184, n = 12; ** p ≤ 0.01, ermittelt 
mittels t-Test; CB2: Cannabinoid-Rezeptor-2; CB2 KO: Cannabinoid-Rezeptor-2-
Knockout; DMSO: Dimethylsulfoxid; JZL184: irreversibler Inhibitor der Monoacylglycerol-
Lipase (MAGL); Ly6G: Lymphozytenantigen-6-Komplex, Locus G; WT: Wildtyp  

 

Der Kollagengehalt der atherosklerotischen Plaques wurde mittels der Pikro-Siriusrot-

Färbung quantifiziert. Interessanterweise führte die Behandlung von Mäusen, die den 

myeloiden CB2-Rezeptor exprimierten (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl) mit JZL184 zu einem 

Anstieg des Kollagengehalts innerhalb der atherosklerotischen Plaques (2,75 ± 0,51 % 

JZL184 vs. 1,10 ± 0,19 % DMSO; p < 0,01; n = 11 - 12). In Mäusen mit fehlendem 

myeloischen CB2-Rezeptor (ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl) war kein Unterschied des 

Kollagengehalts nachzuweisen (1,41 ± 0,22 % JZL184 vs. 1,55 ± 0,32 % DMSO; 

p > 0,99; n = 14) (Abb. 4).  

Damit war der Kollagengehalt der Gefäßwand ausschließlich in JZL184-behandelten 

Mäusen mit funktionellem myeloischen CB2-Rezeptor erhöht, während dieser Effekt in 

Mäusen ohne myeloischen CB2-Rezeptor ausblieb.  
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Abb. 4: Pikro-Siriusrot-Färbung zur Quantifizierung des Kollagengehalts in 
Aortenklappenabschnitten bei Mäusen mit und ohne myeloidspezifischen CB2-Rezeptor 
nach Behandlung mit JZL184 (irreversibler Inhibitor der MAGL, erhöhter 2-AG-Spiegel) 
oder DMSO (Kontrolle). Modifiziert nach Avraamidou et al. (2023), Supplementary Figure 
1c. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes dargestellt; ApoE-

/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n = 11; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit 
JZL184, n = 12; ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n= 14; ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl 
Behandlung mit JZL184, n = 14; ** p ≤ 0.01, ermittelt mittels t-Test; CB2: Cannabinoid-
Rezeptor-2; CB2 KO: Cannabinoid-Rezeptor-2-Knockout; DMSO: Dimethylsulfoxid; 
JZL184: irreversibler Inhibitor der Monoacylglycerol-Lipase (MAGL) 

 

1.3.3 Die 2-AG-induzierte Atherogenese bei ApoE-Knockout-Mäusen war von der 

endothelialen CB2-Expression nicht beeinflusst 

Wie durch die Oil Red O-Färbung quantifiziert, führte die Behandlung von ApoE-/-

Tie2wtCB2fl/fl-Mäusen mit JZL184 zu einer signifikanten Erhöhung der atherosklerotischen 

Plaquebelastung (29,5 ± 3,3 % JZL184 vs. 20,7 ± 2,1 % DMSO; p < 0,05; n = 14). Bei 

Mäusen mit fehlender Expression des CB2-Rezeptors (ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) war ebenfalls 

ein signifikanter Anstieg der Plaquebelastung nach Behandlung mit JZL184 zu 

beobachten (37,1 ± 3,1 % JZL184 vs. 20,9 ± 2,6 % DMSO; n = 10 - 12; p < 0,001) (Figure 

2a,d in Avraamidou et al., 2023). Diese Daten zeigen, dass erhöhte 2-AG-Spiegel die 

Plaquelast unabhängig vom Vorhandensein des endothelzellspezifischen CB2-Rezeptors 

erhöhen. 

Darüber hinaus führte die Behandlung mit JZL184 zur verstärkten Akkumulation von 

Monozyten und Makrophagen in der Gefäßwand von cre-negativen (ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl) 

Mäusen (32,3 ± 2,2 % JZL184 vs. 24,5 ± 2,4 % DMSO; n = 13; p < 0,05). Bei cre-
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positiven (ApoE-/-Tie2creCB2fl/fl) Mäusen konnte kein signifikanter Anstieg der 

Akkumulation nach der Behandlung mit JZL184 festgestellt werden (35,3 ± 1,8 % JZL184 

vs. 29,5 ± 2,8 % DMSO; n = 9 - 12; p = 0,13). Die Ergebnisse zeigen, dass die 

Akkumulation von Monozyten und Makrophagen in der Gefäßwand ausschließlich in 

JZL184-behandelten Mäusen mit intaktem endothelzellspezifischem CB2-Rezeptor 

erhöht war, während dieser Effekt bei Mäusen ohne endothelzellspezifischen CB2-

Rezeptor ausblieb.  

Gleichermaßen konnte eine vermehrte Akkumulation von neutrophilen Granulozyten nach 

Behandlung mit JZL184 bei Mäusen mit erhaltenem endothelzellspezifischem CB2-

Rezeptor (ApoE-/-Tie2wtCB2fl/fl) festgestellt werden (8,1 ± 1,4 % JZL184 vs. 3,9 ± 0,7 % 

DMSO; n = 13 - 14; p < 0,05). Bei Mäusen mit fehlendem endothelzellspezifischem CB2-

Rezeptor konnte kein signifikanter Unterschied nach Behandlung mit JZL184 festgestellt 

werden (8,3 ± 1,9 % JZL184 vs. 4,8 ± 0,8 % DMSO; n = 10 - 12; p = 0,095) 

(Supplementary Figure 1d,e in Avraamidou et al., 2023).  

1.3.4 ROS-Produktion in der Aorta thoracalis ex vivo 

Die L-012-induzierte Chemilumineszenz der thorakalen Aorta wurde ex vivo als Marker 

für die Bildung von Superoxid-dominierten reaktiven Sauerstoffspezies (v. a. Superoxid 

(O₂⁻) und Peroxynitrit (ONOO⁻)) in der Gefäßwand verwendet.  

Bei Mäusen mit myeloischem CB2-Rezeptor (ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl), welche mit JZL184 

behandelt wurden, wurden die höchsten Lumineszenzwerte gemessen. Diese erreichte 

im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Mäusen keine Signifikanz (JZL184: 

181,7 ± 40,1 RLU/s vs. DMSO: 118,7 ± 32,9 RLU/s; n = 15 - 16; p > 0,99). Die 

Chemilumineszenz der ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Tiere wurde wie folgt gemessen: JZL184: 

117,7 ± 25,7 RLU/s vs. DMSO: 93,9 ± 32,0 RLU/s; n = 15 - 16 (p > 0,99) (Abb. 5).  

Damit zeigte sich in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied der 

ROS-Produktion in der Aorta thoracalis. Die höchsten Lumineszenzwerte wurden zwar 

bei JZL184-behandelten Mäusen mit vorhandenem myeloischem CB2-Rezeptor 

beobachtet, diese erreichten jedoch keine statistische Signifikanz. Um den Einfluss des 

myeloidspezifischen CB2-Rezeptors auf die Produktion von ROS/RNS weiter zu 

untersuchen, wurden ergänzend Experimente in vitro durchgeführt.   
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Abb. 5: Bestimmung der L-012-induzierten Chemilumineszenz der extrahierten Aorta 
thoracalis als Hinweis auf die ROS-Produktion bei Mäusen mit myeloidspezifischem 
Knockout des CB2-Rezeptors (Myeloid CB2 KO) und den entsprechenden 
Wildtypkontrollen nach Behandlung mit JZL184 (irreversibler Inhibitor der MAGL, erhöhter 
2-AG-Spiegel) oder DMSO (Kontrolle). Modifiziert nach Avraamidou et al. (2023), Figure 
3a. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes dargestellt; ApoE-

/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n = 15; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl Behandlung mit 
JZL184, n = 16; ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl Behandlung mit DMSO, n:15, ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl 
Behandlung mit JZL184, n = 16; n = 11-14; ermittelt mittels Kruskal-Wallis-Test mit 
Mehrfachvergleichen nach Dunn; CB2 KO: Cannabinoid-Rezeptor-2-Knockout; JZL184: 
irreversibler Inhibitor der Monoacylglycerol-Lipase (MAGL); RLU/s: relative Lichteinheiten 
pro Sekunde  

 

1.3.5 2-AG [10µM] erhöht die ROS- und RNS-Produktion in vitro 

Die in vivo beobachtete numerische Differenz der Chemilumineszenz von mit JZL184 

behandelten CB2-Wildtyp-Mäusen wurde weiter in vitro untersucht. THP-1-Zellen wurden 

mit unterschiedlichen Konzentrationen von 2-AG stimuliert. Ferner erfolgte eine Co-

Stimulation mit dem inversem CB2-Rezeptoragonisten AM630. 

Die Stimulation von THP-1-Zellen verursachte einen dosisabhängigen Anstieg der 

Superoxid- und RNS-Produktion eine Stunde nach Stimulation (2-AG [10 µM]: 

1,09 ± 0,019, n = 17, p < 0,01; 2-AG [5 µM]: 1,025 ± 0,010, n = 17, p < 0,05) (Abb. 6). Co-

Stimulation mit AM630 verursachte in den ersten 48 Stunden nach Stimulation keinen 

signifikanten Unterschied der ROS/RNS-Produktion (2-AG [10 µM]: 4,43 ± 1,05 vs. 2-AG 

[10 µM] + AM630: 4,20 ± 1,03; n = 13; p > 0,99).  
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Diese Daten deuten darauf hin, dass erhöhte 2-AG-Konzentrationen [10 µM] die 

ROS/RNS-Produktion im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen signifikant steigern, 

während der inverse CB2-Rezeptoragonist AM630 keinen relevanten Einfluss auf diesen 

Effekt hat.  

 

 

Abb. 6: Quantifizierung der 2-AG-induzierten Produktion von Superoxiden, ROS und 
RNS mithilfe eines kolorimetrischen Tests. Modifiziert nach Avraamidou et al. (2023), 
Figure 3b und c. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes 
dargestellt; n = 17; * p ≤ 0,05, **** p ≤0,0001; ermittelt mittels ANOVA und nachfolgender 
Bonferroni-Korrektur; 2-AG: 2-Arachidonylglycerol; RNS: reaktive Stickstoffspezies; ROS: 
reaktive Sauerstoffspezies 

1.3.6 Die Freisetzung von MPO und die Transkription von NADPH-Oxidase sind für den 

Anstieg von ROS und RNS nicht ursächlich 

Um den beobachteten Anstieg der ROS/RNS-Produktion mechanistisch einzuordnen, 

wurden zwei potenziell beteiligte Enzymsysteme untersucht: die Myeloperoxidase (MPO) 

und die NADPH-Oxidase (NOX).  

MPO katalysiert die Bildung von Hypochlorit (ClO⁻) aus Chloridionen und ist maßgeblich 

an der oxidativen Modifikation von LDL beteiligt. Ferner wandelt MPO HDL in eine 

dysfunktionale Form um, verringert die Bioverfügbarkeit von NO und aktiviert MMPs, was 

zur Instabilität atherosklerotischer Plaques führt. Darüber hinaus induziert MPO die 

Produktion von Interleukinen (IL) wie IL-6 und IL-8 in Endothelzellen und führt zu einer 

endothelialen Dysfunktion (Frangie und Daher, 2022; Kamanna et al., 2013).  
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Die NADPH-Oxidase (NOX) ist ein membrangebundener Enzymkomplex, welcher 

Superoxidanionen erzeugt und ebenfalls LDL oxidiert. Obwohl reaktive Sauerstoffspezies 

in Makrophagen aus vielen Quellen stammen können, gilt die NADPH-Oxidase 2 (NOX2) 

als die Hauptquelle für ROS in Makrophagen (Wang et al., 2023) . 

Die MPO-Konzentration wurde in den Zellüberständen von THP1-Zellen 48 Stunden nach 

Stimulation mit 2-AG [1 µM], 2-AG [10 µM], 2-AG [10 µM] + AM630 [5 µM] oder Medium 

gemessen. Es zeigte sich kein relevanter Unterschied in der MPO-Freisetzung nach 

Stimulation mit 2-AG im Vergleich zum Medium (2-AG [1 µM]: 0,96 ± 0,06, n = 5, p > 0,99; 

2-AG [10 μM]: 0,87 ± 0,09, n = 5; p = 0,74). Die Co-Stimulation mit dem inversen 

Agonisten AM630 reduzierte die MPO-Freisetzung (2-AG [10 µM] + AM630 [5 µM]: 

0,57 ± 0,02, n = 3, p < 0,05). 

Zudem wurde die Transkription der NOX2-Untereinheiten CYBA und CYBB nach 

Stimulation mit 2-AG untersucht. Die Stimulation von THP-1-Zellen mit 2-AG [1 µM] führte 

zu keinen relevanten Veränderungen der Transkriptionsraten (CYBA: 1,06 ± 0,49; n ≥ 3; 

p = 0,90; CYBB: 0,98 ± 0,53; n ≥ 3; p = 0,97). 

1.3.7 Stimulation mit 2-AG [10µM] erhöht die LPS-induzierte IL-1β-Produktion in vitro 

Frühere Studien zeigten, dass die NLRP3-Inflammasom-mRNA und die IL-1β-mRNA in 

humanen atherosklerotischen Läsionen hochreguliert sind und dass das NLRP3-

Inflammasom mit dem mRNA-Spiegel des Makrophagen-Markers CD68 korreliert 

(Paramel Varghese et al., 2016).  

Die IL-1β-Konzentration wurde in den Zellüberständen von PBMCs nach Co-Stimulation 

mit verschiedenen Konzentrationen von 2-AG ([1 µM] und [10 µM]) oder DMSO und LPS 

in unterschiedlichen Konzentrationen (0,002 µg/ml; 0,02 µg/ml; 0,2 µg/ml) bestimmt. Es 

zeigte sich ein dosisabhängiger Anstieg der IL-1β-Freisetzung nach Stimulation mit 2-AG 

und LPS (2-AG [10 µM]: 1864,0 ± 168,2 pg/ml; n = 12; p < 0,01; 2-AG [1 µM]: 

1383,0 ± 58,9 pg/ml; n = 12; p < 0,05; DMSO: 1329,0 ± 101,5 pg/ml) (Abb. 7). Während 

2-AG [10µM] die LPS-induzierte IL-1β signifikant verstärkt, zeigt 2-AG [1µM] keinen 

signifikanten Zusatzeffekt gegenüber DMSO.  
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Abb. 7: Quantifizierung der 2-AG-induzierten Produktion von 1IL-1β. Modifiziert nach 
Avraamidou et al. (2023), Figure 4a. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler 
des Mittelwertes dargestellt; n = 12; * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 im Vergleich zu DMSO,+ p ≤ 
0,05 im Vergleich zu 2-AG [1µM], ermittelt mittels ANOVA und nachfolgender Bonferroni-
Korrektur; 2-AG: 2-Arachidonylglycerol; DMSO: Dimethylsulfoxid; IL-1ß: Interleukin-1ß; 
LPS: Lipopolysaccharid 

 

1.3.8 IL-6-Spiegel blieb unverändert nach Behandlung der Mäuse mit JZL184 

Der IL-6-Spiegel wurde in den Plasmaproben der vier Behandlungsgruppen bestimmt. Es 

konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt 

werden (ApoE-/-LysMcreCB2fl/fl JZL184: 14,3 ± 3,4 pg/ml vs. DMSO 20,1 ± 6,4 pg/ml; 

n = 4 - 6; p = 0,41; ApoE-/-LysMwtCB2fl/fl: JZL184: 17,0 ± 3,6 pg/ml vs. DMSO 

25,1 ± 6,1 pg/ml; n = 8 - 12; p = 0,33). Dieser Befund zeigt, dass die Hemmung der 

Monoacylglycerollipase durch JZL184 und der daraus resultierende Anstieg des 2-AG-

Spiegels keinen Einfluss auf die systemische IL-6-Produktion hatten. 

1.3.9 Verstärkte Freisetzung von MMP-1 und MMP-9 nach Stimulation mit 2-AG [1µM] 

Um den beobachteten Anstieg des Kollagengehalts in JZL184-behandelten Mäusen mit 

funktionellem myeloischen CB2-Rezeptor einzuordnen, wurde in vitro die Freisetzung von 

MMP-1 und MMP-9 aus PBMCs nach Behandlung mit 2-AG untersucht.  

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von mindestens 23 aktiven 

Proteinasen, welche unter anderem von Makrophagen exprimiert werden. Sie spielen 
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einerseits bei der Intimaverdickung, welche Plaques stabilisiert, und anderseits bei der 

Zerstörung der extrazellulären Matrix, die zur Plaque-Ruptur führt, eine Rolle. Die 

Überproduktion von MMPs spielt eine Rolle bei der Plaque-Ruptur und beim 

Myokardinfarkt (Newby, 2015). In einer Studie verringerte die Expression von MMP-1 in 

den Makrophagen von ApoE-Knockout-Mäusen die Bildung atherosklerotischer Läsionen 

(Lemaître et al., 2001). Dies könnte auf eine verminderte Retention von oxLDL aufgrund 

einer geringeren Menge fibrillärer Kollagene zurückzuführen sein. 

Nach Stimulation von PBMCs mit 2-AG [1 µM] zeigte sich eine signifikant erhöhte 

Sekretion von MMP-1 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (2-AG: 1,30 ± 0,133; n = 7; p < 

0,01). Auch die Konzentration von MMP-9 in den Überständen war gegenüber der DMSO-

Kontrolle erhöht (2-AG: 1,04 ± 0,02; n = 10; p < 0,01). 

1.4 Diskussion 

Chronische Entzündung ist ein Schlüsselelement in der Pathogenese der Atherosklerose. 

Klinische Daten zeigen, dass eine Reduktion der Entzündung ohne Senkung des 

Cholesterinspiegels zu einer Verringerung von wiederkehrenden kardiovaskulären 

Ereignissen führen kann. Eine antiinflammatorische Therapie mit Canakinumab 

(monoklonaler Antikörper gegen 1L-1β) mit anschließender Reduktion von hs-CRP und 

IL-6 führte zu geringeren kardiovaskulären Ereignissen bei Patienten mit 

vorangegangenem Myokardinfarkt (Ridker et al., 2017). In anderen Studien führte die 

Einnahme von Colchicin zu einem geringeren Risiko ischämischer kardiovaskulärer 

Ereignisse im Vergleich zu Placebo (Nidorf et al., 2013; Nidorf et al., 2020; Tardif et al., 

2019). 

Aufgrund der Hinweise auf eine 2-AG-vermittelte Modulation der lokalen Entzündung in 

Koronarläsionen wurde die vorliegende Studie konzipiert, um den Einfluss von 2-AG und 

des myeloischen CB2-Rezeptors zu untersuchen. 

Unsere Daten zeigen eine erhöhte Plaquelast in JZL184-behandelten Mäusen mit 

intaktem myeloischen CB2-Rezeptor. Dieser Effekt war hingegen bei Mäusen ohne 

myeloischen CB2-Rezeptor nicht nachweisbar. Folglich vermittelt der myeloisch 

exprimierte CB2-Rezeptor die atherogenen Effekte erhöhter 2-AG-Spiegel, während der 

endothelial exprimierte CB2-Rezeptor unter denselben Bedingungen keine bedeutende 



38 
 

 

Rolle spielt. Dies weist auf eine proatherogene Wirkung des myeloischen und nicht des 

endothelialen CB2-Rezeptors im Kontext erhöhter 2-AG-Spiegel hin. 

Unsere Befunde deuten darauf hin, dass sowohl der myeloidspezifische als auch der 

endothelspezifische CB2-Rezeptor zu einer erhöhten Akkumulation von Monozyten und 

Makrophagen in atherosklerotischen Plaques im Kontext erhöhter 2-AG-Spiegel beitragen 

können. Diese Daten bestätigen frühere Ergebnisse aus unserer Gruppe, die zeigten, 

dass ein erhöhter 2-AG-Spiegel mit einer erhöhten Plaquelast und einem signifikanten 

Anstieg infiltrierender Makrophagen innerhalb der atherosklerotischen Gefäßwand sowie 

mit einer gesteigerten Migration von Makrophagen in vitro einhergeht (Jehle et al., 2018). 

In vitro wurde die Makrophagen-Migration durch CB2-Blockierung abgeschwächt, 

passend zu unseren Ergebnissen in vivo (Jehle et al., 2018). 

Unsere in-vitro-Daten zeigen, dass die Behandlung von PBMCs mit 2-AG [10 µM] die 

LPS-induzierte IL-1β-Produktion signifikant verstärkt. Dies könnte eine Rolle bei der 

beobachteten Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in atherosklerotischen 

Plaques nach Behandlung mit JZL184 spielen. Allerdings konnte die Stimulation mit 2-AG 

[1 µM] keinen zusätzlichen Effekt gegenüber der DMSO-Kontrolle bewirken. Diese 

Beobachtung wird durch jüngste Daten unterstützt: Eine Stimulation von CD14⁺-

Monozyten mit 2-AG [1 µM] führte ebenfalls zu keiner relevanten Induktion der IL-1β-

mRNA (Nöthel et al., 2025). 

In vivo blieb der IL-1β-Plasmaspiegel in allen untersuchten Gruppen unterhalb des 

niedrigsten Nachweisbereichs. Dieses Ergebnis schließt eine lokal gesteigerte IL-1β-

Produktion in der Gefäßwand jedoch nicht aus, insbesondere da IL-1ß eine sehr kurze 

Halbwertzeit im Plasma aufweist (Lopez-Castejon und Brough, 2011). Unterstützend 

berichteten Vujic et al. (2016), dass ApoE⁻/⁻–MAGL⁻/⁻-Doppel-Knockout-Mäuse mit 

erhöhten 2-AG-Spiegeln eine vermehrte Expression von CCL2- und IL-1β-mRNA in der 

Aorta aufweisen als Hinweis auf eine verstärkte lokale 1L-1β -Expression im Kontext 

erhöhter 2-AG Spiegel. 

Schließlich können auch IL-1β-unabhängige Effekte von 2-AG zur Rekrutierung 

neutrophiler Granulozyten beitragen. Hierzu zählen beispielsweise die 2-AG-induzierte 

Aktivierung endothelialer Adhäsionsmoleküle wie P- und E-Selektin über CB2-abhängige 
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Signalwege (Gasperi et al., 2014), die durch hohe 2-AG-Konzentrationen induzierte 

Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, sowie die Akkumulation oxidierter Lipide in der 

Gefäßwand. Ein Mangel des CB2-Rezeptors und die damit verbundene verringerte 

Expression von Adhäsionsmolekülen, die durch den CB2-Rezeptor vermittelt werden, 

könnten für die geringere Akkumulation von Neutrophilen in den Mäusen mit 

endothelialem Knockout des CB2-Rezeptors verantwortlich sein. 

Darüber hinaus zeigten Chouinard et al. (2011), dass 2-AG neutrophile Granulozyten 

aktivieren und die Leukotrien-B4-(LTB4-)-Biosynthese stimulieren kann oder selbst durch 

5-Lipoxygenase zum Leukotrien B4 metabolisiert werden kann. Da LTB4 zu den stärksten 

neutrophilen Chemoattraktanten zählt, kann dieser Mechanismus – unabhängig von CB-

Rezeptoren – ebenfalls zu einer verstärkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten 

beitragen. 

Der Kollagengehalt der Gefäßwand war ausschließlich in JZL184-behandelten Mäusen 

mit funktionellem myeloischen CB2-Rezeptor erhöht, während dieser Effekt in Mäusen 

ohne myeloischen CB2-Rezeptor ausblieb. Dies weist auf einen CB2-abhängigen Anstieg 

des Kollagengehalts in der Gefäßwand im Kontext erhöhter 2-AG-Spiegel hin. Dieser 

Befund legt nahe, dass der myeloische CB2-Rezeptor eine regulatorische Rolle im 

Kollagenmetabolismus innerhalb atherosklerotischer Plaques im Kontext erhöhter 2-AG-

Spiegel übernimmt. Der beobachtete Anstieg des Kollagengehalts könnte durch eine 

gesteigerte Kollagenproduktion – beispielsweise vermittelt durch einen reparativen, M2-

ähnlichen Makrophagenphänotyp – oder durch einen reduzierten Kollagenabbau, etwa 

über eine verminderte Aktivität kollagenabbauender Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), 

erklärt werden.  

Frühere Studien berichten ebenfalls über eine Erhöhung des Kollagengehalts in 

atherosklerotischen Läsionen in einem Doppel-Knockout-Mausmodell mit fehlender 

MAGL-Aktivität und daraus resultierendem erhöhtem 2-AG-Spiegel (Vujic et al., 2016). 

In dieser Studie wurde eine erhöhte Anzahl glatter Muskelzellen sowie eine gesteigerte 

Transkription von TIMP-1 und TIMP-2 (Inhibition der MMPs) als Ursache für den 

beobachteten Effekt angesehen. Dieser Plaque-Phänotyp wurde nach Stimulation mit 
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dem CB2-Antagonisten SR144528 aufgehoben, was darauf hinweist, dass der 

beobachtete Phänotyp auf die CB2-Rezeptoraktivierung zurückzuführen ist. 

Unsere in-vitro-Daten zeigen eine signifikante Steigerung der MMP-1- und MMP-9-

Sekretion nach Behandlung mit 2-AG. Dieser scheinbare Widerspruch lässt sich am 

ehesten durch die Unterschiede zwischen isolierten PBMCs und plaqueansässigen 

Makrophagen erklären. Zudem wurde in dieser Studie die Konzentration, allerdings nicht 

die enzymatische Aktivität von MMPs sowie die Regulation der MMP-Aktivität durch 

TIMPs berücksichtigt.  

Es ist bekannt, dass die ROS-Produktion mit endothelialer Dysfunktion und Entzündung 

verbunden ist und eine entscheidende Rolle bei der Atherogenese spielt (Kattoor et al., 

2017). Darüber hinaus liefern mehrere Studien Hinweise darauf, dass das ECS an der 

Modulation der ROS/RNS-Produktion beteiligt ist (Lipina und Hundal, 2016).  

Ex vivo zeigte sich in den untersuchten Gruppen kein signifikanter Unterschied der L-012-

induzierten Chemilumineszenz (Marker für die Bildung von Superoxid-dominierten 

reaktiven Sauerstoffspezies). Die höchsten Lumineszenzwerte wurden bei JZL184-

behandelten Mäusen mit vorhandenem myeloischem CB2-Rezeptor beobachtet.  

In vitro führte die Behandlung von THP-1-Zellen mit 2-AG [10 µM] zum signifikanten 

Anstieg der ROS/RNS-Produktion im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen, während 

der inverse CB2-Rezeptoragonist AM630 keinen relevanten Einfluss auf diesen Effekt 

hatte. Dies deutet darauf hin, dass die durch 2-AG induzierte ROS/RNS-Produktion in 

diesem Modellsystem überwiegend CB2-unabhängig vermittelt wird.  

Aus den vorliegenden Daten geht zudem hervor, dass weder die MPO-Freisetzung noch 

die Transkription von NOX2-Untereinheiten CYBA und CYBB durch 2-AG wesentlich 

beeinflusst werden. Somit scheint der beobachtete Anstieg der ROS/RNS-Produktion 

nach 2-AG-Behandlung nicht auf eine erhöhte MPO-Freisetzung oder eine gesteigerte 

NOX2-Transkription zurückzuführen zu sein.  

Zu möglichen alternativen Mechanismen für den beobachteten Anstieg der ROS/RNS-

Produktion zählen metabolische 2-AG-Abbauprodukte welche als Substrate für COX und 

Lipoxygenasen dienen können und zur Entstehung oxidativer Lipidmediatoren führen 
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können, alternative Rezeptorsysteme wie GPR55 oder membranphysikalische Effekte wie 

die Veränderungen der Membranfluidität oder der Aktivität von Ionenkanälen. 

Obwohl die Behandlung mit 2-AG keinen Unterschied in der MPO-Freisetzung von THP-

1-Zellen bewirkte, führte die Co-Stimulation mit dem inversen CB2-Agonisten AM630 zu 

einer Reduktion der MPO-Freisetzung im Vergleich zu 2-AG [10 µM] allein. Eine Limitation 

dieser Versuche besteht darin, dass differenzierte THP-1-Zellen (nicht polarisierte MΦs -

Makrophagen-) ein verändertes genotypisches Profil im Vergleich zu undifferenzierten 

THP-1-Monozyten aufweisen, die in dieser Studie zur Bestimmung der MPO-Freisetzung 

eingesetzt wurden (Jeradeh et al., 2024; Scobie et al., 2023). Eine weitere Einschränkung 

besteht darin, dass Monozyten geringere Mengen an MPO enthalten als neutrophile 

Granulozyten (Klebanoff, 2005), was die Interpretation kleiner Unterschiede erschweren 

kann. 

In den untersuchten Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede in dem IL-6 

Plasmaspiegel festgestellt werden. Dieser Befund zeigt, dass die Hemmung der 

Monoacylglycerollipase durch JZL184 und der daraus resultierende Anstieg des 2-AG-

Spiegels keinen Einfluss auf die systemische IL-6-Produktion hatten. Dies spricht dafür, 

dass die beobachteten 2-AG-abhängigen Effekte – wie verstärkte Infiltration myeloider 

Zellen oder Veränderungen der Plaquezusammensetzung – vorwiegend lokal innerhalb 

der atherosklerotischen Läsionen stattfinden. 

1.5 Zusammenfassung 

Die vorliegende Promotionsarbeit untersucht den Einfluss von 2-Arachidonylglycerol auf 

die Atherogenese sowie die Rolle des myeloischen Cannabinoid-Rezeptors 2 bei den 

dabei beobachteten Effekten in vivo und in vitro. Die Rolle des CB2-Rezeptors wird in vivo 

mithilfe eines zellspezifischen Knockout-Mausmodells untersucht. Die beobachteten 

Effekte wurden in humanen Zellmodellen in vitro mechanistisch aufgearbeitet.  

Unsere Daten zeigen, dass 2-Arachidonylglycerol die Atherogenese sowie die Migration 

und Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in unserem 

Mausmodell fördert. Diese Effekte werden durch das Fehlen des myeloischen 

Cannabinoid-Rezeptors 2 abgeschwächt. Der Kollagengehalt der Gefäßwand war 

ausschließlich in JZL184-behandelten Mäusen mit funktionellem myeloischem CB2-
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Rezeptor erhöht, während dieser Effekt in Mäusen ohne myeloischen CB2-Rezeptor 

ausblieb.  

In vitro führte die Behandlung von THP-1-Zellen mit 2-Arachidonylglycerol [10 µM] zu 

einem signifikanten Anstieg der Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies 

(ROS/RNS) im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen. Die Co-Stimulation mit dem 

inversen CB2-Agonisten AM630 hatte keinen relevanten Einfluss auf diesen Effekt. Dies 

deutet darauf hin, dass die durch 2-AG induzierte ROS/RNS-Produktion in diesem 

Modellsystem überwiegend CB2-unabhängig vermittelt wird.  

Weder die Freisetzung der Myeloperoxidase (MPO) noch die Transkription der 

Untereinheiten CYBA und CYBB der NADPH-Oxidase 2 (NOX2) wurden nach 

Behandlung von THP-1-Zellen mit 2-Arachidonylglycerol wesentlich beeinflusst. Der 

beobachtete Anstieg der Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies 

(ROS/RNS) lässt sich somit nicht auf Veränderungen der MPO-Freisetzung oder der 

NOX2-Transkription zurückführen. Interessanterweise führte jedoch die Co-Stimulation 

mit dem inversen Cannabinoid-Rezeptor-2-Agonisten AM630 zu einer Reduktion der 

MPO-Freisetzung im Vergleich zu 2-Arachidonylglycerol [10 µM] allein.  

Zudem wurde in vitro eine erhöhte Sekretion der Matrix-Metalloproteinasen 1 und 9 nach 

Stimulation mit 2-Arachidonylglycerol beobachtet. 2-Arachidonylglycerol [10 µM] 

verstärkte außerdem die LPS-induzierte Produktion von Interleukin-1β (IL-1β) in 

peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs), während 2-AG [1 µM] keinen 

zusätzlichen Effekt gegenüber der DMSO-Kontrolle zeigte.  

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass der myeloisch exprimierte 

Cannabinoid-Rezeptor 2 die atherogenen Effekte von 2-Arachidonylglycerol vermittelt. 

Hierzu zählen die Zunahme der atherosklerotischen Plaquelast sowie die verstärkte 

Infiltration von Monozyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in die 

Gefäßwand. Darüber hinaus weisen unsere Ergebnisse auf einen myeloisch-CB2-

Rezeptor-vermittelten Anstieg des Kollagengehalts in der Gefäßwand im Kontext erhöhter 

2-AG-Spiegel hin. Im Gegensatz dazu wurde in vitro nach Behandlung mit 2-

Arachidonylglycerol [1 µM] eine erhöhte Sekretion der Matrix-Metalloproteinasen 1 und 9 

beobachtet. Die durch 2-AG [10 µM] induzierte ROS/RNS-Produktion in diesem 
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Modellsystem wird überwiegend CB2-unabhängig vermittelt und konnte nicht durch eine 

verstärkte MPO-Freisetzung oder Veränderungen der NOX2-Transkription erklärt werden. 

Die LPS-induzierte IL-1β-Produktion wurde nur durch höhere 2-AG-Konzentrationen 

[10µM] signifikant verstärkt, während niedrigere Konzentrationen keinen zusätzlichen 

Effekt zeigten. 
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The endocannabinoid 2-arachidonoylglycerol (2-AG) is an inflammatory mediator and ligand for the cannabinoid receptors 
CB1 and CB2. We investigated the atherogenic mechanisms set in motion by 2-AG. Therefore, we created two atherosclerotic 
mouse models with distinct cell-specific knockouts of the CB2 receptor on either myeloid or endothelial cells. These mice 
were treated with JZL184, resulting in elevated plasma levels of 2-AG. After a high-fat high-cholesterol diet, atherosclerotic 
plaques were analyzed. The atherogenic effect of 2-AG was abrogated in mice lacking myeloid expression of the CB2 recep-
tor but not in mice lacking endothelial expression of the CB2 receptor. In vitro, treatment of human monocytes with 2-AG 
led to the increased production of reactive oxygen species (ROS) and IL-1β. In conclusion, 2-AG shows an atherogenic 
effect in vivo, dependent on the presence of the CB2 receptor on myeloid cells. In addition, our in vitro data revealed 2-AG 
to promote inflammatory signalling in monocytes.

Keywords Cannabinoid receptor type 2 · Atherosclerosis · Reactive oxygen species · Endocannabinoid system · 
2-Arachidonoylglycerol · JZL184

Abbreviations
2-AG  2-Arachidonoylglycerol
eCB 
CB2 

 Endocannabinoids
 Cannabinoid receptor 2

JZL184  Inhibitor of monoacylglycerol lipase
MAGL  Monoacylglycerol lipase
MMP  Matrix metalloproteinase

MPO 
ROS 
RNS 

 Myeloperoxidase
 Reactive oxygen species
 Reactive nitrogen species

NOX  NADPH oxidase
NOX2  NADPH oxidase 2 (p91-PHOX/cytochrome b 

(-245) heavy chain)
CYBB  Cytochrome b-245 heavy chain
CYBA  Cytochrome b-245 alpha polypeptide/

IL-6 
cytochrome b-245 light chain (p22-PHOX)
 Interleukin 6

IL-1β  Interleukin 1β

Introduction

The endocannabinoid 2-arachidonoylglycerol (2-AG) is a 
mediator of inflammation and ligand to the cannabinoid 
receptors CB1 and CB2, which are expressed on peripheral 
myeloid and human vascular endothelial cells [3, 31]. The 
CB2 receptor has traditionally been considered to exert anti-
inflammatory and atheroprotective effects, such as decreas-
ing macrophage accumulation in lesions, decreasing smooth 
muscle cell content in lesions, and decreasing apoptosis [28, 
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31, 32]. However, some conflicting data suggest that 2-AG 
can actually promote atherosclerosis and that the CB2 recep-
tor may initiate inflammation as well as monocyte chemot-
axis, infiltration, and activation under certain experimental 
conditions [5, 7, 9, 12, 22, 24, 30, 40]. Multiple molecular 
pathways that promote atherogenesis have been discovered 
to date, yet the molecular effects of 2-AG in atherogenesis 
still need further exploration. Such molecular mechanisms 
include the generation of reactive oxygen species, the secre-
tion of myeloperoxidase, and the activation of the IL-6/
IL-1β/CRP axis [2, 6, 14, 16, 26, 27, 33, 35, 36, 39].

In the present study, we investigated the role of the 
CB2 receptor on myeloid and vascular endothelial cells 
in promoting atherosclerosis under elevated 2-AG lev-
els. This was investigated by using two cell-specific 
CB2 knockout mouse models. Both mouse models had 
an atherogenic background (ApoE−/−) and, additionally, 
distinct cell-specific knockouts of the CB2 receptor on 
either myeloid (ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl) or endothelial 
(ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) cells. Mice were treated with intra-
peritoneal injections of JZL184, an inhibitor of the 2-AG-
degrading enzyme monoacylglycerol lipase (MAGL), which 
led to elevated 2-AG levels. Meanwhile, they were fed a 
high-fat and high-cholesterol diet for 4 weeks. The volume 
and composition of the plaques formed were analyzed. 
In vitro, human monocytes were stimulated with 2-AG and 
a CB2 receptor antagonist. We investigated the production 
of reactive oxygen and nitrogen species (ROS, RNS), the 
transcription of NADPH oxidases (NOX), the release of 
myeloperoxidase (MPO), and the production of IL-1β under 
stimulatory conditions.

Materials and Methods

A detailed materials and methods section including a 
graphical summary of the experimental plan is avail-
able as an online supplement. In brief, two mouse mod-
els with an atherogenic background (ApoE−/−; C57BL/6 J 
genetic background; Charles River, Wilmington, USA) 
and distinct cell-specific knockouts of the CB2 receptor 
(CB2 gene) on either myeloid (ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl) 
or endothelial (ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) cells were created 
using the cre-lox system. Littermates without cell-specific 
cre-recombinase activity, and thus without any CB2 knock-
out (ApoE−/−CB2fl/fl), served as the control groups for both 
knockout strains. For each strain, the mice were divided into 
two groups, one of which was treated with 5 mg/kg body 
weight i.p. of the MAGL inhibitor JZL184 (Selleckchem, 
Munich, Germany), while the other group received the same 
volume of the vehicle PBS/Kolliphor/DMSO (AppliChem, 
Darmstadt, Germany) for 4 weeks. We chose a short treat-
ment period of 4 weeks because we expected an increased 

plaque burden after treatment with JZL184. This proto-
col was established and validated in an earlier trial [12]. 
Approval was granted by the responsible German author-
ity, the North Rhine Westphalian State Agency for Nature, 
Environment and Consumer Protection (reference number 
84–02.04.2014.A419).

After 4 weeks of a high-fat (21% (w/w)) and high-cho-
lesterol (1.25% (w/w)) diet S0279-S011 (Ssniff, Soest, Ger-
many), mice were sacrificed, and the atheosclerotic plaques 
were analyzed by using Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA), CD68 (α-CD68 rat-IgG2a antibody; Acris antibod-
ies GmbH, Herford, Germany), and Ly6G (Ly6G purified 
clone 1A8, BD551459; Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, USA) stainings. Ex vivo, ROS production 
was measured using the L-012 method (Berthhold Tech-
nologies GmbH, Germany), and plasma levels of IL-6 and 
IL-1β were quantified using a ProcartaPlex assay (PPX-02-
MX323DE; Thermo Fisher Scientific, Vienna, Austria). 
In vitro, human monocytes were treated with 2-AG (Tocris 
Bioscience, Bristol, England), and the production of reactive 
oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) 
was studied using a fluorescent assay kit (ab139476; abcam, 
Cambridge, UK). Production of IL-1β (R&D Systems, Min-
neapolis, USA) and MPO (ab195212; abcam, Cambridge, 
UK) was measured by ELISA. Concentrations of MMPs 1 
and 9 were quantified by R-Plex (Meso Scale Diagnostics, 
Rockville, Maryland, USA). Transcription of NOX1, NOX2 
(CYBA, CYBB subunits), NOX4, and NOX5 was quantified 
by qPCR (Thermo Fischer Scientific Inc., Massachusetts, 
USA). Details of the TaqMan probes used in this study are 
listed in Supplementary Table S1.

Data are presented as the mean ± SEM. Data were ana-
lyzed using Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA) 
and GraphPad Prism software (GraphPad Software, San 
Diego, USA). For the comparison of continuous and nor-
mally distributed variables between two groups, an unpaired 
Student’s two-sided t test was applied. For the comparison 
of three or more groups and normally distributed variables, 
a one-way ANOVA and subsequent Bonferroni correction 
were performed. In case of lacking Gaussian distribution, 
Kolmogorov–Smirnov test was applied for the comparison 
of two groups, and Kruskal–Wallis test with subsequent 
Dunn’s multiple comparisons for nonparametric testing was 
performed for three or more groups. p values < 0.05 were 
considered statistically significant.

Results

In vivo, the impact of elevated 2-AG levels on atherogenesis 
was assessed in ApoE-deficient-mice (ApoE−/−) combined 
with a distinct cell-specific knockout of the CB2 receptor on 
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either myeloid (ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl) or endothelial cells 
(ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl). The effects of 2-AG in vitro were 
examined in human monocytes.

Pharmacological Inhibition of MAGL Increases 
2‑AG Levels in Both Myeloid and Endothelial CB2 
Receptor Knockout Models

Two different mouse models with cell-specific 
knockouts of the CB2 receptor in either myeloid 
cells (ApoE−/−LysMcreCB2fl/f l) or endothelial cells 
(ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) were treated with the MAGL inhibi-
tor JZL184 or vehicle for 4 weeks. Cre-negative littermates 
(ApoE−/−LysMwtCB2fl/fl and ApoE−/−Tie2wtCB2fl/fl) served as 
controls. All animals were fed a high-fat and high-choles-
terol diet for the duration of the treatment.

As anticipated, inhibition of MAGL by JZL184 led to a 
significant increase in the plasma levels of 2-AG compared 
to the vehicle-treated control animals:

For mice lacking the myeloid CB2 receptor 
(ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl), the concentrations of 2-AG in 
the plasma were 59.4 ± 7.0 pmol/ml (JZL184 treatment) vs. 
16.9 ± 2.2 pmol/ml (with DMSO; n = 16–17; p < 0.0001). 
This increase was also observed in the wildtype control 
group, where 2-AG yielded 58.0 ± 5.2 pmol/ml (JZL184 
treatment) and 18.5 ± 3.0 pmol/ml (with DMSO; n = 15–16; 
p < 0.0001) (Supplementary Table S2).

Congruent results were seen in mice lacking the endothe-
lial CB2 receptor (ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) as well as in 
their cre-negative littermates (ApoE−/−Tie2wtCB2fl/fl) after 
pharmacological inhibition of MAGL with JZL184. The 
plasma concentrations for the CB2 knockout mice were 
73.1 ± 6.4 pmol/ml (JZL184 treatment) vs. 33.5 ± 2.9 pmol/
ml (with DMSO; n = 13–14; p < 0.0001). The control 
animals displayed an equivalent increase in 2-AG con-
centrations (71.4 ± 5.1  pmol/ml after JZL184 treat-
ment vs. 42.7 ± 3.3  pmol/ml with DMSO; n = 14–17; 
p < 0.0001). Similar effects were seen in the aortic tis-
sue of ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl animals (239.5 ± 36.2 pmol/
ml, JZL184 vs. 61.0 ± 14.1 pmol/ml, DMSO; n = 13–14; 
p = 0.0001), just as was seen in their cre-negative littermates 
(173.2 ± 20.0 pmol/ml, JZL184 vs. 68.9 ± 13.2 pmol/ml, 
DMSO; n = 15–17; p = 0.0002) (Supplementary Table S2).

Meanwhile, the plasma concentrations of arachidonic 
acid, as well as palmitoylethanolamide, were unaffected by 
JZL184 treatment (Supplementary Table S3).

Blood Pressure, Heart Rate, and Body Weight

Several clinical parameters, blood pressure, heart rate, and 
body weight, were acquired for mice of all genotypes and 
treatments. None of them, neither for the myeloid CB2 

knockouts, the endothelial CB2 knockouts, nor the cre-neg-
ative animals, was affected by JZL184 treatment, as detailed 
in Supplementary Table S4.

2‑AG‑Induced Atherogenesis in ApoE‑Deficient Mice 
Is Abrogated in Mice Lacking Myeloid CB2 Receptor 
Expression

The atherosclerotic plaque burden was visualized by Oil 
Red O staining of the aortic root. Oil Red O-positive areas 
were normalized to the size of the vessel wall (Fig. 1a, d). 
ApoE−/−LysMwtCB2fl/fl mice treated with JZL184 showed 
a significant increase in their atherosclerotic plaque bur-
den (39.6 ± 2.1% after JZL184 treatment vs. 32.6 ± 2.4% 
with DMSO; n = 14–15; p < 0.05) (Fig. 1a). This effect 
of JZL184 was blunted in mice lacking the myeloid CB2 
receptor (ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl), with no significant dif-
ference in the atherosclerotic plaque burden between 
JZL184- and DMSO-treated animals (35.0 ± 1.9%, JZL184 
vs. 34.0 ± 2.5%, DMSO; n = 14–16; p = 0.75).

To detect infiltrating macrophages in the aortic vessel 
wall, immunohistochemical staining of CD68 was performed 
(Fig. 1b and in further detail in Supplementary Fig. S1a). 
Macrophage infiltration was significantly elevated in the cre-
negative animals after JZL treatment (JZL184 31.6 ± 1.5% vs 
DMSO 25.6 ± 2.1%; n = 14–15; p < 0.05) but not in their cre-
positive littermates, lacking the myeloid CB2 receptor (JZL184 
29.9 ± 1.2% vs DMSO 27.0 ± 2.1%; n = 14–17; p = 0.27).

For further characterization of the plaques, neutrophils 
within the atherosclerotic vessel wall were detected by 
immunofluorescent staining of Ly6G (Fig. 1c and in further 
detail in Supplementary Fig. S1b). Treatment with JZL184 
showed an increase in neutrophil granulocytes in cre-nega-
tive mice compared to DMSO controls (JZL184 8.2 ± 1.2% 
vs DMSO 4.1 ± 0.7%; n = 12–16; p < 0.01). Again, this effect 
was attenuated in cre-positive mice lacking the myeloid 
CB2 receptor (6.1 ± 0.9%, JZL184 vs. 4.1 ± 0.8%, DMSO; 
n = 13–17; p = 0.11).

Collagen deposition was studied using Picrosirius red 
staining (Supplementary Fig. S1c). Interestingly, treatment 
with JZL184 of mice expressing the myeloid CB2 receptor 
resulted in a significantly increased collagen content within 
the atherosclerotic plaque (DMSO vs. JZL184, 1.10 ± 0.19% 
vs. 2.75 ± 0.51%; p < 0.01; n = 11–12). This effect was abol-
ished in mice lacking the myeloid CB2 receptor (DMSO vs. 
JZL184, 1.55 ± 0.32% vs. 1.41 ± 0.22%; p > 0.99; n = 14).

2‑AG‑Induced Atherogenesis in ApoE‑Deficient Mice 
Was Unaffected in Mice Lacking Endothelial CB2 
Receptor Expression

To evaluate the effects of the cell-specific knockout of the 
CB2 receptor in endothelial cells (ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) on 
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the development of atherosclerotic plaques, Oil Red O stain-
ing of the aortic wall was performed. The treatment of cre-
negative animals (ApoE−/−Tie2wtCB2fl/fl) with JZL184 led to 
a significant increase in the atherosclerotic plaque burden 
(29.5 ± 3.3% after JZL184 treatment vs. 20.7 ± 2.1% with 
DMSO; n = 14; p < 0.05) (Fig. 2a, d). Interestingly, the effect 
of JZL184 was not attenuated in mice lacking the endothelial 
CB2 receptor (ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) compared to DMSO 
controls (37.1 ± 3.1% after JZL184 treatment vs. 20.9 ± 2.6% 
with DMSO; n = 10–12; p < 0.001) (Fig. 2a).

For further characterization of the atherosclerotic plaque 
morphology, a CD68 staining was performed to identify 
monocytes and macrophages (Fig. 2b and in further detail in 
Supplementary Fig. S1d). JZL184 significantly enhanced the 
accumulation of monocytes and macrophages within the ves-
sel wall (JZL184 32.3 ± 2.2% vs. DMSO 24.5 ± 2.4%; n = 13; 
p < 0.05) in cre-negative mice (ApoE−/−Tie2wtCB2fl/fl). This 
effect was mildly impaired in the cre-positive animals 
(ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl) lacking the endothelial CB2 recep-
tor (JZL184 35.3 ± 1.8% vs. DMSO 29.5 ± 2.8%; n = 9–12; 
p = 0.13).

Finally, Ly6G staining was performed to identify neu-
trophils infiltrating the vessel wall (Fig. 2c and detailed in 

Supplementary Fig. S1e). Elevated levels of 2-AG after 
JZL184 injection led to an increased infiltration of neu-
trophils in the cre-negative mice (ApoE−/−Tie2wtCB2fl/fl), 
compared to vehicle-treated mice (JZL184 8.1 ± 1.4% vs 
DMSO 3.9 ± 0.7%; n = 13–14; p < 0.05). In mice lacking 
the endothelial CB2 receptor (ApoE−/−Tie2creCB2fl/fl), this 
effect was less pronounced (JZL184 8.3 ± 1.9% vs DMSO 
4.8 ± 0.8%; n = 10–12; p = 0.095).

Ex Vivo Assessment of Reactive Oxygen Species

In order to gain further mechanistic insights into the effects 
of 2-AG on atherogenesis, the formation of reactive oxy-
gen species (ROS), as a marker of local inflammation, was 
measured in mice with/without elevated 2-AG levels in the 
presence and absence of the CB2 receptor on myeloid cells.

Mice expressing the CB2 receptor (ApoE−/−LysMwtCB2fl/

fl) showed numerically higher ROS levels, when treated 
with JZL184 compared to DMSO-treated controls. How-
ever, this effect did not reach statistical significance (JZL184 
181.7 ± 40.1 RLU/s vs. DMSO 118.7 ± 32.9 RLU/s; 
n = 15–16; p > 0.99) (Fig. 3a). This numerical difference 
was not observed in mice lacking the myeloid CB2 receptor 

Fig. 1   Assessment of atherogenic effects in mice lacking the myeloid 
CB2 receptor and in wildtype animals after treatment with JZL184. 
Staining of aortic valve sections in mice with a myeloid-specific 
knockout of the CB2 receptor and the respective wildtype controls. a, 
d Atherosclerotic plaque volume (Oil Red), b monocyte/macrophage 

(CD68), and c neutrophil (Ly6G) extravasation in mice with and 
without myeloid CB2 receptor expression. Data are presented as the 
mean ± standard error of the mean; n = 12–17; * ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, 
as assessed by Student’s t test. Scale bar, 500 μm. DMSO, dimethyl 
sulfoxide; JZL184, inhibitor of monoacylglycerol lipase
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(ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl, JZL184 117.7 ± 25.7 RLU/s vs. 
DMSO 93.9 ± 32.0 RLU/s; n = 15–16; p > 0.99) (Fig. 3a).

2‑AG Increases ROS and RNS Production In Vitro

These differences in ROS production in vivo prompted us to 
examine the influence of 2-AG on ROS and RNS production 
in vitro. Therefore, we stimulated THP-1 cells with increas-
ing concentrations of 2-AG and measured the ROS/RNS as 
well as superoxide production. Further, we aimed to deter-
mine the effect of CB2 on ROS/RNS production by the co-
stimulation of THP-1 cells with 2-AG in combination with 
AM630, which is an inverse agonist for the CB2 receptor.

Stimulation of THP-1 cells with 2-AG [10 µM] caused 
a slight, yet significant, dose-dependent increase in super-
oxide (Fig. 3b) and ROS/RNS production (2-AG [10 µM], 
1.09 ± 0.019, n = 17, p < 0.01; 2-AG [5 µM], 1.025 ± 0.010, 
n = 17, p < 0.05) (Fig. 3c).

Co-stimulation with AM630 did not attenuate the effect 
within 48 h of observation, and no significant differences in 
ROS/RNS production between 2-AG [10 µM] with or with-
out AM630 could be measured (2-AG [10 µM], 4.43 ± 1.05 

vs. 2-AG [10 µM] + AM630, 4.20 ± 1.03; n = 13; p > 0.99) 
(Fig. 3d).

Neither the Release of MPO Nor the Transcription 
of NADPH Oxidase Seems To Be Responsible 
for the Increase of ROS and RNS

To further investigate the pathological mechanism behind 
the 2-AG dependent elevation of ROS/RNS and superoxide, 
we took a closer look at the generation of these species. 
Molecular oxygen is converted to superoxide by the NADPH 
oxidase 2 (NOX-2) or through its subunits cytochrome b-245 
light chain (CYPA) and cytochrome b-245 heavy chain 
(CYBB). After the conversion of superoxide to hydrogen 
peroxide, it is converted to ROS by myeloperoxidase (MPO). 
Therefore, we measured CYBA, CYBB, and MPO concen-
tration in the supernatants of THP-1 cells after stimulation 
with 2-AG.

Stimulation of THP-1 with 2-AG [1 µM] for 1 h did not 
change the expression of CYBA (2-AG [1 µM] 1.06 ± 0.49, 
n ≥ 3; p = 0.90) (Fig. 3e). Similarly, stimulation with 2-AG 
[1 µM] did not affect the expression of CYBB (0.98 ± 0.53 
after 2-AG [1 µM], n ≥ 3; p = 0.97) (Fig. 3f).

Fig. 2   Assessment of atherogenic effects in mice lacking the endothe-
lial CB2 receptor and in wildtype animals after treatment with 
JZL184. Staining of aortic valve sections in mice with an endothelial-
specific knockout of the CB2 receptor and the respective wildtype 
controls. a, d Atherosclerotic plaque volume (Oil Red), b monocyte/
macrophage (CD68), and c neutrophil (Ly6G) extravasation in mice 

with and without the endothelial CB2 receptor expression. Data 
are presented as the mean ± standard error of the mean; n = 9–14; 
* ≤ 0.05, *** p ≤ 0.001, as assessed by Student’s t test. Scale bar,
500 μm. DMSO, dimethyl sulfoxide; JZL184, inhibitor of monoacyl-
glycerol lipase
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Additionally, MPO in cell supernatants of THP-1 cells 
was measured 48 h after stimulation with 2-AG [1 µM], 
2-AG [10 µM], 2-AG [10 µM] + AM630 [5 µM], or medium. 
No difference compared to medium control was detected 
after stimulation with 2-AG (2-AG [1 µM]. 0.96 ± 0.06, 
n = 5, p > 0.99; 2-AG [10 µM], 0.87 ± 0.09, n = 5; p = 0.74) 
(Fig. 3g). Yet, co-stimulation with AM630 attenuated the 
basal MPO production (2-AG [10 µM] + AM630 [5 µM], 
0.57 ± 0.02, n = 3, p < 0.05 (Fig. 3g).

Stimulation with 2‑AG Increases the Concentration 
of IL‑1β In Vitro

The IL-1β/IL-6 axis is an important signaling pathway for 
human and murine atherosclerosis. Earlier studies have 
shown a link between IL-1β and the ECS for inflamma-
tory diseases other than atherosclerosis as well as neu-
rological diseases [18, 34]. This prompted us to examine 
whether the IL-1β/IL-6 pathway is involved in mediating 
endocannabinoid-associated effects in the presented cel-
lular and murine models: IL-1β was measured in superna-
tants from PBMC after co-stimulation with 2-AG and LPS 
in various concentrations. We observed a dose-dependent 
increase in IL-1β release upon stimulation with 2-AG and 
LPS (2-AG [10 µM], 1864 ± 168.2 pg/ml, n = 12, p < 0.01; 
2-AG [1 µM], 1383 ± 58.9 pg/ml, n = 12, p < 0.05; DMSO, 
1329 ± 101.5 pg/ml) (Fig. 4a).

Levels of Circulating IL‑6 Are Not Altered in Mice 
Lacking the Myeloid CB2 Receptor After Treatment 
with JZL184

Given this increase in IL-1β upon stimulation with 
2-AG in  vitro, we measured the levels of IL-1β and
IL-6 in murine plasma samples. However, no differ-
ences in IL-6 were detected between the treatment
groups (ApoE−/−LysMcreCB2fl/fl, JZL184 14.3 ± 3.4  pg/
ml vs. DMSO 20.1 ± 6.4  pg/ml, n = 4–6, p = 0.41; 
ApoE−/−LysMwtCB2fl/fl, JZL184 17.0 ± 3.6 pg/ml vs. DMSO
25.1 ± 6.1 pg/ml, n = 8–12, p = 0.33) (Fig. 4b). The concen-
tration of IL-1β remained below the lowest detection range
in all animals.

Release of MMP‑1 and MMP‑9 from Monocytes Is 
Enhanced After Stimulation with 2‑AG

After stimulation with 2-AG [1 µM], the release of matrix 
metalloproteinase (MMP)-1 from monocytes into the super-
natant significantly increased compared to DMSO control 
(2-AG, 1.30 ± 0.133-fold; n = 7; p < 0.01) (Fig. 4c). Addi-
tionally, the concentration of MMP-9 in the supernatant was 
enhanced compared to DMSO control. This effect was statis-
tically significant, but the relative change appears to be neg-
ligible (2-AG, 1.04 ± 0.02-fold; n = 10; p < 0.01) (Fig. 4d).

Fig. 3   ROS production and quantification of the transcription of the 
key regulating enzymes CYBA, CYBB, and MPO by 2-AG in THP-1 
cells. a L-012 chemiluminescence of aortic tissue. b Superoxide and 
c, d ROS and RNS production by THP-1 cells, e, f NADPH oxidase 
2 (CYBA, CYBB) transcription, and g MPO in cell supernatants 
after stimulation with 2-AG. Data are presented as the mean ± stand-
ard error of the mean; n ≥ 3; * ≤ 0.05, *** p ≤ 0.001, assessed by 

ANOVA and Bonferroni correction or Kruskal–Wallis test with sub-
sequent Dunn’s multiple comparison for nonparametric testing. 2-AG, 
2-arachidonoylglycerol; AM630, selective inhibitor of CB2; CYBA,
cytochrome b-245 alpha polypeptide/cytochrome b-245 light chain;
CYBB, cytochrome b-245 heavy chain; DMSO, dimethyl sulfoxide;
JZL184, inhibitor of monoacylglycerol lipase; MPO, myeloperoxi-
dase; RNS, reactive nitrogen species; ROS, reactive oxygen species
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Discussion

The present study aimed to elucidate the influence of 2-AG 
and its receptor CB2 on atherogenesis. In the early stages of 
atherosclerosis, an atherogenic environment leads to activa-
tion of endothelial cells and increases leukocyte adhesion, 
while later on, monocytes are guided into the intima by 
chemokines and sustain continuous inflammation [20]. In 
the present study, we demonstrated that elevated concentra-
tions of the endocannabinoid 2-AG promote atherogenesis in 
ApoE-deficient mice, accompanied by a significant increase 
in macrophages and neutrophils infiltrating the vessel wall. 
In the applied in vivo model, the effect of 2-AG was miti-
gated in animals lacking the myeloid CB2 receptor. In those 
mice, the plaque burden decreased, as did the number of 
infiltrating immune cells. These findings corroborate previ-
ous data by our own group and by others, where 2-AG was 
also reported to expedite atherogenesis, whereas inhibition 
of the CB2 receptor abolished this effect [12].

In our present study, pharmacological inhibition of 
MAGL also resulted in a higher collagen content in murine 

atherosclerotic plaques. Myeloid-specific depletion of the 
CB2 receptor abolished this effect. These data agree with 
previous findings by Vujic et al., where a constitutional 
knockout of MAGL in ApoE−/− mice (with subsequently 
elevated 2-AG plasma levels) led to an increased collagen 
content in atherosclerotic plaques [40].

However, an increased collagen content in atheroscle-
rotic plaques must not be mistaken as a surrogate for an 
increased plaque stability in rodent models. There are 
counteracting roles of MMPs, either beneficial by mediat-
ing intimal thickening or harmful by thinning the extracel-
lular matrix. Besides, there are several differences in the 
expression patterns and the pathophysiological role between 
humans and mice. For example, while MMP-1 is abundantly 
expressed in human endothelial cells and monocytes and 
contributes to plaque instability, MMP-1 expression in 
mice is sparse. However, in one study, artificial expression 
of human MMP-1 in ApoE−/− mice resulted in smaller ath-
erosclerotic plaques [19, 25]. These data are supported by 
the present study, where MMP-1 release from human mono-
cytes increased upon stimulation with 2-AG, whereas 2-AG 

Fig. 4   Quantification of 2-AG-induced production of IL-1β in  vitro 
and IL-6 in  vivo. a IL-1β production by THP-1 cells after co-stim-
ulation with LPS and 2-AG. b IL-6 plasma concentration in mice 
with and without the myeloid CB2 receptor after receiving JZL184 
or DMSO treatment. c Release of MMP-1 into the supernatants of 
human monocytes after stimulation with 2-AG. d Release of MMP-9 
into the supernatants of human monocytes after stimulation with 

2-AG. Data are presented as the mean ± standard error of the mean. 
n = 4–12; * ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01 compared to DMSO; + p ≤ 0.05 com-
pared to 2-AG [1 µM], assessed by ANOVA and Bonferroni correc-
tion or Kolmogorov–Smirnov test for nonparametric testing; DMSO, 
dimethyl sulfoxide, IL, interleukin; JZL184, inhibitor of monoacylg-
lycerol lipase; LPS, lipopolysaccharide; MMP, matrix metalloprotein-
ase; THP-1, human monocytic cell line
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enhanced collagen deposition in WT mice. Therefore, the 
question whether a higher collagen content translates into 
increased plaque stability will have to be assessed in future 
experiments using the appropriate animal models or virtual 
histology studies in humans.

Interestingly, CB2 receptor deficiency in endothelial cells 
did not provide any benefit towards the plaque burden dur-
ing the pharmacological elevation of 2-AG, although levels 
of infiltrating monocytes and neutrophils were found to be 
decreased. Thus, myeloid, and not endothelial, expression 
of the CB2 receptor appears to promote atherogenesis in the 
context of elevated 2-AG levels.

In an earlier study, we demonstrated that 2-AG pro-
motes endothelial dysfunction and leukocyte recruit-
ment [8]. 2-AG might contribute to atherosclerosis via 
endothelial cell activation, but in our present study, 
endothelial CB2 receptor activation does not appear to 
modulate the atherosclerotic plaque burden. One pos-
sible explanation might be that the endothelial damage 
in the present ApoE knockout mouse model is already 
so pronounced and that endothelial CB2 activation has 
little or no further impact on endothelial dysfunction. 
Meanwhile, CB2 receptor activation appears to be a fun-
damental mechanism in the activation of myeloid cells in 
the context of atherogenesis. This might explain why the 
knockout of endothelial CB2 receptor expression does 
not change the overall atherosclerotic plaque burden, 
while the knockout of myeloid CB2 receptor expression 
does so.

Treatment with JZL184 increased the amount of 
neutrophils within atherosclerotic plaques compared 
to DMSO control, even though this effect was not sta-
tistically significant in mice lacking the endothelial or 
myeloid CB2 receptor. While past studies on CB recep-
tor expression on neutrophils were inconclusive, there 
is growing consensus that neutrophils do not express 
CB1 and CB2 receptors [4, 37]. However, murine CB2 
receptor depletion increased neutrophil recruitment in 
a murine model of endotoxemia, probably mediated by 
expanded MMP-9 secretion [15]. Another study dem-
onstrated that 2-AG activates human neutrophils, which 
promotes the transmigration of additional neutrophils 
independent of the CB receptors [4]. Altogether, the 
observed accumulation of neutrophils might be a CB 
receptor-independent effect.

The CB1 and the CB2 receptors are both subject to 
autoinduction by their respective ligands [1, 11]. In line 
with these data, we demonstrated in an earlier study that a 
decrease in 2-AG results in reduced CB2 receptor expression 
in vascular tissue of ApoE−/− mice. However, CB1 receptor 
expression in vascular tissue was marginal in this trial and 
not dependent on 2-AG levels [11]. On the contrary, another 

study demonstrated that the CB2 activity upregulates CB1 
receptor expression in Jurkat cells [1]. Altogether, evidence 
about the interplay between CB1 and CB2 receptors in the 
context of elevated endogenous ligands is scarce [1]. Fur-
ther research is needed, taking into account the cell-specific 
expression patterns of the respective receptors.

We and others have reported 2-AG to induce macrophage 
migration in vitro in a CB2-dependent fashion, which might 
explain the in vivo effects from our current study [12, 17]. 
Moreover, the present study introduces two possible triggers 
for the atherogenic effect of 2-AG that are independent of 
the CB2 receptor: the production of ROS and the secretion 
of IL-1β.

It is well-known that ROS production is associated with 
endothelial dysfunction and inflammation and plays a crucial 
part in atherogenesis [16, 36]. In addition, several studies 
provide evidence that the ECS is involved in the modula-
tion of ROS/RNS production [21]. Therefore, we decided 
to quantify ROS production in murine aortic tissue and in 
cultured human monocytes. While 2-AG promoted ROS 
production in vitro, this effect was less pronounced in vivo. 
In vitro, the inverse CB2 receptor agonist AM630 attenu-
ates basal MPO production, while 2-AG stimulation had no 
effect.

Several studies have underlined the importance of the 
IL-1β/IL-6 axis in atherosclerotic disease. For example, the 
CANTOS trial showed beneficial effects of targeting IL-1β 
[33]. For IL-6, a distinct homeostasis appears to be neces-
sary to prevent atherogenesis: high levels of IL-6 are clearly 
connected to atherosclerosis, but on the other hand, athero-
sclerosis is enhanced in IL-6-deficient mice [6, 36]. The 
endocannabinoid system influences the expression of IL-6 
in several ways. While Chang et al. postulated that 2-AG 
hampers the expression of IL-6, Saroz et al. showed that 
activation of the CB2 receptor increases the induction of 
IL-6 [2, 35]. We measured the levels of IL-6 in mice treated 
with JZL184. Interestingly, we could not detect any effect 
on IL-6 levels in JZL184-treated animals.

Meanwhile, our in vitro data suggest that 2-AG activates 
the NLRP3 inflammasome in a dose-dependent and CB 
receptor-independent fashion, leading to the liberation of 
proinflammatory IL-1β. While this is, to our knowledge, the 
first report to link 2-AG to NLRP3 activation, one previous 
study has demonstrated that the endocannabinoid N-arachi-
donoylethanolamine (AEA) promotes the excretion of IL-1β 
in a diabetic mouse model [13].

We subsequently measured IL-1β in plasma samples of 
atherosclerotic mice, but IL-1β levels remained consistently 
below the assay’s lower limit of detection. Therefore, the 
activation of the IL-1β/IL-6 axis by 2-AG is an interesting 
novel finding in vitro, but it remains unlikely to be a driver 
of atherosclerosis in our mouse model.
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The current study underlines the importance of the 
endocannabinoid system to the pathophysiology of ather-
osclerosis in a murine model. Several studies by our lab 
and by others have also highlighted the importance of the 
endocannabinoid system to human cardiovascular disease 
[10, 23, 29, 30, 38]. However, the endocannabinoid sys-
tem is difficult to use as a drug target, given its ubiquitous 
expression and its cell- and tissue-specific effects in various 
pathologies. Thus, cell-specific analyses of ECS effects are 
warranted to pave the way for the development of targeted 
therapies. Our present study may represent the first step in 
this quest.

Study Limitations

In the present study, we examined cellular and molecular 
effects that are crucial for the development of atheroscle-
rosis. All data were generated in vivo in mice and in vitro 
in human models. Although those models are established 
and well-studied, the mechanisms may still vary in humans.

Conclusions

Taken together, data from the present study demonstrate 
that 2-AG promotes atherogenesis, whereas the absence 
of the myeloid CB2 receptor attenuates this effect. On the 
other hand, the endothelial CB2 receptor appears not to be 
involved in this mechanism. Three potential atherogenic 
effects of 2-AG were substantiated by our in vitro experi-
ments: the increase in macrophage migration, the production 
of ROS, and the activation of the NLRP3 inflammasome. 
Meanwhile, the pathophysiological relevance of these effects 
in human atherosclerosis remains to be elucidated.
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