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1. Einleitung

Die biologische Rolle des Endocannabinoid-Systems (ECS) des Kdrpers wurde
durch eine Vielzahl an Studien untersucht. Es besteht aus neuromodulatorischen
Lipiden und deren Rezeptoren. In Zellen reguliert das ECS verschiedene neuro-
nale, kardiovaskulare und immunologische Funktionen. Ein wichtiges For-
schungsgebiet besteht darin, herauszufinden, wie die regulatorischen Funktionen
im menschlichen Kérper pharmakologisch genutzt werden kénnen (Khan et al.,
2016).

In den Neurowissenschaften ist das ECS daher Gegenstand intensiver Forschun-
gen im Hinblick auf den klinischen Nutzen von Cannabinoidderivaten, wie zum
Beispiel das Delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC) und das Cannabidiol (CBD).
Klinische Studien zeigen bei therapeutischer Anwendung von Cannabinoidderi-
vaten bemerkenswerte spasmolytische Effekte bei Patienten mit Multipler Skle-
rose (Baker et al., 2000, Consroe et al., 1997). Des Weiteren ermoglichen sie
Linderung neuropathischer Schmerzen von Patienten, bei denen Opiate oder an-
dere Medikamente keine Wirkung mehr zeigen (Mao et al., 2000), (Berrocoso et
al., 2017).

Es ist bekannt, dass Cannabinoide nicht nur Auswirkungen auf das zentrale Ner-
vensystem haben, sondern weitere Organsysteme beeinflussen. Zu nennen sind
anti-inflammatorische Effekte (Zurier et al., 1998), protektive Effekte bei Graft-
versus-Host Reaktionen und anti-autoimmune Wirkungen im kardiovaskularen
System (Lee et al., 2016).

Dartber hinaus lasst sich durch die Interaktion mit Signalwegen der Apoptose
(Hermanson and Marnett, 2011), der Angiogenese (Ramer and Hinz, 2015), der
Metastasierung (Murase et al., 2014) und der anti-Tumor Immunitdt (Hohmann
et al., 2017) die These aufstellen, dass Cannabinoide ein therapeutisches Poten-
tial in der Krebsbehandlung aufweisen konnten (Chakravarti et al., 2014, Munson
et al., 1975). Sein anti-Tumor Potential und seine regulatorische Funktion im Zu-
sammenhang mit Krankheiten flihrten zu weiteren Untersuchungen des ECS. So
zeigten Erkenntnisse, dass Cannabinoide schmerzlindernde Eigenschaften

(Burstein et al., 1998) und ein antiemetisches Potential (Sallan et al., 1975) in der



Krebstherapie besitzen. Ebenso wurde gezeigt, dass sie eine antineoplastische
Wirksamkeit in soliden und hamatologischen Tumormodellen aufweisen. Da be-
reits 1975 anti-Tumor Eigenschaften von Cannabisbestandteilen beschrieben
wurden (Munson et al., 1975), entstand die Idee, bei Krebserkrankungen mit Can-
nabisderivaten gezielt das ECS anzusteuern. Diese Méglichkeit hat neuerdings
fur einen Anstieg des Interesses an Cannabinoiden gesorgt (Pisanti et al., 2013).
Am besten erforscht ist die Wirkung von Cannabinoiden auf das humane
Glioblastom, weshalb sich hier weitere Behandlungsansatze und Behandlungs-
maoglichkeiten ertéffnen (Marcu et al., 2010, Torres et al., 2011, Galve-Roperh et
al., 2000). 2014 erhielt CBD den ,Orphan drug“- Status durch die U.S. Food and
Drug Administration (FDA) zur Behandlung vom humanen Glioblastom (U.S.
Food and Drug Administration, 2018, Masangkay, 2014).

Aufgrund des guten Sicherheitsprofils und der geringen Toxizitat sind Cannabi-
noide von groRem Interesse flr die klinische Therapie, vor allem im Kontext von
extensiv vortherapierten, therapierefraktéaren, alteren und komorbiden Patienten.
Dennoch wird der klinische Einsatz der Substanzen noch immer heftig diskutiert
und die Forschung in vielen Landern durch RestriktionsmafRnahmen behindert
(Pertwee, 2012, Kampa-Schittenhelm et al., 2016).

1.1. Cannabinoide und deren Rezeptoren

Cannabinoide kdnnen in drei verschiedene Gruppen unterteilt werden: zum einen
in die pflanzlichen Cannabinoide wie z.B. THC und CBD, zum anderen in die
endogenen Cannabinoide im menschlichen Kérper wie Anandamid (N-Arach-
idonoyl-ethanolamine, AEA) (Devane et al., 1988) und 2-Arachidonoylglycerol (2-
AG) (Mechoulam et al., 1995) sowie in synthetisch hergestellte Cannabinoide
(z.B. WIN-55, 212-2) (Showalter et al., 1996), (V. Auwarter, 2012).



1.1.1. Cannabinoid Rezeptoren

Der Mensch besitzt zwei Cannabinoidrezeptoren, den CB1- und CB2-Rezeptor.
Der CB1-Rezeptor wird physiologisch vermehrt im Gehirn exprimiert (Matsuda et
al., 1990), wohingegen der CB2-Rezeptor vor allem im Immunsystem (in B- und
T-Zellen, in Makrophagen, in der Milz und in Lymphknoten) (Munro et al., 1993,
Guzmén, 2003, Howlett et al., 2002), dem Gehirn (Galve-Roperh et al., 2000),
dem Gehirnendothel (Golech et al., 2004), den Knochen (Ofek et al., 2006) und

der Haut (Casanova et al., 2003) zu finden ist.

Cannabinoide wirken Uber die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Cannabi-
noid-(CB) Rezeptoren (Devane et al., 1988), an welche normalerweise endogene
Liganden, die Endocannabinoide, binden und eine Rolle in der Neuromodulation
spielen (Di Marzo et al., 1998).

Eine erhdhte neuronale Aktivitat und die Bindung von Neurotransmitter an Re-
zeptoren der postsynaptischen Neurone sowie der Anstieg des freien zytosoli-
schen Calciums aktivieren die postsynaptische Synthese und Freisetzung von
Endocannabinoiden. Sie agieren als retrograde Botenstoffe, indem sie an den
prasynaptischen CB1-Rezeptor binden, welcher den Calciumeinstrom in die Zelle
inhibiert und daher zu einer Blockade der Neurotransmitterfreisetzung fuhrt
(Abb. 1). Dies erlaubt die Modifizierung der biologischen Schlisselprozesse wie
Gedachtnis, Bewegung, Appetit und Schmerz (Velasco et al., 2012, Guzman,
2003).

Obwohl sowohl CB1- als auch CB2-Rezetoren G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren sind, ist bekannt, dass sich die intrazellulare Signaltransduktion teils signifi-
kant unterscheiden kann (Felder et al.,, 1995) — wobei hier die exakten
Mechanismen noch unklar sind (Atwood and Mackie, 2010, (Howlett et al., 2002),
Ibsen et al., 2017).



Presynaptic Abb. 1: Wirkmechanismus von Endocannabi-
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Interessanterweise wurde entdeckt, dass sowohl CB1- als auch CB2-Rezeptoren
haufig in malignen Tumoren Uberexprimiert werden, ungeachtet dessen, dass
CB-Rezeptoren physiologisch ein gewebespezifisches Verteilungsmuster und
eine definierte Rezeptordichte im Gewebe aufweisen (Velasco et al., 2016).
Subkohorten von akuten Leukéamien exprimieren CB1- und CB2-Rezeptoren in
hoher Dichte (Powles et al., 2005). An frisch isolierten Patientenproben und an
Zelllinien akuter lymphatischer und myeloischer Leukdmien konnte gezeigt wer-
den, dass ein hohes Vorkommen von CB1- und CB2-Rezeptoren eine Grundvo-
raussetzung fir eine potente proapoptotische Antwort bei Behandlung mit THC
darstellt. Demgegenuber zeigte sich ein schlechteres Ansprechen auf eine THC-
Behandlung bei mononukledren Zellen gesunder Spender und mononukleéren
Patientenzellen mit niedrigem CB1- und CB2-Vorkommen. Unter Vorbehandlung
mit selektiven Antagonisten und inversen Agonisten fir die Rezeptoren konnte
eine rezeptorabhangige Apoptoseinduktion in den CB1- und CB2-Rezeptor ex-
primierenden Zelllinien bewiesen werden (Kampa-Schittenhelm et al., 2016).
Wahrend THC eine hohe Affinitat zu beiden Rezeptoren aufweist, wird angenom-
men, dass der Effekt von CBD vor allem tber CB2-Rezeptoren und andere, noch
nicht entdeckte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erzielt wird (Ramer and Hinz,
2016). Bekannt ist, dass CBD nicht Uber CB1-Rezeptoren reagiert. Dies ware fir
die klinische Nutzung von CBD sinnvoll, um Patienten vor psychoaktiven Neben-
wirkungen zu schitzen (Pacher et al., 2006).
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1.1.2. Pflanzliche Cannabinoide: Phytocannabinoide

Heutzutage sind mehr als 100 natirliche Cannabinoidderivate bekannt. Die Blat-
ter der Hanfpflanze Cannabis sativa L. enthalten mindestens 70 Cannabinoide,

welche aus Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Sauerstoffatomen bestehen (Abb. 2)
(Yamaori et al., 2011).

AS-THC CBD

Abb. 2: Strukturformeln von THC und CBD. (Yamaori et al., 2011)

Die Hauptbestandteile der Hanfpflanze, welche im Fokus intensiver Forschungen
stehen, sind THC und CBD. THC ist eine der wichtigsten Komponenten der Hanf-
pflanze wegen des reichlichen Vorkommens und der hohen psychoaktiven Wirk-
samkeit (Gaoni and Mechoulam, 1964). CBD hingegen ist ein nicht-
psychoaktives Cannabinoidderivat (Appendino et al., 2011, Mechoulam and
Hanus, 2002). Verschiedene cannabisenthaltende Medizinprodukte sind fiir den
medizinischen Gebrauch zugelassen, wie in den USA z.B. Marinol® (Dronabinol,
THC) oder Cesamet®/ Canemes® (Nabilon, vollsynthetisches THC). Eingesetzt
werden beide Produkte gegen Kachexie bei AIDS Patienten (Beal et al., 1995)
sowie bei Patienten, die wahrend der Chemotherapie an Ubelkeit und Erbrechen
leiden (Pertwee, 2009). Ein weiteres Produkt ist das in Deutschland zugelassene
Sativex® (Nabiximols, THC/CBD im Verhaltnis 1:1), welches als Spasmolytikum
bei Patienten mit Multipler Sklerose verwendet wird (Vaney et al., 2004).

Da THC und CBD als Hauptkomponenten der Hanfpflanze Cannabis sativa L. in
klinischen Teilbereichen zugelassen und medizinisch am meisten erforscht sind,
wurden sie in dieser Arbeit fir Versuche verwendet und deren Wirkungsweise
untersucht. Zur Vereinfachung werden im Weiteren die in dieser Arbeit verwen-

deten Cannabinoide THC und CBD (siehe 2.2) schlicht Cannabinoide genannt.
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1.2. Zellulare Signalwege

Fir die zellulare Proliferation und Viabilitat sind zwei CB-Rezeptor-abhangige
Signalwege von besonderem Interesse: Der PI3K/AKT- und der MAPK/ERK-

Signalweg.

1.2.1. Der PI3K/AKT-Signalweg

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase/AKT (PISK/AKT)-Signalweg ist bei einigen
Krebsarten verandert oder Gberaktiviert. Er reguliert eine Vielzahl zellularer Pro-
zesse, wie zum Beispiel das Wachstum, das Uberleben, die Proliferation und den
Metabolismus der Zelle sowie die Angiogenese und Metastasierung (Marte and
Downward, 1997), (Ersahin et al., 2015, Manning and Cantley, 2007). AKT ist ein
nachgeschalteter Effektor von PI3K (Burgering and Coffer, 1995) und wird durch
Cannabinoide beeinflusst (Sdnchez et al., 2003). Die Serin/Threonin-Kinase AKT
wird auch Proteinkinase B (PKB) genannt und gilt als Protoonkogen (Staal and
Hartley, 1988). Durch Phosphorylierung wird AKT vollstandig aktiviert. Dafur be-
sitzt es zwei Residuen: Threonin (Thr308) und Serin (Ser473) (Alessi et al.,
1996).

Durch Regulationsstérungen des PI3K/AKT-Signalwegs koénnen Krankheiten
entstehen (Brugge et al., 2007). Durch die Phosphorylierung und Aktivierung
kann AKT viele andere Proteine phosphorylieren und zellulare Prozesse regulie-
ren (Liu et al., 2009). Daher ist der PI3K/AKT-Signalweg ein wichtiges therapeu-
tisches Ziel fur die Behandlung von Krebs, Diabetes (Chen and Raymond, 2008),
neurologischen Krankheiten (Chong et al., 2012) und Herzkreislauferkrankungen
(Aoyagi and Matsui, 2011).



1.2.2. Der MAPK/ERK-Signalweg

Anandamid und THC Dbeeinflussen den Mitogen-Activated Protein
Kinase/Extracellular  Signal-Regulated Kinase  (MAPK/ERK)-Signalweg
(Wartmann et al., 1995). Der MAPK/ERK-Signalweg ist assoziiert mit Prozessen
der Zellproliferation, Differenzierung, Migration, Seneszenz und Apoptose (Sun
et al., 2015). MAPK sind Serin/Threonin-Kinasen. Der MAPK/ERK-Signalweg
wird von Integrinen, Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und lonenkanalen (z.B. Calciumi-
onenkanal) aktiviert, die durch extra- und intrazellulare Faktoren wie Hormone,
zellulare Stressfaktoren, Zytokine und Wachstumsfaktoren stimuliert werden
(Kim and Choi, 2010). Durch den Signalweg werden unter anderem die zellulare
Transkription, Zelladh&sion und zytoplasmatische Verankerung beeinflusst
(Mendoza et al., 2011).

Anderungen im MAPK/ERK-Signalweg werden mit der Entwicklung von Krank-
heiten in Verbindung gebracht. Diese umfassen unter anderem Morbus Alzhei-
mer, Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) (Kim and Choi, 2010)

und menschliche Tumore (Anjum and Blenis, 2008).



1.3. Themafindung

Beobachtungen in der Klink legten nahe, dass Cannabinoide einen positiven Ef-
fekt auf den Verlauf akuter Leukéamien haben. Dies fuihrte dazu, dass das Poten-
tial von Cannabinoiden in der Behandlung von akuten Leukamien untersucht
wurde. Die Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass THC ein antiprolife-
ratives und proapoptotisches Potential in ex vivo und in vitro Leuk&miemodellen
besitzt (Kampa-Schittenhelm et al., 2016).

Allerdings ist die klinisch relevante Konzentration hoch und THC besitzt einen
starken psychoaktiven Effekt (Gaoni and Mechoulam, 1964). Dies schréankt den

klinischen Einsatz von THC ein.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die antileukamische Wirkung vom nicht-
psychoaktiven Cannabisderivat CBD im Hinblick auf dessen proapoptotische Ka-
pazitat (McKallip et al., 2006), (Gallily et al., 2003), (Massi et al., 2006) und Wir-
kungsmechanismus im Vergleich zu THC zu untersuchen. Dies wurde mit in vitro
Modellen untersucht, sowohl an AML- und ALL-Leuk&miezelllinien als auch an

Priméarzellen akuter Leukamien.

Des Weiteren wurde THC mit CBD im Verhéltnis 1:1 kombiniert, um den mdogli-
chen Einsatz vom etablierten Therapeutikum Sativex mit einem THC/CBD Ver-
haltnis von 1:1 fur den potenziellen Einsatz in akuten Leukdmien zu untersuchen.
Die Versuche sollten zeigen, ob durch Zugabe von CBD zu THC die Dosis des
psychoaktiven THCs reduziert werden kénnte, bei Erhalt oder sogar Steigerung

des proapoptotischen Effekts.



1.4. Ethische Grundlagen, Datenschutz und S2 Berechtigung

Patientenproben werden im Rahmen der Routinediagnostik und mit dem Einver-
standnis der Patienten nach deren schriftlicher Aufklarung gewonnen (genehmigt
durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Tubingen, Projektnummer
405/2006B02). Dasselbe qilt fiir die Probengewinnung von gesundem Spender-
material. Das Labor ist fir diese Arbeiten ausgewiesen.



2. Material

2.1. Verbrauchsmaterial

Well-Platten (Corning® CellBIND® 6-/ 12-well plates) Corning
Elektrophoresegel (Criterion™ XT Precast Gel 10%-Bis-Tris) Bio-Rad
Eppendorf Tubes® Eppendorf
FACS-Rohrchen (BD Falcon™ Round-Bottom Tubes) BD Falcon
Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml; BD Falcon™ Conical Tubes) BD Falcon
Filterpapier (Criterion Blotter Filter paper, 9,5 x 15,2 cm) Bio-Rad
Handschuhe (unsteril) Kimberly-Clark
Kryorohrchen (CryoTube™ Vials) Thermo Fisher
Nitrozellulose Membran (Amersham Protran 0.2 NC) GE Healthcare
Pipettenspitzen (10 ul,100 ul, 1000 ul) Eppendorf
Zellkulturflaschen BD Falcon

2.2. Substanzen

Mit Erlaubnis der Bundesopiumstelle des Bundesinstituts fur Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) wurde Dronabinol (A9-Tetrahydrocannabinol, THC),
geldst in Methanol (Img/ml), von der THC Pharm (Frankfurt/ Main, Deutschland)
bezogen (BtM Nummer 4582772).

Die CBD L6sung wurde bei Sigma-Aldrich erworben und als zertifiziertes analy-
tisches Standardreagenz verwendet.
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2.3. Laborgerate

Absaugsystem mit integrierter Vakuumpumpe

CO2-Brutschrank (HeraCell 240i CO2)

Elektrophoresekammer (Criterion™ Cell)

FACS Calibur

Heizblock (neoBlock Heizer Mono 1)

LI-COR Odyssey® Fluorescence Optical System

Microplate Reader Magellan Sunrise

Mikroskop (Wilovert S)

Pipetten (verstellbar 10 ul,100 ul,200 ul,1000 ul)

Pipetten (5 ml,10 ml,25 ml,50 ml)
Pipetting Controller (Pipetboy/-girl)
Reinstwassersystem GenPur (TKA)
Schutteltisch

Sicherheitswerkbank (HERAsafe)
Spannungsgerat (PowerPac™)
Transferkammer (Criterion™ Blotter)
Wasserbad

Vortex-Mixer (Genie 2)

Zentrifuge Varifuge 3.0 RS
Zentrifuge 5415 R

11

Integra
Thermo Fisher
Bio-Rad
Becton Dickinson
neoLab Migge
LI-COR®
Tecan

Helmut Hund
Eppendorf

BD Falcon
Integra
Thermo Fisher
GFL

Heraeus
Bio-Rad
Bio-Rad

Koéttermann

Scientific Industries

Heraeus

Eppendorf



2.4. Chemikalien

Albumin Fraktion V, proteasefrei

Annexin V (Fluoresceinisothiocyanat FITC)
Aprotinin

Biocoll

B-Glycerophosphat (50 mM)
Calcium-Chlorid (CaCl2)

Calcium Chloride Reagent

CBD

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Dulbecco's MEM (DMEM)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Fetales Kalberserum (fetal bovine serum FBS)
(Cat: FBS-11A, Lot: CP14-1094)

Fetales Kalberserum (fetal bovine serum FBS)
(CH 3016003, CNK 0055)

Glycin (24.10.2013)

Leupeptin

MEM Non-Essential Amino Acids Solution
Methanol (AnalaR NORMAPUR® ACS)
Natrium-Fluorid (0,5 M) (1,05 g + 50 ml H20)
Natrium-Orthovanadat (1,84 g + 50 ml H20)
Natrium-Pyruvat

Nicht-essenzielle Aminosauren (NEAA)
PageRuler™ + Prestained Protein Ladder
PBS pH 7,4 (10x)

Pefabloc® SC

Penicillin/Streptomycin (10000 ug/ml)
Pepstatin

Phenazin Methosulfat (ECR)

Phosphatase Inhibitor Cocktail Il
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Carl Roth

Becton Dickinson
Roche

Biochrom/ Millipore
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Finnzymes
Biochrom/ Millipore
Sigma-Aldrich

Capricorn

HyClone

Sigma-Aldrich

Roche

Thermo Fisher

BDH Prolabo
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Biochrom

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche

Biochrom/ Millipore
Roche

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



PP1 =298% (HPLC) in 500 yl DMSO Sigma-Aldrich
Propidium-lodid Thermo Fisher
Protease Inhibitor Cocktail for use BDH Prolabo
Proteom Profiler Humane Phospho Kinase Array Kit R and D Systems

Bradford Reagens (Bio-Rad Protein Assay) Bio-Rad
Restore Western Blot Stripping Buffer Thermo Fisher
Rinder-Serumalbumin (bovine serum albumin BSA) Carl Roth
RIPA Buffer Sigma-Aldrich
RPMI 1640 Medium Thermo Fisher
THC THC Pharm
Trizma® base Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA Biochrom/ Millipore
Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat) Carl Roth

XT MOPS Running Buffer Bio-Rad

XT Reducing Agent (30% TCEP, 10% NacCl in H20) Bio-Rad

XT Sample Buffer Bio-Rad

XT Tricine Running Buffer Bio-Rad

2.5. Zelllinien

HL-60 Humane akute myeloische Leukamie; FAB M2
(Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen)
Jurkat Humane akute T-Zell Leukamie
(CLS Cell Line Service GmbH)
MOLM13 Humane akute myeloische Leukamie; sekundare AML aus
MDS; FAB M5a
(Prof. Dr. Heinrich, Oregon Health and Science University, Port-
land, OR)
MOLM14 Humane akute myeloische Leukamie; sekundare AML aus
MDS; FAB M5a
(Prof. Dr. Heinrich, Oregon Health and Science University, Port-
land, OR)
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2.6. Patientenproben

Es wurden Knochenmarksaspirate und Proben aus peripherem Blut von insge-
samt 12 Patienten mit einer akuten Leuka&mie untersucht. Es lag von jedem Pa-
tienten das schriftliche Einverstandnis zur Konservierung von Zellmaterial und
zur Verwendung dessen fur wissenschaftliche Zwecke vor. Ebenfalls lag ein po-
sitives Votum der Ethikkommission der medizinischen Fakultat Tubingen vor
(Projektnummer: 405/2006B0O2). Fir die untersuchten Proben wurden die indivi-

duellen Daten zur Auswertung geordnet und aufgelistet (Tab. 1).

Tab. 1: Untersuchte Patientenproben.

Uberblick iiber die untersuchten extrahierten mononuklearen Patientenzellen aus peripherem
Blut. Abklrzungen: AML=akute myeloische Leukamie, AUL=akute undifferenzierte Leukéamie,
ED= Erstdiagnose, EL=EXxitus letalis, FAB= Franzdsisch-Amerikanisch-Britische Klassifikation,
MDS= Myelodysplastisches Syndrom, Pat=Patient, PMF=Primare Myelofibrose, sAML= sekun-
déare akute myeloische Leukamie.

Patient | /3 |Alter bei ED| Entitéat (FAB) ED + EL Probe: ED/ Rezidiv
Pat 1 ) 52 AML (MO0) ED 01/16 ED

Pat 2 ) 77 AML ED 12/16 ED

Pat 3 ) 51 AML (M2) ED 07/16 ED

Pat 4 ) 62 AML (MO0) ED 01/16, EL 02/16 |ED

Pat 5 ) 63 SAML aus PMF (M5) |ED 04/16, EL 04/16 |ED

Pat 6 g 63 SAML aus MDS ED 11/14, EL 06/16 |Rezidiv
Pat 7 ) 36 AML(M4eo0) ED 08/16 ED

Pat 8 38 21 AUL ED 07/15, EL 05/16 |Rezidiv
Pat 9 ) 59 SAML aus PMF ED 08/16, EL 12/16 |ED

Pat 10 ) 75 AML (M5) ED 12/16 ED

Pat 11 Q 67 AML (M4) ED 04/16, EL 05/16 |ED
Pat12 | ¢ 58 AML (M5) ED 11/16 ED
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2.7. Antikorper

2.7.1. Primarantikorper
(1:2000 in BSA-LAsung)

Phospho-AKT (Ser473), Polyklonal (Hase) Cell Siganaling
Phospho-AKT (Thr308), Polyklonal (Hase) Cell Siganaling
Phospho-p70 S6 Kinase, Monoklonal (Hase) Cell Siganaling

pPpERK, Polyklonal (Hase)

2.7.2. Ladekontrolle
(Verdiinnung 1:1000 in BSA-L6sung)

a-Tubulin, Monoklonal (Maus)
B-Actin, Monoklonal (Maus)

2.7.3. Sekundéarantikorper
(1:20 000 in Waschpuffer)

Goat anti-Rabbit IRDye 800CW
Goat anti-Mouse IRDye 680RD
Goat anti-Mouse IRDye 800CW

Cell Siganaling

Cell Siganaling
Cell Siganaling

LI-Cor®
LI-Cor®
LI-Cor®
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60 kDa
60 kDa
70 kDa
42/44 kDa

52 kDa
45 kDa



2.8. Puffer und L6ésungen

2.8.1. Farbel6sung fur Apoptose
A.d. (90%)
+ Annexin V Binding Buffer (10x) (10%)
Annexin FITC oder APC
Pl

2.8.2. Lysepuffer fir Western Blot
(auf Eis)
Ripa Buffer
B-Glycerophosphat (50 mM)
PP1
Phosphatase Inhibitor Cocktail 11
Natrium Orthovanadat
Natrium Molybdat
Natrium Tartrat
Imidazol
Protease Inhibitor Cocktail for use
AEBSF und Aprotinin
Bestatin
E-64
Leupeptin
Pepstatin A
Natrium-Fluorid (0,5 M)
Natrium-Orthovanadat (0,2 M)
Aprotinin
Leupeptin
Pefabloc

Pepstatin
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93% (v/v)

2% (vIv)
5% (v/v)

90% (v/v)
5% (v/v)
1% (v/v)
1% (viv)

1% (viv)

1% (viv)

0,5% (viv)
0,1% (v/v)
0,1% (v/v)
0,1% (v/v)
0,1% (v/v)



2.8.3. Bradford Albumin-Standardlésung

(2 mg/ml)
A.d. 90% (Vv/Vv)
BSA 10% (v/v)

2.8.4. Bradford Reagens
A.d. 75% (v/v)
Bio-Rad Protein Assay 25% (v/v)

2.8.5. SDS-PAGE Detergens
XT-Sample-Buffer (4x) 83% (v/v)
XT-Reducing-Agent 17% (v/v)

2.8.6. Laufpuffer fur Gelelektrophorese
A.d. 95% (v/v)

MOPS Running Buffer 5% (v/v)

2.8.7. Transferpuffer fur Transferzelle (pH 8,3)

Glycin 1296 g
Tris 279

Methanol 20% (v/v) 1800 ml
A.d. 7200 mi

2.8.8. TBS-Waschpuffer

Tween® 0,2% (v/v)
PBS (10x) 10% (v/iv)
A.d. ~90% (v/v)

2.8.9. BSA-LOsung
TBS-Waschpuffer 90% (v/v)
Albuminfraktion (BSA) 10% (m/v)
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2.9. Medium

2.9.1. Nahrmedium fur Zellkulturen
RPMI
FBS
Penicillin/Streptomycin
NEAA

Natrium-Pyruvat

87% (viv)
10% (v/v)
1% (v/v)
1% (v/v)
1% (v/v)

2.9.2. Nahrmedium fur Patientenzellkulturen

DMEM

FBS
Penicillin/Streptomycin
NEAA

Natrium-Pyruvat

2.9.3. Einfriermedium
RPMI/DMEM
FBS
DMSO

2.10. Verwendete Software
CellQuest® Analyse Software (FACS)
Magellan™ 6.0 - Data Analysis Software
Microsoft Office 2007, 2010, 2016, 356
LI-COR ® Imaging detection System
GraphPad Prism 7 Software

Quick Calcs (Ungepaarter t-Test)

Quick Calcs (Compute ECanything from ECso)

18

87% (viv)
10% (v/v)
1% (v/v)
1% (viv)
1% (viv)

50% (v/v)
40% (v/v)
10% (v/v)

BD

Tecan

Microsoft Corporation
LI-COR®

GraphPad Software
GraphPad Software
GraphPad Software



2.11. Standorte der Herstellerfirmen

AppliChem GmbH

Corning

Carl Roth GmbH & Co KG
Becton Dickinson Biosciences
Bio-Rad Laboratories GmbH
Dynatech Laboratories Inc.
Eppendorf AG

GE (General Electric)
Gesellschaft fur Labortechnik mbH
Gibco

GraphPad Software

Helmut Hund Gmb

Heraeus Holding GmbH
INTEGRA Biosciences GmbH
Kottermann GmbH & Co KG
LI-COR® Biosciences
Microsoft Corporation

Merck KGaA (Biochrom/ Millipore,
Sigma-Aldrich)

neoFroxx GmbH

neoLab Migge GmbH
Nordic-MUbio

Olympus Corporation

Tecan Group

THC Pharm

Thermo Fisher Scientific (Finnzymes)

Roche Holding AG

VWR International (BDH Prolabo)
Scientific Industries, Inc.
INTEGRA Biosciences GmbH

D-64291 Darmstadt

Corning, New York, USA

D- 76185 Karlsruhe

Franklin Lakes, New Jersey, USA
D- 80939 Miinchen
Alexandria, Virginia, USA
D-22339 Hamburg

Boston, Massachusetts, USA
D- 30927 Burgwedel

Grand Island, NY, USA

La Jolla, Californien, USA
D-35580 Wetzlar

D-63450 Hanau

D-35444 Biebertal

D-31311 Uetze/Hanigsen
Lincoln, Nebraska, USA
Redmond, Washington, USA
D-64293 Darmstadt

D- 64683 Einhausen

D-69123 Heidelberg

6114 BC, Susteren, Niederlande
Center Valley, Pennsylvania, USA
8708 Mannedorf, Schweiz

D- 60599 Frankfurt/ Main
Waltham, Massachusetts, USA
4000 Basel, Schweiz

Radnor, Pennsylvania, USA
Bohemia, New York, USA
D-35444 Biebertal


https://www.google.de/search?client=firefox-b-ab&dcr=0&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3qIo3L04yVeIAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAmGPBtkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiMp9zOypXXAhVI2xoKHdOYBmQQmxMIlAEoATAN
https://www.google.de/search?client=firefox-b-ab&dcr=0&q=Basel+Switzerland&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMqrzDZT4gAxDbNN0rS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCuCC6JQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiB6dHazJXXAhXCuRoKHVdeDWkQmxMI3gEoATAf
https://en.wikipedia.org/wiki/Radnor,_Pennsylvania

3. Methoden

3.1. Zellkulturen

Alle Zelllinien wurden in 10 ml RPMI 1640-Medium (siehe 2.9.1) kulturiert. Fur
die Patientenzellen wurde DMEM-Medium (siehe 2.9.2) verwendet. Die Zellkul-
turen wurden jeweils bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. In Abhangigkeit von der
Proliferationsgeschwindigkeit wurden die Zelllinien ca. alle 48 h im Verhaltnis
1:10 - 1:15 passagiert. Fur die jeweiligen Experimente wurden resuspendierte

Zellen genutzt, welche sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden.

3.2. Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zellkonservierung wurde in Kryoréhrchen mit Konservierungsmedium in ei-
nem Kryokonservierungscontainer vorgenommen. Dafur wurden die Zellen pel-
letiert und in Konservierungsmedium resuspendiert. Uber 24 h wurden die
Kryoréhrchen im Kryokonservierungscontainer (NUNC-Einfrierbox) auf -80 °C
heruntergekuhlt und bei -80 °C gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurden die

Kryorohrchen schnell aufgetaut und in Kulturmedium tberfuhrt.

3.3. Isolation mononuklearer Zellen

Knochenmarksaspirate und Proben von peripherem Blut von gesunden Kno-
chenmarkspendern und von Patienten mit diagnostizierter akuter Leukamie wur-
den in 5000 U Heparin gesammelt. Die mononuklearen Zellen wurden mit Hilfe
der Ficoll Hypaque density gradient fractionation isoliert (Ferrante and Thong,
1978).
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3.4. Apoptoseassay und Viabilitatsanalyse

3.4.1. Apoptoseassay

Die Apoptose wurde mit dem Annexin V/Pl basierten Assay und einem
FACScalibur® Durchflusszytometer gemessen (Schutte et al., 1998). Nach Inku-
bation der Zellen fir 24 h bzw. 48 h mit den jeweiligen Substanzen (THC, CBD,
THC/CBD) mit den gewunschten Konzentrationen wurden die Zellen pelletiert
und fir ca. 30 min mit Annexin V FITC und Pl gemal den Herstellerangaben ge-
farbt. Danach wurde die Messung am FACScalibur® Durchflusszytometer durch-
gefiihrt. Die Messung wurde mit der CellQuest® Analyse Software ausgewertet.
Die Messung der Apoptose beruht auf der Translokation von Phosphatidylserin
von der inneren zur &uReren Membranschicht der Lipiddoppelmembran, was als
friher Indikator der Apoptose dient. Annexin V lagert sich an das Phosphatidylse-
rin der &uReren Membranschicht an und kann mit einem fluoreszierenden Farb-
stoff gekoppelt und in der Durchflusszytometrie gemessen werden. Pl kann nicht
die Zellmembran gesunder oder friih apoptotischer Zellen passieren.
Frihapoptotische Zellen werden im Analysefenster im Vorwartsstreulicht (FSC)
als Annexin V positiv und im Seitwartsstreulicht (SSC) Pl negativ angezeigt. Spat-
apoptotische Zellen verlieren die Integritat inrer Zellmembran, weshalb bei diesen
Pl in die Zelle eindringen kann und an die DNA bindet (Rysavy et al., 2014). Sie
sind im Graphen sowohl Annexin V als auch PI positiv. Nekrotische bzw. tote
Zellen kdnnen bei der Auswertung ausgeschlossen werden. Im Graphen stellen
sie sich als Annexin V negativ und PI positiv dar. Lebende Zellen sind sowohl fir
Annexin V als auch PI negativ, so dass hier auf den Anteil viabler Patientenzellen

nach einer Cannabinoidbehandlung rickgeschlossen werden kann.

3.4.2. Viabilitdtsanalyse zur Detektion leukdmischer Populationen

Mit Hilfe des Annexin V/PI basierten Assays, welches durch unsere Arbeits-
gruppe etabliert wurde, konnte in der Durchflusszytometrie die Reduktion der An-
zahl viabler Blasten gemessen werden, als Mal3 fur den antileukamischen Effekt
der Cannabinoide (Salitzky, 2017).
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3.5. Proteinanalyse

3.5.1. Zelllysate

Um bestimmte Proteine identifizieren zu kdnnen, wurden aus unbehandelten und
aus mit THC bzw. CBD behandelten Zellen Zelllysate hergestellt, um die Proteine
in der Gelelektrophorese auftrennen zu kénnen.

Um die Zellen von der Suspension zu trennen und diese danach zu lysieren,
wurde die Zellsuspension zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das
Zellpellet in 60-100 pl Lysepuffer (siehe 2.8.2) resuspendiert. Das Zellpellet-Ly-
sepuffer-Gemisch wurde alle 5 min gevortext und insgesamt fur 15 min auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurden durch gekuhlte Zentrifugation mit 13200 rpm ub-
rige Zellbestandteile vom proteinreichen Uberstand getrennt. Die gewonnenen

Proteine im Uberstand wurden bei -20 °C gelagert.

3.5.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Durch die Bradford-Messung konnten die Proteinkonzentrationen der Zelllysate
bestimmt werden. Im Vergleich zur Bradford Albumin Standardlésung (siehe
2.8.3) wurden aus den zu analysierenden Lysaten deren genaue Proteinkonzent-
rationen abgeleitet. Von den Proteinlysaten wurde 1 pl in 50 pl a.d. gegeben.
AnschlieRend wurde in jedes Well der Lochplatte 150 ul Bradford-Reagenz
(Coomassie brilliant blue G-250, siehe 2.8.4) zur Farbung gegeben und fur
10-60 min inkubiert. Die Menge der Farbstoffabsorption wurde mittels eines
ELISA Readers bei 450 nm gemessen. Die Absorption korrelierte dabei linear mit

der Proteinmenge der gemessenen Losung (Ernst and Zor, 2010).

3.5.3. Gelelektrophorese: SDS-PAGE

Anhand der gemessenen Proteinkonzentration wurden die Anteile des Proteinly-
sats berechnet, die fur die Gelelektrophorese bendtigt wurden und entsprechend
mit a.d. verdunnt. Fir die Proteindenaturierung wurde das Reduktionsmittel SDS-
PAGE Detergens (siehe 2.8.5) zu jeder Protein-a.d.-L6sung gegeben und bei ca.
95 °C fur 5-10 min inkubiert. AnschlieBend wurde fur die Proteinauftrennung die

SDS-PAGE in 10%-Polyacylamidgel (System von BioRad Criterion) verwendet.
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In die mit Laufpuffer (siehe 2.8.6) geflllte Elektrophoresekammer wurde das XT
Criterion Precastgel nach Herstellerangeben (BioRad) eingesetzt. In die vorge-
fertigten Taschen des Gels wurden 100 pg Protein/Probe pipettiert. Es wurde fur
40-60 min eine Spannung von 200 V angelegt.

Die durch die SDS-PAGE negativ geladenen Molektile migrierten durch das Gel
in Richtung der Anode, wobei kleinere Proteine leichter und schneller und weiter
durch die Gelmaschen migrierten als die gréReren, die eher zuriickgehalten wur-
den. Parallel zu den Proteinproben wurde ein Proteingré3enmarker zur spateren

Identifikation der ProteingréRen im Gel benutzt (Brunelle and Green, 2014).

3.5.4. Western Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden gemald den Herstellerangaben (BioRad) in
der Transferzelle mit gekuhltem Transferpuffer (siehe 2.8.7) auf eine Nitrozellu-
losemembran transferiert. Dies dauerte 30 min und wurde bei 4 °C im elektri-
schen Feld bei 100 V durchgefiihrt. Damit wurden die Proteine fixiert und konnten
detektiert und quantifiziert werden. Freie Proteinbindungsstellen wurden durch
einstindige Inkubation der Nitrozellulosemembran in BSA-Losung blockiert. Zum
Detektieren der Proteine wurde die Membran fur 1 h oder Gber Nacht bei 4 °C mit
dem jeweiligen Primarantikorper (siehe 2.7.1) auf einem Schwenktisch inkubiert.
Nach 4 Waschgangen fur jeweils 10 min mit TBS-Waschpuffer (siehe 2.8.8)
wurde die Membran fur 1 h mit einem kompatiblen fluoreszierenden Sekundéaran-
tikérper (siehe 2.7.3) im Dunkeln inkubiert, um die gebundenen Primarantikérper
sichtbar zu machen. Nach erneutem Waschen (s.0.) konnten antikorperreaktive
Proteine mit dem LI-COR Odyssey® System Fluoreszenzmesser visualisiert wer-
den. Die Bestimmung der molekularen Grof3e der sichtbaren Proteinbanden er-
folgte durch den Vergleich mit den Banden des ProteingroRenmarkers. Als
Ladekontrolle wurden zusétzlich Antikbrper gegen a-Tubulin und B-Actin verwen-
det und die Membran fur 1 h inkubiert (siehe 2.7.2). Nach den Waschschritten
(s.0.) inkubierte die Membran mit dem entsprechenden Sekundarantikorpern fir
die Ladekontrolle fir 1h mit anschlielBenden Waschvorgangen (s.0.). Auch hier
erfolgte die Visualisierung der Ladekontrollproteine mit dem LI-COR Odyssey®

System Fluoreszenzmesser.
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3.5.5. Strippen der Membran

Um auf der gleichen Membran weitere Proteine mit neuen Primarantikdrper zu
detektieren, wurden die Membranen gestrippt. Dafir wurden 50 ml des Stripping
Buffers auf 60 °C erhitzt und fur 15 min auf die Membran gegeben und auf einem
Schwenktisch inkubiert. Danach wurde die Membran mit Waschpuffer einmal ge-
waschen und anschliel3end fur 1 h mit BSA-L6sung blockiert. Die folgenden In-

kubationsschritte mit Antikdrpern erfolgten wie oben beschrieben.

3.6. Proteom Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit

Zur Bestimmung von Phosphorylierungsanderungen von Proteinen in Jurkat Zel-
len unter THC-Behandlung wurden die Zellen ftr 90 min mit 80 uM THC behan-
delt. Danach wurde das Human Phospho-Kinase Array (R and D Systems)
gemal den Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Membranen wurden fir 1 h mit
dem fluoreszierenden Sekundarantikérper anti-Rabbit AK 800CW auf einem
Schwenktisch im Dunkeln inkubiert und anschlieBend 4-mal fir jeweils 10 min
mit TBS-Waschpuffer gewaschen. Visualisiert wurden die Phosphorylierungsun-
terschiede mit Hilfe des LI-COR Odyssey® System Fluoreszenzmessers.

3.7. Statistische Auswertung

Die Berechnung der Signifikanzen in 4.1 erfolgte mit einem ungepaarten t-Test.
Die Graphen wurden mit Hilfe der oben genannten Software erstellt und eine
nicht-lineare Regression durchgefuhrt. Dadurch ergab sich der ICso-Wert. Die
IC70- und ICo0-Werte wurden anschlie3end mit Hilfe des Steigungsfaktors (Slope
factor) und der ECso berechnet.

Die Grafiken aus 4.2 mit den gruppiert angeordneten Donoren- und Patientenzel-
len wurde ebenfalls mit der oben genannten Software erstellt. Der Mittelwert,
markiert mit einem Querstrich, wurde durch das Programm aus den jeweiligen

Werten berechnet und automatisch eingefiigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Apoptose in Leukdmiezelllinien durch Cannabinoide

Vorversuche unserer Arbeitsgruppe zeigten in Leukamiezelllinien eine Apopto-
seinduktion durch eine THC-Behandlung (Salitzky, 2017, Kampa-Schittenhelm
et al.,, 2016). Andere Studien sahen bei Beobachtung einzelner Zellen, die mit
Cannabinoiden behandelt waren, unter dem Lichtmikroskop Hinweise flr
Apoptose. Die mononukledren Zellen wurden kleiner und unférmig, mit einem
kleinen dichten Zellkern und zunehmender Blaschenbildung im Zytosol (Kerr et
al., 1972).

Diese Beobachtungen gaben den Anlass dazu, Leukamiezelllinien mit verschie-
denen Cannabinoiden zu behandeln, um madgliche Unterschiede in deren
Apoptoseinduktion zu erkennen. Daher wurde in dieser Arbeit die zellulare
Apoptoseinduktion unter THC-, CBD- und THC/CBD-Behandlung untersucht und
miteinander verglichen. Es sollte gezeigt werden, ob CBD oder THC/CBD eine
vergleichbare oder sogar starkere Apoptoseinduktion im Vergleich zu THC in

Leukamiezelllinien aufwiesen.

Fur die Apoptosemessung wurden die Zelllinien Jurkat, MOLM13, MOLM14 und
HL-60 verwendet und mit unterschiedlichen Konzentrationen von THC, CBD oder
THC/CBD behandelt. Nach 48 h konnten die Zellen mit Hilfe des Annexin V/PI
basierten Assays und der Durchflusszytometrie auf das Ausmalf3 der Apoptosein-
duktion untersucht werden (ndhere Erklarung zur Methode in 3.4).

Neben den MOLM13 Zellen wurde auch die Schwesterzelllinie MOLM14 benutzt.
Beide Zelllinien entstammen demselben Patienten und besitzen viele Gemein-
samkeiten. Beide Zelllinien zeigen aber auch signifikante Unterschiede in ihrer
Antigenexpression (Cluster of Differentiation), was zu Sensitivitatsunterschieden
von Cannabinoiden beitragen kann (vgl. hierzu Vorarbeiten unserer Arbeits-

gruppe, zusammengefasst von Salitzky, 2017 und Kampa-Schittenhelm et al.,
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2016). Daher wurde der apoptotische Effekt von Cannabinoiden an beiden

Schwesterzelllinien untersucht.

Fur jede untersuchte Zelllinie wurden die Apoptosewerte gemessen und tabella-
risch mit der jeweiligen Standardabweichung aufgefihrt.

Anschlielend wurden mit Hilfe eines ungepaarten t-Tests Signifikanzen zwi-
schen den Werten berechnet.

Zusatzlich wurden die gemessenen Apoptosewerte mit der Standardabweichung
im Grafikprogramm aufgetragen und mit Hilfe einer nichtlinearen Regression die
ICs0-, 1C70- und ICo0-Werte rechnerisch ermittelt. Teilweise ergaben sich durch
das Grafikprogramm bei den rechnerisch ermittelten Ergebnissen extrapolierte
ICo0-Werte.
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4.1.1. Apoptose der Jurkat Zellen durch THC und CBD
Unter Cannabinoidbehandlung zeigten die Jurkat Zellen nach 48 h konzentra-
tionsabhangig einen steigenden Anteil apoptotischer Zellen, welcher sich in der

Durchflusszytometrie darstellen liel3 (Abb. 3).
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Abb. 3: Apoptoseinduktion in Jurkat Zellen nach 48 h.

Die Jurkat Zellen wurde mit verschiedenen Konzentrationen THC, CBD oder THC/CBD fiir 48 h
inkubiert. Gefarbt wurden die Zellen mit Annexin V/PI. Am Durchflusszytometer wurde die
Apoptoserate bestimmt. Abgebildet ist exemplarisch ein Dotplot-Diagramm fiir jedes Cannabinoid
[24 uM]. Die in den Quadraten angegebenen Prozentzahlen sind die anteilig gezahlten Zellen.

Die konzentrationsabhangige Zunahme der Anzahl apoptotischer Zellen war im
direkten Vergleich der jeweiligen Cannabinoide unterschiedlich stark. Dies zeigte
sich vor allem bei hoheren Konzentrationen, die teilweise mit hohen Standardab-
weichungen einhergingen. Berechnete Signifikanzen zwischen den Apoptose-

werten der jeweiligen Cannabinoide ergaben sich bei 16 uM und 24 uM.

Unter CBD-Behandlung zeigte sich eine tendenziell hdhere Reduktion in der An-
zahl viabler Jurkat Zellen als unter THC- oder THC/CBD-Behandlung. So wurde
nach 48 h unter Einsatz von 24 uM CBD ein signifikant hoherer Anteil apoptoti-
scher Zellen gemessen als unter Behandlung mit 24 uM THC oder THC/CBD.
Weiter zeigte eine CBD-Behandlung signifikant héhere Werte fur anteilig apopto-
tische Zellen im Vergleich zu einer THC/CBD-Behandlung. So beispielsweise un-
ter Zugabe von 16 uM (Abb. 4, Tab. 3, Tab. 4).

Durch nichtlineare Regression konnten die 1Cso-, IC70- und ICoo-Werte ermittelt
werden. Allerdings ergab sich bei THC und THC/CBD ein extrapolierter ICgo-Wert
(Tab. 2). Die Werte veranschaulichen das oben beschrieben Ergebnis: die ermit-
telten IC-Werte bei CBD sind jeweils geringer als die von THC oder THC/CBD.
Die durch THC-Behandlung ermittelten IC-Werten sind jeweils kleiner als die von
THC/CBD.
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Abb. 4: Apoptoseinduktion in Jurkat Zellen nach 48 h.

Die nach 48 h gemessenen Apoptosewerte fir THC [A], CBD [B] und THC/CBD [C] wurden nor-
malisiert und mit der Standardabweichung aufgetragen. Die ICso-, IC70- und ICo0-Werte der Jurkat
Zellen wurde mit Hilfe einer nichtlinearen Regression ermittelt und zum Teil extrapoliert.
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Tab. 2: Die ICso-, IC70- und ICgo-Werte der Jurkat Zellen.

Mit Hilfe nichtlinearer Regression wurden rechnerisch die 1Cso-, IC70- und ICoo-Werte ermittelt.

THC CBD THC/CBD
ICso [UM] 20,3 17,7 22,2
I1C70 [UM] 25,8 21,7 30,7
1Cg0 [UM] 37,6 30,1 51,7

Tab. 3: Apoptosewerte der Jurkat Zellen nach 48 h Cannabinoid-Behandlung.

Abkiurzungen: Konz.= Konzentration der eingesetzten Cannabinoide, M [%] = Mittelwert der
apoptotischen Zellen in %, SD = berechnete Standardabweichung, N=Anzahl der Versuchsan-
satze fur die jeweilige gemessene Konzentration nach 48 h zur Bildung des Mittelwerts.

THC CBD THC/CBD
Konz. M [%] SD | N M [%] SD | N M [%] SD | N
0 uM 11,1 3 6 11,1 3 6 11,1 3 6
8 UM 15,5 38 | 2 14 1,7 | 4 14 42 | 3
16 UM 29,8 36 | 4 33 43 |3 25,8 15 | 3
24 UM 54,9 41 | 4 79,4 136 | 4 51 85 | 5
32 UM 92,6 35 | 3 95,1 1,6 | 3 78,5 13 | 5

Tab. 4: P-Werte und Signifikanzen der Apoptoseinduktion in Jurkat Zellen.
Zwischen den berechneten Mittelwerten der apoptotischen Zellen unter Cannabinoidbehandlung
wurden die p-Werte berechnet, um vorhandene Signifikanzen zu erkennen.

p-Werte | Signifikant p-Werte Signifikant p-Werte Signifikant
THC-CBD CBD-THC/CBD THC-THC/CBD
8 UM 0.5166 - 1 - 0.7155 -
16 uM 0.3315 - 0.0510 v 0.1312 -
24 UM 0.0138 v 0.0063 v 0.4339 -
32 uM 0.3049 - 0.0767 - 0.1295 -
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4.1.2. Apoptose der MOLM13 Zellen durch Cannabinoide
Bei Behandlung der AML Leukamiezelllinie MOLM13 war im Durchflusszytome-
ter mit steigender Konzentration der Cannabinoide eine Zunahme der Annexin V

und PI positiven Zellen erkennbar (Abb. 5).
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Abb. 5: Apoptoseinduktion in MOLM13 Zellen nach 48 h.

Die AML Leukamiezelllinie MOLM13 wurde fur 48 h mit verschiedenen Konzentrationen THC,
CBD oder THC/CBD inkubiert. Nach Farbung mit Annexin V/PI konnte durchflusszytometrisch die
Apoptoserate der Zellen ermittelt werden. Dargestellt ist exemplarisch fur jedes Cannabinoid
[24 uM] ein Dotplot-Diagramm. Die in den Quadraten angegebenen Prozentzahlen sind die an-
teilig gezéahlten Zellen.

Nach 48 h waren keine grol3en Unterschiede in der Anzahl apoptotischer Zellen
zwischen den einzelnen Cannabinoid-Behandlungen zu erkennen. Die als signi-
fikant berechneten Unterschiede in der Anzahl apoptotischer Zellen (16 pM,
19 pM) zeigten hohe Standardabweichungen, weshalb diese Unterschiede nicht

als stark signifikant betrachtet werden konnten.

Eine CBD-Behandlung zeigte in MOLM13 Zellen bei htheren Konzentrationen
eine tendenziell starkere Zunahme der apoptotischen Zellen als eine THC- oder
THC/CBD-Behandlung. 16 uM und 19 uM CBD bewirkten beispielsweise einen
signifikant hoheren Anteil apoptotischer Zellen im Vergleich zur jeweiligen Kon-
zentration von THC oder THC/CBD (Abb. 6, Tab. 6, Tab. 7).

Die durch nichtlineare Regression ermittelten ICso-, IC70- und 1Cgo-Werte sind in
Tab. 5 zu sehen. Die fir THC und THC/CBD berechneten 1Cgo-Werte sind extra-
poliert. Wie schon bei den Jurkat Zellen in 4.1.1 waren die bei CBD-Behandlung
ermittelten 1C-Werte jeweils geringer als die von THC oder THC/CBD.

Die IC-Werte unter THC-Behandlung unterschieden sich kaum von denen der
THC/CBD-Behandlung und es waren keine nennenswerten Unterschiede ersicht-
lich.
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Abb. 6: Apoptoseinduktion in MOLM13 Zellen nach 48 h.

Die gemessenen Apoptosewerte fur THC [A], CBD [B] und THC/CBD [C] wurden normalisiert und
mit der Standardabweichung im Diagramm aufgetragen. Die ICso-, IC70- und ICoo-Werte der
MOLM13 Zellen wurde mit Hilfe einer nichtlinearen Regression ermittelt und zum Teil extrapoliert.
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Tab. 5: Die ICsq-, IC70- und ICgo-Werte der MOLM13 Zellen.

Mit Hilfe nichtlinearer Regression wurden rechnerisch die 1Cso-, IC70- und ICoo-Werte ermittelt.

THC CBD THC/CBD
ICs0 [UM] 17,2 13,7 16,5
1C70 [UM] 21 16,3 20,8
1Co0 [UM] 29 21,3 29,9

Tab. 6: Apoptosewerte der MOLM13 Zellen nach Cannabinoid-Behandlung.

Abkirzungen: Konz.= Konzentration der eingesetzten Cannabinoide, M [%] = Mittelwert der
apoptotischen Zellen in %, SD = berechnete Standardabweichung, N=Anzahl der Versuchsan-
satze fur die jeweilige gemessene Konzentration nach 48 h zur Bildung des Mittelwerts.

THC CBD THCI/CBD
Konz. M[%] | SD | N M[%] | SD | N M [%] SD | N
0 uM 10,2 18 |3 102 | 18 | 3 10,18 18 | 3
8 UM 251 | 152 | 3 20 18 | 2 19,16 58 | 4
16 pM 38,6 58 |3 683 | 17,1 | 4 36,26 191 | 4
19 pM 46,2 46 |3 859 | 51 | 4 53,25 196 | 5
24 pM 87,6 76 |3 974 | 38 | 3 92,53 5 3

Tab. 7: P-Werte und Signifikanzen der Apoptoseinduktion in MOLM13 Zellen.
Tabellarische Auffilhrung der p-Werte und Signifikanzen der Leukamiezelllinien MOLM13 zwi-
schen den berechneten Mittelwerten der apoptotischen Zellen unter Cannabinoidbehandlung.

p-Werte | Signifikant p-Werte Signifikant p-Werte Signifikant
THC-CBD CBD-THC/CBD THC-THC/CBD
8 UM 0.6835 - 0.8663 - 0.4990 -
16 uM 0.0371 v 0.0469 v 0.8463 -
19 uM 0.0001 v 0.0149 v 0.5715 -
24 UM 0.2363 - 0.6256 - 0.4002 -
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4.1.3. Apoptosein MOLM14 Zellen durch THC und CBD
Zellen der Leukamiezelllinie MOLM14 zeigten mit steigender Konzentration der

Cannabinoide eine steigende Anzahl apoptotischer Zellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Apoptoseinduktion von MOLM14 Zellen nach 48 h.

Unter Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von THC, CBD oder THC/CBD wurden die
MOLM14 Zellen fur 48 h inkubiert. Durchflusszytometrisch wurde mit Hilfe der Annexin V/PI Far-
bung die Apoptoserate bestimmt. Dargestellt ist exemplarisch fir jedes Cannabinoid [24 pM] ein
Dotplot-Diagramm.| Die in den Quadraten angegebenen Prozentzahlen sind die anteilig gezahlten
Zellen.

Die Zunahme der Anzahl apoptotischer MOLM14 Zellen war konzentrationsab-
hangig und in allen Behandlungsansatzen gleich stark. Bei Einsatz hoherer Kon-

zentrationen ergaben sich groRe Standardabweichungen.

CBD zeigte tendenziell eine hohere Anzahl apoptotischer Zellen. Bei Behandlung
der MOLM14 Zellen mit 16 uM CBD war ein signifikant héherer Anteil apoptoti-
scher Zellen im Vergleich zu THC messbar (Abb. 8, Tab. 9, Tab. 10).

Die ICso-, IC70- und ICo0-Werte der durchgefiihrten Behandlungen mit Cannabi-
noiden, welche durch nichtlineare Regression ermittelten wurden, unterschieden
sich nur gering (Tab. 8). Wahrend der ICso-Wert von CBD marginal niedriger war
als der von THC oder THC/CBD, war im direkten Vergleich der Werte der drei

unterschiedlichen Cannabinoide der ICg-Wert von CBD am groliten.
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Abb. 8: Apoptoseinduktion in MOLM14 Zellen nach 48 h.

Die gemessenen Apoptosewerte fir THC [A], CBD [B] und THC/CBD [C] wurden normalisiert und
mit der Standardabweichung aufgetragen. Die ICso-, IC70- und ICoo-Werte der MOLM14 Zellen
wurde mit Hilfe einer nichtlinearen Regression ermittelt und sind zum Teil extrapoliert.
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Tab. 8: Die ICso-, IC70- und ICgo-Werte der MOLM14 Zellen.
Mit Hilfe nichtlinearer Regression wurden rechnerisch die 1Cso-, IC70- und ICoo-Werte ermittelt.

THC CBD THC/CBD
ICs0 [UM] 23,4 19,5 21,1
1C70 [UM] 27,9 25,3 26,2
1Co0 [UM] 36,9 38,1 36,9

Tab. 9: Apoptose in MOLM14 Zellen unter Cannabinoidbehandlung.
Konz. = Konzentration der eingesetzten Cannabinoide, M [%] = Mittelwert der apoptotischen Zel-
lenin %, SD = berechnete Standardabweichung, N=Anzahl der Versuchsansatze fur die jeweilige

gemessene Konzentration nach 48 h zur Bildung des Mittelwerts.

THC CBD THCI/CBD

Konz. M [%] SD | N M[%] | SD | N M [%] SD | N
0 uM 8,2 19 |8 8,2 19 |8 8,2 19 | 8
8 UM 15,8 93 |5 16,8 71 |5 20,5 612 | 5
16 UM 13,9 38 | 4 297 | 118 |5 17,5 67 | 5
24 UM 50,5 235 | 7 699 | 168 | 8 6534 | 209 | 5
32 UM 96,4 12 |3 96,3 35 | 4 88,2 106 | 6

Tab. 10: P-Werte und Signifikanzen der Apoptoserate in MOLM14 Zellen.
Die p-Werte und Signifikanzen der berechneten Mittelwerte der apoptotischen Zellen unter Can-
nabinoidbehandlung wurden berechnet und tabellarisch aufgefihrt.

p-Werte | Signifikant p-Werte Signifikant p-Werte Signifikant
THC-CBD CBD-THC/CBD THC-THC/CBD
8 uM 0.8632 - 0.4046 - 0.3784 -
16 uM| 0.0374 v 0.0786 - 0.3673 -
24 uM| 0.0864 - 0.6755 - 0.2853 -
32uM | 0.9684 - 0.1892 - 0.2426 -
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4.1.4. Apoptose in HL-60 Zellen durch Cannabinoide

Unter Behandlung der Leukamiezelllinie HL-60 mit THC, CBD und THC/CBD
stieg die Anzahl apoptotischer Zellen mit steigender Konzentration der eingesetz-
ten Cannabinoide (Abb. 9).
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Abb. 9: Apoptoseinduktion in HL-60 nach 48 h.

Die AML-Zelllinie HL-60 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von THC, CBD oder
THC/CBD behandelt und fur 48 h inkubiert. Bestimmt wurde die Apoptoserate am Durchflusszy-
tometer mittels Annexin V/PI Farbung. Dargestellt ist ein Dotplot-Diagramm exemplarisch fir je-
des Cannabinoid [24 pM]. Die in den Quadraten angegebenen Prozentzahlen sind die anteilig
gezahlten Zellen.

Die Anzahl apoptotischer Zellen waren nach 48 h bei allen drei eingesetzten Can-
nabinoiden bei niedrigeren Konzentrationen ahnlich hoch. Bei Verwendung ho-
herer Konzentrationen war bei CBD eine tendenziell hdhere Anzahl apoptotischer
Zellen zu messen als unter Einsatz von THC oder THC/CBD. Die signifikanten
Unterschiede bei Einsatz hoherer Konzentrationen gingen mit hohen Stan-

dardabweichungen einher.

So zeigten sich bei 16 uM und 24 uM CBD im Vergleich zu THC signifikant ho-
here Werte in der Anzahl apoptotischer Zellen. Auch im Vergleich zu THC/CBD
waren unter CBD-Behandlung bei 24 uM signifikant hohere Apoptosewerte zu
verzeichnen (Abb. 10, Tab. 12, Tab. 13).

Die durch nichtlineare Regression ermittelten ICso-, IC70- und 1Coo-Werte zeigten
unter CBD-Behandlung die niedrigsten Werte im Vergleich zu THC und
THC/CBD. Die héchsten IC-Werte waren unter THC-Behandlung zu erkennen
(Tab. 11).
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Abb. 10: Apoptoseinduktion in HL-60 Zellen nach 48 h.

Die gemessenen Apoptosewerte fir THC [A], CBD [B] und THC/CBD [C] wurden normalisiert und
mit der Standardabweichung aufgetragen. Die ICso-, IC70- und ICoo-Werte der HL-60 Zellen wurde
mit Hilfe einer nichtlinearen Regression ermittelt und zum Teil extrapoliert.
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Tab. 11: Die ICsq-, IC70- und ICgo-Werte der HL-60 Zellen.

Mit Hilfe nichtlinearer Regression wurden rechnerisch die 1Cso-, IC70- und ICoo-Werte ermittelt.

THC CBD THC/CBD
ICs0 [UM] 18,6 12,5 155
1C70 [UM] 20,5 14,9 17,4
1Co0 [UM] 24 19,7 20,7

Tab. 12: Apoptose unter Cannabinoidbehandlung der HL-60 Zellen.
Abklrzungen: Konz.= Konzentration der eingesetzten Cannabinoide, M [%] = Mittelwert der
apoptotischen Zellen in %, SD = berechnete Standardabweichung, N=Anzahl der Versuchsan-

satze fur die jeweilige gemessene Konzentration nach 48 h zur Bildung des Mittelwerts.

THC CBD THC/CBD

Konz. M [%] SD | N M [%] SD | N M [%] SD | N
0 M 9,4 28 |5 9,4 28 |5 9,4 28 | 5
8 UM 10,7 36 | 4 17,6 63 | 4 13 41 | 4
16 uM 14,3 09 |4 85,6 95 | 4 56,7 32 | 5
24 UM 86,2 37 |5 99,6 04 |3 96,6 14 | 3

Tab. 13: P-Werte und Signifikanzen der Apoptoserate der HL-60 Zellen.
Fur die Zellen der Leukamiezelllinie HL-60 wurden tabellarisch die p-Werte und Signifikanzen der

Mittelwerte der apoptotischen Zellen unter Cannabinoidbehandlung aufgefihrt.

p-Werte | Signifikant p-Werte Signifikant p-Werte Signifikant
THC-CBD CBD-THC/CBD THC-THC/CBD
8 uM 0.1102 - 0.2615 - 0.4638 -
16 uyM | 0.0001 v 0.1284 - 0.0349 v
24 uM | 0.0009 v 0.0215 v 0.0039 v
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4.2. Cannabinoid-Behandlung mononuklearer Zellen ex vivo

In 4.1 konnte in Leukamiezelllinien eine konzentrationsabhéngige Apoptosein-
duktion durch THC, CBD und THC/CBD gezeigt werden. Tendenziell war die An-
zahl apoptotischer Zellen vor allem bei den héheren Konzentrationen bei CBD
grol3er im Vergleich zur THC- oder THC/CBD-Behandlung.

Um die Apoptoseinduktion durch THC, CBD und THC/CBD auch in nativen Zellen
zu untersuchen, wurden extrahierte Leukozyten von gesunden Knochenmark-
spendern (Donoren) und mononukleéren Zellen von Patienten mit akuter Leuk&-
mie (siehe 2.6) mit 32 uM der jeweiligen Cannabinoide behandelt. Nach 48 h
wurde der Anteil viabler Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen (Me-
thodik 3.4.2, Salitzky, 2017), exemplarisch dargestellt in Abb. 11.

Patient 6 Patient 6 Patient 6 Patient 6
unbehandelt 32 uM THC 32 uM CBD 32 yM THC/CBD
83 - B 8 8]
T T 2 T
8 EE 8 83 o8 O &1
o §3 » &3 7 83 -
) 0 2<'>o 4&-0 5'uo az)o 1u'uo 0 2;30 4:)0 6:)0 Btl)o 10'00 ° o: 280 480 5},0 800 1000 ° 0 2'00 460 G&")O s‘oo 10‘00
FSC-H FSC-H FSC-H FSC-H
[A] Gezahlte Zellen: Gezahlte Zellen: Gezahlte Zellen: Gezahlte Zellen:
20000 20000 20000 20000
Events R1: 3781 Events R1: 2177 Events R1: 1791 Events R1: 1953
a AR = T b
° 24 =1 21
09100 0! 102 10°  10% oe1o° ' 102 103 10° BT Rt P Dl i 7
Annexin V Annexin V Annexin V Annexin V
[B] R21(LL):91,7% R1 (LL): 56 % R1 (LL): 56,6 % R1 (LL): 58 %

Abb. 11: Exemplarisches Beispiel der durchflusszytometrischen Analyse.

In [A] ist mit R1 die Blastenpopulation im FSC/SSC Dichtediagramm gekennzeichnet sowohl fiir
die unbehandelten als auch fur die mit Cannabinoiden behandelten Zellen. Zuséatzlich wurden die
in R1 gezéahlten Events fur die jeweilige Behandlung aufgefuhrt. In [B] ist die Viabilitat der in R1
gemessenen Zellen dargestellt, welche mit einem Annexin V/PI Assay Uberprift wurde. Darunter
ist die jeweilige Anzahl der viablen Zellen angegeben (Annexin V/PI negativ=LL=Lower Left).
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4.2.1. Apoptoseverhalten mononuklearer Zellen unter THC und CBD

Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil viabler Zellen mit Hilfe des Annexin
V/PI basierten Assays gemessen (Annexin negativ, Pl negativ). Der prozentuale
Anteil der viablen Zellen in R1 (LL=Lower Left, Abb. 11B) wurde fur die unbehan-
delten Zellen als 100% definiert, um bei der Berechnung des prozentualen Anteils
viabler Zellen unter Cannabinoid Behandlung auf diese zu normieren und gra-
fisch darzustellen (Abb. 12, Tab. 14).

Die Messungen bestatigten die tendenziell starkere proapoptotische Wirkung von
CBD im Vergleich zu THC und THC/CBD. In Abb. 12 [A] ist zu sehen, dass der
aus allen viablen Patientenzellen durch das Grafikprogramm berechnete Mittel-
wert bei CBD am niedrigsten war.

In Abb. 12 [B] und Tab. 14 ist erkennbar, dass durch die eingesetzten Cannabi-
noide nach 48 h Behandlung die Anzahl viabler nativer Blasten mit individueller
Sensitivitat reduziert wurde. Wéhrend in den Patienten 1-4 die Abnahme viabler
Zellen nicht oder nur teilweise beobachtet werden konnte, war in den Patienten
5-12 mit ansteigender Patientennummerierung eine Reduktion in der Anzahl vi-
abler Blasen zu sehen (Abb. 12 [B]).

Die Patienten 1-4 zeigten bei mindestens einem Cannabinoid unter Behandlung
eine Zunahme in der Anzahl viabler Blasten. Die Patientenproben 5-12 reagierten
bei allen drei Cannabinoid-Behandlungen gleichgerichtet mit einer Abnahme in
der Anzahl viabler Zellen. Das Ausmald der Reduktion viabler Blasten war bei
THC, CBD und THC/CBD é&hnlich hoch. Nur bei Patient 11 war nach CBD- und
THC/CBD-Behandlung eine wesentlich geringere Anzahl viabler Zellen messbar
als unter THC-Behandlung. Des Weiteren war (mit Ausnahme der Patienten 1
und 3) durch CBD und THC/CBD eine starkere Abnahme der Anzahl viabler Blas-
ten im Vergleich zur THC-Behandlung zu erkennen.
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Abb. 12: Individueller und interindividueller Vergleich der Potenz der Cannabinoide.

Die Behandlung der extrahierten Patientenzellen erfolgte tiber 48 h unter Zugabe von 32 uM des
entsprechenden Cannabinoids und wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen. Der prozen-
tuale Anteil wurde jeweils normiert auf die Gruppe der unbehandelten Zellen, welche definiert
wurden als 100% viable Zellen. Aus dem Anteil der gezahlten Events wurde der Anteil der viablen
Zellen bestimmt und prozentual umgerechnet. [A] zeigt gruppiert die Verteilung des prozentualen
Anteils mononukleérer Zellen der Patienten, sortiert nach der jeweiligen Cannabinoid-Behand-
lung. Der Mittelwert wurde durch das Programm ermittelt und als Querstrich eingefugt. Ein Ver-
gleich der Potenz zwischen den eingesetzten Cannabinoiden ist ersichtlich. Das Balkendiagramm
[B] zeigt zum individuellen Vergleich den prozentualen Anteil viabler mononuklearer Zellen der
Patienten 1-12 (P1-P12) nach der jeweiligen Behandlung. Individuell kann die Abnahme viabler
Zellen durch die verschiedenen Cannabinoide innerhalb eines Patienten verglichen werden.

In Tab. 14 sind die Antigenklassen der extrahierten Blasten der Patienten aufge-
fuhrt. Obwohl die Patienten 1 und 12 identische Antigenklassen aufwiesen, zeig-
ten diese unter Cannabinoid-Behandlung sowohl die schwéchste (Pat. 1) als
auch die starkste (Pat. 12) Abnahme in der Anzahl viabler Blasten aller geteste-
ten Patientenzellen. Ein Unterschied zwischen den zwei Patienten fiel auf: die
Zellen von Patient 1 exprimierten noch zuséatzlich das NK-Zell-AG.

Die Patienten 1-3, welche keine oder nur teilweise eine Abnahme in der Anzahl
viabler Zellen durch Cannabinoide zeigten, wiesen alle das NK-Zell-AG auf. Pa-
tient 10 stellte dazu eine Ausnahme dar. Obwohl dieser ebenfalls als einzige wei-
tere Probe das NK-Zell-AG aufwies, konnte bei diesem Patienten durch eine
Cannabinoid-Behandlung eine Reduktion in der Anzahl viabler Blasten um ~50%

gezeigt werden.
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Tab. 14: Antigenklassen und Anzahl viabler mononuklearer Zellen.
Die Proben 1,3,4,5,6,7,8,9,11 waren bei -80°C eingefroren und wurden fur Versuche aufgetaut.
Die Proben 2,10,12 waren frisch isolierte mononukleare Zellen von Patienten mit akuter Leuka-
mie. Fur jeden Patienten wurden die molekulargenetisch bestimmten Antigenklassen und die im
FACS gezahlte Anzahl viabler Zellen [%] nach Behandlung mit 32 pM des jeweiligen Cannabino-
ids aufgefihrt. Abkiirzungen: AG=Antigen, HLA-DR=Human Leukocyte AG - DR isotype,
NK=Naturliche Killerzelle AG, MPO=Myeloperoxidase, T=T-Zell-AG, TdT=terminale Desoxyribo-
nukleotidyltransferase, Pan=Panleukozytenantigen. Myeloische AG: CD11c, CD13, CD14, CD15,
CD33, CD65, MPO. Vorlaufer AG: CD34, CD117, CD133, TdT, HLA-DR. NK-Zell-AG: CD56.
Panleukozyten-AG: CD45

Antigenklassen Viable Zellen [%]

Patient myeloisch ~ Vorlaufer Weitere AG THC CBD THC/CBD
1 ++ ) NK 1152 120,2 122,7
2 ++ +* NK 127,8 77,4 107,8
3 ++ ++* Pan/ NK 95,1 103,1 98,4
4 ++ ++ 104,6 72,3 79,4
5 83,2 64,9 60,3
6 + ++ 79,7 56,7 64,8
7 ++ ++ T 72,1 54,7 68,2
8 57,6 47,4 51,7
9 + 68,5 40,7 48,8
10 ++ NK 56,3 43,4 42,5
11 ++ ) 50,1 17,3 4,7
12 ++ +) 0,1 0,1 0,1

(+) = schwach positiv fir 1 AG, + = 1 AG, ++ 2 2 Antigene, *=Vorlaufer-AG HLA-DR
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Im Vergleich zu den Leuké&miezellen wurden die Donorenzellen ebenfalls mit
CBD behandelt. Die Donorenzellen von gesunden Knochenmarksspender zeig-
ten unter steigender Konzentration eine Zunahme der Apoptoseinduktion
(Abb. 13). Im Vergleich zu den behandelten Leukamiezellen war das Ausmal3 der
Apoptose in Donorenzellen unter 32 uM CBD weniger stark ausgepragt. Der Mit-
telwert der gruppiert aufgetragenen Zellen wurde durch das verwendete Grafik-
programm ermittelt und als Querstrich in die Grafik eingefiigt. Bei den Donoren
wurde zusatzlich noch die Standardabweichung aufgetragen.

Leukdmien Donoren
150+ 150+
g 3 g e u
c 100+ c 100+
2@ Q@ .
= r =
() ——— )
o 50+ * . 8 50+
o . -
> >
®
0 + 0 T T
32 uM 24 uyM 32 uM
Al CBD [B] CBD

Abb. 13: Anteil viabler Leukéamie- und Donorenzellen nach 48 h CBD Behandlung.

Die Grafik zeigt den prozentualen Anteil viabler Zellen der getesteten Leukamiezellen von Pati-
enten und Zellen von 6 gesunden Knochenmarksspendern (Donoren) nach Behandlung mit CBD
Uber 48 h. Zur Messung wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Die Apoptoseinduktion
wurde auf die unbehandelte Kontrollzellgruppe normalisiert. Der aus den jeweiligen Zellen ermit-
telte Mittelwert und die Standardabweichung (nur in [B]) wurde durch das Programm berechnet
und in die Grafik eingefugt.
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4.3. Veranderung zellularer Signalwege durch Cannabinoide

In 4.1 und 4.2 wurden an Leukamiezelllinien und extrahierten mononukleéren
Zellen von Patienten mit akuter Leukdmie Veranderungen in der Zellzahl durch
eine Cannabinoid-Behandlung gezeigt. Um mehr Information dartiber zu erhal-
ten, wie Cannabinoide wirken und was in Signalwegen durch THC oder CBD ver-
andert wird, wurden Phosphorylierungsdnderungen der Leukamiezelllinien unter
Cannabinoid-Behandlung untersucht.

Initial sollte gezeigt werden, ob und in welchen Signalwegen Phosphorylierungs-
anderungen durch THC stattfanden. Anschliel3end sollte dies fur THC validiert
und fir CBD untersucht und ebenfalls validiert werden. Weiter wurde durch den
Einsatz zweier unterschiedlicher Konzentrationen von THC und CBD die Dosis-

Wirkungs-Beziehung der Phosphorylierungsénderungen untersucht.

4.3.1. Das Human Phospho-Kinase Array

Zur Detektion des Einflusses von THC auf wichtige intrazellulare Signalwege
wurde das Human Phospho-Kinase Array (R and D Systems) mit der Jurkat Zell-
linie durchgefiihrt. Es wurden 80 uM THC im Sinne einer inhibitorischen Konzent-
ration von mindestens 90% (ICq0) verwendet. Mit Hilfe der Schablonen der zwei
Membranen A und B (Abb. 14) und den dazugehérigen Tabellen (Tab. 15,
Tab. 16) konnten die Membranen ausgewertet werden, um Phosphorylierungs-
anderungen festzustellen. Detektierte Phosphorylierungséanderungen in Signal-
wegen unter THC-Behandlung sollten im Verlauf fir THC und CBD verifiziert und

auf eine Konzentrationsabhangigkeit untersucht werden.

Auf den Membranen A2 und B2 konnte man durch Behandlung der Jurkat Zellen
mit THC eine abnehmende Phosphorylierung verschiedener Proteine erkennen,
die in die Signaltransduktion von Proliferation und Viabilitat involviert sind. Auf-
fallend waren unter anderem die Felder des AKT- (@) und ERK-Signalwegs (®)
(Abb. 15).
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Abb. 14: Schablone zur Auswertung des Human Phospho-Kinase Arrays.
Auswertung der Phosphorylierungséanderung in Membran [A] und [B] mit Hilfe der Schablone.
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Abb. 15: Ergebnis des durchgefiihrten Human Phospho-Kinase Arrays.

Durchfiihrung des Phosphorylierungs-Arrays nach dem Standardprotokoll von R and D Systems.
In A1 und B1 sind die Phosphorylierungen der unbehandelten Jurkat Zellen zu sehen. In A2 und
B2 sind die Phosphorylierungen der fir 90 min mit 80 yM THC behandelten Jurkat Zellen darge-
stellt; zusatzlich wurden die signifikant alterierten Phosphorylierungsstellen markiert: © STAT6,
@ STAT2, ® AMPKa2, @ MSK1/2, ® ERK1/2, ® STAT5a/b, @ AKT 1/2/3 (Ser473), ® WNKI.
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Tab. 15: Tabelle der Membran A des Human Phospho-Kinase Arrays.
Koordinaten zum Auswerten der Phosphorylierungséanderungen (A-G: 1-10).

Membran | Ziel/ Kontrolle | Phosphorylie- Membran | Ziel/ Kontrolle | Phosphory-
A rungsstelle A lierungsstelle
Al, A2 Referenz Feld | - D5, D6 Lck Y394
A3, A4 P38a T180/Y182 D7, D8 STAT2 Y689
A5, A6 ERK1/2 T202/Y204, D9, D10 STATS5a Y694
T185/Y187
A7, A8 JNK1/2/3 T183/Y185, El, E2 Fyn Y420
T221/Y223
A9, A10 | GSK-3a/B S21/S9 E3, E4 Yes Y426
B3, B4 EGF R Y1086 E5, E6 Far Y412
B5, B6 MSK 1/2 S376/S360 E7, E8 STAT6 Y641
B7, B8 AMPKa1 T183 E9, E10 STATS5b Y699
B9, B10 Akt 1/2/3 S473 F1, F2 Hck Y411
C1,C2 TOR S2448 F3, F4 Chk-2 T68
C3,C4 CREB S133 F5, F6 FAK Y397
C5, C6 HSP27 S78/S82 F7, F8 PDGF RB Y751
C7,C8 AMPKa2 T172 F9, F10 STAT5a/b Y694/Y699
C9, C10 | B-Catenin - G1, G2 Referenz Feld | -
D1, D2 Src Y419 G3, G4 PRAS40 T246
D3, D4 Lyn Y397 G9,G10 | PBS (negativ | -
Kontrolle)
Tab. 16: Tabelle der Membran B des Human Phospho-Kinase Arrays.
Koordinaten zum Auswerten der Phosphorylierungséanderungen (A-G: 11-18).
Membran | Ziel/ Kontrolle Phosphory- Membran | Ziel/ Kontrolle | Phosphory-
B lierungsstelle B lierungsstelle
Al3, A14 | p53 S392 D15, D16 | eNOS S1177
Al7, A18 | Referenz Feld - E11, E12 | STAT3 Y705
B11, B12 | Akt 1/2/3 T308 E13, W14 | p27 T198
B13, B14 | p53 S46 E15,E16 | PLC-yl Y783
C11,C12 | p70 S6 Kinase | T389 F11, F12, | STAT3 S727
C13,C14 | p53 S15 F13, F14 | WNK1 T60
C15,C16 | c-Jun S63 F15, F16 PYK2 Y402
D11, D12 | p70 S6 Kinase | T421/S424 G11, G12 | HSP60 -
D13, D14 | RSK 1/2/3 S$380/S386/S G17, G18 | PBS (negativ
377 Kontrolle)

46




4.3.2. Veranderungen im PI3K/AKT-Signalweg durch Cannabinoide

Zur Validierung und weiteren Untersuchung der im Kapitel 4.3.1 gezeigten
Dephosphorylierung im AKT-Signalweg wurden Western Blots mit den entspre-
chenden Phospho-Antikérpern (AK) im Jurkat Model und zuséatzlich in den
MOLM-Zelllinien durchgefuhrt. Anhand der Bandenstarke der Western Blots
sollte gezeigt werden, ob THC und CBD ahnliche Phosphorylierungsanderungen
bewirken und ob diese konzentrationsabhangig sind.

Benutzt wurden zwei spezifische AK zur Darstellung zweier essenzieller Resi-
duen zur Aktivierung von AKT, Threonin 308 (Thr308) und Serin 473 (Ser473).
Die im PI3K/AKT-Signalweg vorkommende p70 S6 Kinase, welche dem AKT
nachgeschaltet ist, wurde ebenfalls mit einem spezifischen Phospho-AK der
p70 S6 Kinase (Thr389) untersucht. Dies diente der Kontrolle der Phosphorylie-
rungsanderungen auf mehreren Ebenen des PI3K/AKT-Signalwegs. Es wurden
zwei unterschiedliche Konzentrationen von THC und CBD (ICs0~20 uM,
ICo0 ~40 uM) fur 90 min eingesetzt, um eine Konzentrationsabhangigkeit der

Phosphorylierungsanderung durch THC und CBD zu uberprufen.
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4.3.2.1 Phosphorylierungsanderung in Jurkat Zellen

Unter Verwendung der oben beschriebenen Phospho-AK von AKT und der
p70 S6 Kinase (Thr389) konnte gezeigt werden, dass in den Jurkat Zellen kon-
zentrationsabhangig eine Abnahme der Signalintensitat der Banden durch eine

Cannabinoid-Behandlung bestand.

Es zeigte sich konzentrationsabhéngig eine abnehmende Bandenintensitat unter
Verwendung der drei Phospho-AK. Im Allgemeinen zeigte CBD in Jurkat Zellen
eine potentere Dephosphorylierung im PI3K-Signalweg als THC. Eine vergleich-
bare Abnahme in der Bandenintensitat durch THC und CBD zeigte sich lediglich
beim Phospho-AK der p70 S6 Kinase (Thr389) (Abb. 16).

[A] 72kDa -“ D; wu| pp70 56 Kinase (Thr389), E m | pp70 56 Kinase (Thr389),
70 kDa " | 70kDa
a-Tubulin, T | B-Actin,

55 kDa v 52kDa h Py §5 KDa
CBD [uM] 20 40 - -
THC [uM] 20 40
[Bl 72pa v
PAKT (Serd73), sy | PAKT (Serd73),
55 kDa | s ot 60 kDa _ — 60 kDa
_— pe| o-Tubulin, [ B-Actin,
55kDa | W — 52 kDa RNy 45 kDa
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55 kDa L--— 52 kDa 45 kDa
CBD [uM] 20 40
THC [uM] 20 40

Abb. 16: Phosphorylierungsadnderungen im PI3K/AKT-Signalweg in Jurkat Zellen.

Die Jurkat Zellen wurden fur 90 min mit 0 uM, 20 uM und 40 pM CBD oder THC behandelt. Die
Proteine wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Western Blots fixiert. Es
erfolgte die Inkubation mit den AK pAKT(Thr308) [A], pAKT(Ser473) [B] und pp70 S6 Kinase
(Thr389) [C]. a-Tubulin-AK und B-Actin-AK dienten als Ladekontrolle.
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4.3.2.2 Phosphorylierungsénderung in MOLM13 Zellen

In MOLM13 Zellen zeigte sich eine Abnahme der Bandenintensitat unter
Cannabinoid-Behandlung (Abb. 16).

Bei der hohen Konzentration zeigten THC und CBD in Jurkat Zellen eine hoch
potente Dephosphorylierung im PI3K/AKT-Signalweg, mit Ausnahme der Bande
des pAKT(Ser473)-AKs unter THC-Behandlung (Abb. 17). Wahrend unter THC-
Behandlung eine konzentrationsabhangige Abnahme der Bandenintensitat zu er-
kennen war, fiel auf, dass bei 20 uM CBD in [B] und [C] eine starkere Bandenin-

tensitat als bei der unbehandelten Vergleichsprobe auftrat.
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THC [uM] - - - - 20 40
[B] 72kDa p— PAKT (Ser473), T PAKT (Ser473),
55 kDa : 60 kDa 60 kDa
a-Tubulin, a-Tubulin,
55 kDa 52 kDa - 52 kDa
THC [uM] - - - - 20 40
CBD [uM] - 20 40 . . .
: AKT (Thr308),
C] 72kDa p pAKT (Thr308),
[C] 55kDa | F -E 60 kDa 60 kDa
a-Tubulin, B-Actin,
55 kDa 52 kDa I Py ooy g | 45 (D2
THC [uM] - - - - 20 40
CBD [uM] - 20 40

Abb. 17: Phosphorylierungsadnderungen im PI3K/AKT-Signalweg in MOLM13 Zellen.
Darstellung der Phosphorylierungséanderung von AKT und p70 S6 Kinase in der Leuk&miezelllinie
MOLM13. Die Zellen wurden jeweils fir 90 min mit 0 uM, 20 uM und 40 uM CBD oder THC
behandelt. Die Proteine wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Western Blots
fixiert. Es erfolgte die Inkubation mit den AK pp70 S6 Kinase (Thr389) [A], pAKT(Ser473) [B] und
pAKT(Thr308) [C]. Als Ladekontrolle wurden die AK a-Tubulin und 3-Actin verwendet.
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4.3.2.3 Phosphorylierungsdnderung in MOLM14 Zellen

Eine Untersuchung der Phosphorylierung von AKT und der p70 S6 Kinase in der
AML Leukamiezelllinie MOLM14 zeigte eine reduzierte Bandenintensitat unter

steigender Konzentration von THC und CBD.

Im Allgemeinen schien CBD potenter in Bezug auf die Dephosphorylierung des
PI3K-Signalwegs in Jurkat Zellen als THC zu sein (Abb. 18). Auffallend war die
Bandenintensitat in [B] unter THC-Behandlung. Hier zeigte sich kaum eine
Abnahme in der Bande unter steigender Konzentration von THC bei Verwendung
des AKs pAKT(Ser473).
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Abb. 18: Phosphorylierungsanderungen im PI3K/AKT-Sighalweg in MOLM14 Zellen.
Darstellung der Phosphorylierungsanderung von AKT und p70 S6 Kinase in den
Leukamiezelllinien MOLM14. Die Zellen wurden jeweils fir 90 min mit O uM, 20 pM und 40 pM
CBD oder THC behandelt. Die Proteine wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Western Blots fixiert. Es erfolgte die Inkubation mit den AK pp70 S6 Kinase (Thr389) [A],
pAKT(Ser4d73) [B] und pAKT(Thr308) [C]. Als Ladekontrolle wurden die AK a-Tubulin und 3-Actin
verwendet.
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4.3.3. Regulierungen durch Cannabinoide im MAPK/ERK-Signhalweg

Analog zu den Western Blots mit den Phospho-AK des PI3K/AKT-Signalwegs
wurden Untersuchungen des MAPK/ERK-Signalwegs in den Leukamiezelllinien
Jurkat, MOLM13 und MOLM14 mit dem Phospho-Priméar-AK ppERK (Thr980)
durchgefuhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass in allen 3 Zelllinien durch eine Behandlung mit
THC oder CBD eine konzentrationsabhangige Abnahme in der Bandenintensitét
von pERK stattfand (Abb. 19), wobei wiederum CBD potenter in der Regulation
des MAPK/ERK-Signalwegs war als THC.

[A]  55kDa PPERK (Thra80), : PPERK (Thro80),
-_— ey 42+44 kDa - 42+44 kDa
2 a-Tubulin, a-Tubulin,
55 kDa NS S e | 52 kDa 52 kDa
CBD [uM] - 20 40 - - -
THC [uM] - - 20 40
B]  55kDa 3 pPERK (Thro80), : PPERK (Thr980),
v~ — 42+44 kDa — g ) 4544 KDa
a-Tubulin, | @-Tubulin,
55 kDa 52 kDa . 52 kDa
CBD [uM] - 20 40 ) )
THC [uM] - - - - 20 40
[Cl  s5kDa - bpERK (Thro80), — PPERK (Thro80),
P — 42+44 kDa VY r~m—— 42+44 kDa
a-Tubulin, a-Tubulin,
55 kDa h 52 kDa I. FREEN W | 52 kDa
CBD [uM] - 20 40 - -
THC [uM] - - 20 40

Abb. 19: Phosphorylierungsanderungen im MAPK/ERK-Signalweg.

Vorbehandlung der Jurkat [A], MOLM13 [B] und MOLMZ14 [C] Zellen fur 90 min mit O pM, 20 uM
und 40 uM CBD oder THC. Die Proteine wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Western Blots fixiert. Verwendeter Primarantikérper war ppERK (Thr980) und als Ladekontrolle
diente der a-Tubulin-AK.
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Hinblick auf die Frage nach der antileuka-
mischen Wirkung vom nicht-psychoaktiven Cannabisderivat CBD eine eindeutige
proapoptotische Kapazitdt nachgewiesen werden. Sowohl im Ausmald der
Apoptoseinduktion als auch im Wirkungsmechanismus schien sich CBD marginal
vom THC zu unterscheiden. Weiter konnte geklart werden, ob durch die Kombi-
nation THC/CBD das nebenwirkungsreiche THC reduziert werden kdnnte, mit ei-
ner vergleichbaren oder starkeren proapototische Kapazitat als THC oder CBD

allein.

Bei der Messung der Anzahl apoptotischer Zellen im Annexin V/PI basierten As-
say zeigte sich durch die Behandlung mit Cannabinoiden in allen untersuchten
Leukamiezelllinien konzentrationsabhéngig eine Apoptoseinduktion. Durch die
hohen Standardabweichungen konnten allerdings nur wenige signifikante Unter-
schiede zwischen den verwendeten Cannabinoiden gemessen werden. Die
durch nichtlineare Regression ermittelten 1Cso-, IC70- und ICoo-Werte zeigten eine
tendenziell starkere Apoptoseinduktion durch CBD als durch THC oder
THC/CBD. Zu beachten ist, dass die 1Cgo-Werte durch die nichtlineare Regres-
sion des Grafikprogramms teilweise extrapoliert wurden.

Die Ergebnisse lassen hinsichtlich der Starke der Apoptoseinduktion in Leuka-
miezellen einen Vorteil fir CBD vermuten. Die ebenfalls eingesetzte Kombination
THC/CBD unterschied sich anhand der erhobenen Apoptosedaten kaum von der
THC-Behandlung bezlglich des Ausmaldes der Apoptoseinduktion. Die Konzen-
tration vom nebenwirkungsreichen THC ist durch die Kombination mit CBD ge-
ringer, mit einer ahnlich hohen Apoptoseinduktion wie THC allein. Daher kdnnte
es als eine potenzielle Alternative zu THC fir einen moglichen klinischen Einsatz
von Cannabinoiden gesehen werden.

Allerdings zeigte THC/CBD eine geringere proapoptotische Kapazitat als CBD.
Daher war von den drei getesteten Cannabinoiden CBD das potenteste und das
am ehesten erfolgversprechendste Cannabinoid fur einen méglichen kinftigen

klinischen Einsatz zur Therapie von Patienten mit akuter Leukamie.
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Vergleicht man nun die Starke der Apoptoseinduktion der vier untersuchten Leu-
kamiezelllinien miteinander, zeigen HL-60 Zellen die starkste Apoptoseinduktion
durch Cannabinoide, gefolgt von MOLM13 Zellen und der T-ALL Leukamiezellli-
nie Jurkat. In MOLM14 Zellen erzielte die Behandlung mit Cannabinoiden die
schwachste Apoptoseinduktion. Zusatzlich zeigen MOLM14 Zellen kaum nen-
nenswerte Unterschiede in der Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich der drei
eingesetzten Cannabinoide.

MOLM13 und MOLM14 Zellen entstammen demselben Patienten und besitzen
viele Gemeinsamkeiten. Trotzdem war erkennbar, dass MOLM14 Zellen auf eine
Behandlung mit Cannabinoiden mit einer geringeren Apoptoseinduktion reagier-
ten als MOLM13 Zellen. Mdglicherweise kénnte dies auf relevante Unterschiede
in ihrer Antigenexpression hinweisen, die Cannabinoiden eine starkere Apoptos-
einduktion in MOLM13 Zellen ermdglichten als in MOLM14 Zellen.

Dies konnte auch als Erklarung fur das starke proapoptotische Ansprechen von
HL-60 Zellen auf Cannabinoide dienen. Die HL-60 Zellen unterscheiden sich
moglicherweise in relevanten Antigenen und zellularen Eigenschaften von ande-
ren Leukadmiezelllinien, so dass sie auf eine Cannabinoid-Behandlung am Stark-

sten ansprachen.

Salitzky konnte leuk&miezelllinienubergreifend eine Apoptoseinduktion durch
THC nachweisen (Salitzky, 2017). Vergleicht man die berechneten ICso-Werte
aus 4.1 mit Vordaten der Kollegen, war durch eine THC-Behandlung in dieser
Arbeit eine starkere Apoptoseinduktion in den Leukdmiezellmodellen erkennbar.
Erklarungen fir die unterschiedlich hohen ICso-Werte konnten methodische Dif-
ferenzen sein, wie zum Beispiel Kulturbedingungen, Dosierungen und individu-
elle zellulare Sensitivitdtsunterschiede auf THC.

Beispielsweise ist der Anteil von Serumproteinen im Kulturmedium entscheidend
fur die Wirkung von THC auf Zellen von Gliomen. Jacobsson zeigte, dass ein
Zusammenhang zwischen der FBS-Konzentration und der THC-Wirkung auf die
Zellviabilitdt besteht: je geringer die Konzentration von FBS im Kulturmedium,
desto starker die Reduktion der Zellviabilitat durch THC. Eine genaue Erklarung

fur diesen Effekt konnte nicht gefunden werden (Jacobsson et al., 2000).
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AulRerdem ist THC ein Phytocannabinoid (Yamaori et al., 2011). Als Naturprodukt
muss man in Betracht ziehen, dass THC unterschiedlich stark proapoptotisch in
Leukamiezellen wirken kann. Unter anderem ist THC sehr licht- und luftempfind-
lich (FAIRBAIRN et al., 1976) und als Losung sollte es bei -20°C gelagert werden
(Herstellerangaben der THC Pharm).

Unter Anbetracht der vielen Variablen in der Methodik kénnen die Unterschiede

zwischen den ICso-Werten dieser Arbeit und denen von Salitzky erklart werden.

Vergleichbare Versuche zur Apoptoseinduktion durch Cannabinoide in HL-60
Zellen wurden 2017 von Scott durchgefuhrt (Scott et al., 2017). 2017 konnte ge-
zeigt werden, dass CBD im Vergleich zu THC einen starkeren proapoptotischen
Effekt auf akute Leukamiezellen hatte. Dies konnte mit den in Kapitel 4.1 erho-
benen Daten bestatigt werden.

In Scotts Arbeit wurde anhand der ICso-Werte THC/CBD die hdchste proapopto-
tische Kapazitat zugesprochen, was im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt wer-
den konnte. In Kapitel 4.1 kristallisierte sich heraus, dass CBD von allen drei
getesteten Cannabinoiden tendenziell die starkste Apoptoseinduktion in akuten
Leukamiezelllinien besaR. THC/CBD hingegen erreichte eine &hnlich hohe
Apoptoseinduktion wie THC, die aber geringer war als die von CBD.

Die von Scott erhobenen ICso-Werte waren wesentlich geringer als die in Kapitel
4.1 generierten Werte. Dies konnte wie oben schon erwdhnt an methodischen
Differenzen liegen, wie zum Beispiel in unterschiedlichen Kulturbedingungen und

dem verwendeten THC.

Um die Versuche so gut wie moglich an den klinischen Alltag anzupassen, wéare
eine Kombination der Cannabinoidbehandlung mit den gangigen Chemothera-
peutika sinnvoll. Der Effekt durch die kombinierte Behandlung wurde von Scott
untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine zunehmende Zytotoxizitat durch die
Kombination von Chemotherapeutika (Vincristin, Cytarabin) mit Cannabinoiden.
HL-60 Zellen zeigten einen ICso-Wert von 20 nM unter Vincristin, wahrend unter
Zugabe einer subtoxischen Dosis von THC/CBD der ICso-Wert auf 3,2 nM redu-

ziert werden konnte (Scott et al., 2017).
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Wegen der hohen Standardabweichung konnten die Ergebnisse des Annexin
V/PI basierten Assays im Kapitel 4.1 nur als Tendenz fiir eine héhere zellulare
Apoptoserate durch Behandlung mit CBD interpretiert werden. Es bedarf weiterer
Versuche, um einen klaren proapoptotischen Vorteil von CBD gegenuber THC in
Leukamiezelllinien zu zeigen.

Ein weiterer Schritt kdnnten randomisierte prospektive Studien mit THC/CBD und

CBD sein, um das therapeutische Potential im klinischen Einsatz bei akuter Leu-

kamie abschatzen zu kdnnen.
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Wie oben beschrieben bewirken Cannabinoide in Leukamiezelllinien eine
Apoptoseinduktion. Diese sollte in nativen Blasten ex vivo untersucht und gege-

benenfalls gezeigt werden.

In den Versuchen konnte in nativen Blasten durch eine Cannabinoid-Behandlung
eine zytoreduktive Wirkung mit individueller Sensitivitdt beobachtet werden.
Diese individuelle Sensitivitat der nativen Blasten auf Cannabinoide kénnte mit
der jeweiligen Antigenexpression zusammenhéangen (Tab. 14). Wie in Kapitel 4.2
beschrieben, wurde das NK-Zell-AG CD56 von den drei Patienten exprimiert, die
das schwéchste proapoptotische Ansprechen auf eine Cannabinoid-Behandlung
aufwiesen (Patient 1,2,3). Moglicherweise spielt CD56 eine wichtige Rolle bei der
zellularen Wirkung von Cannabinoiden in akuten Leuk&mien.

Die NK-Zell-Leukamie (ANKCL) ist als eine sehr aggressive Neoplasie mit hoher
Mortalitat bekannt. Die zugrundeliegende Pathophysiologie der ANKCL ist eine
unkontrollierte Aktivierung der Monozyten und Makrophagen als Reaktion auf Zy-
tokine der NK-Zellen (Okuda et al., 1991, KaizU et al., 2004). In der Definition der
NK-Zell-Leukadmie ist neben dem CD56-AG unter anderem das Vorliegen des
Vorlaufer-AG HLA-DR genannt (Okuda et al., 1991, (Imamura et al., 1990), wel-

ches bei Patient 2 und 3 molekulargenetisch nachgewiesen werden konnte.

Salitzky beschreibt eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung von THC
in Leukamiezelllinien und mononuklearen Patientenzellen mit vor allem lympha-
tischer Differenzierung oder in myeloischen Zellen mit aberranter Expression
lymphatischer Marker (Salitzky, 2017). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten
diese Aussagen nicht unterstiitzen, da die untersuchten mononukledren Zellen

kaum B- oder T-Zell Antigene exprimierten.

Um eine fundierte Aussage zu Einflissen von bestimmten Antigenen auf das An-
sprechen einer Cannabinoid-Behandlung treffen zu kénnen bedarf es weiterer
Versuche. Hier sollte ein Schwerpunkt daraufgelegt werden, inwieweit Antigen-
klassen den zytoreduktiven Effekt von Cannabinoiden beeinflussen. In Zukunft

konnte es moglich sein, anhand eines molekularen Profils zu entscheiden, ob ein
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Patient von einer Cannabinoid-Behandlung profitiert oder nicht. Weitere Versu-
che sollten diese Aussage an groReren Patientenkohorten mit Blick auf AG-
Klassen validieren. Das NK-Zell-AG kdnnte beispielsweise solch ein molekularer
Marker sein. Bei Expression von NK-Zell spezifischen AG kénnte man moglich-
erweise davon ausgehen, dass bei diesen Patienten nur eine geringe zytoreduk-
tive Wirkung von Cannabinoide auf mononuklearen Zellen zu erwarten ist.

Da in dieser Arbeit native Blasten von Patienten mit AML oder AUL untersucht
wurden, sollten ebenfalls Patienten mit einer ALL mit in die Versuchsplanung auf-
genommen werden, um eine leukdmiezellibergreifende Aussage treffen zu kon-

nen.

Diese weiteren Analysen von Mutationen und Antigenexpressionen mononukle-
aren Zellen mit Blick auf das Therapieansprechen von Cannabinoiden kénnten
ein erfolgsversprechendes Konzept sein, um moglicherweise in Zukunft im klini-
schen Alltag eine Patientengruppe definieren zu kdnnen, die von einer THC- oder
CBD-Behandlung profitieren kénnte.

Bisherige Versuche zeigten, dass gesundes Gewebe von Knochenmarksspen-
dern eine niedrige Expression von CB1/2-Rezeptoren aufweisen (Salitzky, 2017,
Kampa-Schittenhelm et al., 2016). Durch die Messung der Apoptoseinduktion
durch CBD in Zellen gesunder Knochenmarksspender konnte gezeigt werden,
dass CBD in gesunden Zellen weniger stark Apoptose induziert als in Leukéamie-
zellen. Durch diesen Nachweis und das Wissen, dass Cannabinoide vor allem
Uber die CB1/2-Rezeptoren Apoptose induzieren, kénnten Cannabinoide im kli-
nischen Kontext eingesetzt werden, um maligne Zellen zu reduzieren, ohne aber

zu stark auf gesunde Zellen zu wirken.
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Um die unterschiedlich starke Apoptoseinduktion durch THC oder CBD in Leu-
kamiezellen auf zellularer Ebene zu erklaren, wurde deren Wirkungsweise in
zwei Signalwegen untersucht und miteinander verglichen. Ziel war es, Anderun-
gen in zellularen Signalwegen durch Behandlung mit THC oder CBD aufzude-
cken und in Hinblick auf die Starke des bewirkten Effekts Unterschiede zwischen
beiden Cannabinoiden zu beschreiben. Dies kdnnte Aufschluss tber die Wirk-
weise von Cannabinoiden geben und eine Erklarung dafir liefern, warum sie in

Leukamiezellllinien unterschiedlich stark wirkten.

Mit Hilfe des Human Phospho-Kinase Arrays und den Auswertungen der ange-
fertigten Western Blots konnte gezeigt werden, dass THC und CBD konzentra-
tionsabhangig eine Dephosphorylierung des PI3K/AKT-(AKT Threonin/Serin,
p70 S6 Kinase) und MAPK/ERK-Signalwegs (pERK) bewirkten.

Kalenderoglou beschrieb 2017, dass durch eine Behandlung von Jurkat Zellen
mit CBD das Phosphorylierungslevel von AKT und dem ribosomalen Protein S6
signifikant herabreguliert wurde und die Deaktivierung von S6 zeitabhéngig war.
Unter steigender Konzentration von CBD wurde keine Dosis-Wirkungs-Bezie-
hung festgestellt (Kalenderoglou et al., 2017). Mit Hilfe von Western Blots und
den verwendeten Phospho-Antikérpern konnte in dieser Arbeit eine konzentrati-
onsabhangige Dephosphorylierung unter CBD-Behandlung bestatigt werden. Al-
lerdings zeigte sich, anders als durch Kalenderoglou beschrieben, durch den
Einsatz zweier Konzentrationen der Cannabinoide eine Dosis-Wirkungs-Bezie-

hung beziglich der Dephosphorylierung in akuten Leukamien.

Unter CBD- und THC-Behandlung ist in Jurkat Zellen konzentrationsabhangig
eine Dephosphorylierung erkennbar. Bei der Behandlung mit THC ist diese unter
Verwendung des pAKT-AKs allerdings nur gering ausgepragt.

In den MOLM13 Zellen sind bei hohen Konzentrationen von CBD die Banden
kaum mehr zu erkennen. Dies spricht daftir, dass eine starke Dephosphorylie-
rung stattfand. Allerdings nahm im Vergleich zur Kontrollgruppe die Bandenin-

tensitat, also die Phosphorylierung, bei den pAKT-AK unter geringerer
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Konzentration von CBD zu. THC zeigte im Vergleich zur hohen Dosis CBD eine
weniger stark ausgepréagte konzentrationsabhangige Dephosphorylierung, vor al-
lem beim Einsatz des pAKT(Ser473)-AKs.

Die MOLM14 Zellen zeigten unter CBD eine konzentrationsabhangige Dephos-
phorylierung mit einer kaum wahrnehmbaren Bande nach Behandlung mit 40 uM
CBD. Unter THC zeigt sich ebenfalls eine Abnahme der Bandenintensitat, aller-
dings in geringerem Ausmal} als unter CBD. Auch in MOLM14 Zellen fiel eine

schwéachere Dephosphorylierung beim AK pAKT(Ser473) auf.

Die schwéachere Abnahme der Bandenintensitat bei Verwendung des
PAKT(Ser473)-AKs nach einer THC-Behandlung konnte ein Hinweis dafir sein,
dass sich THC und CBD moglicherweise in ihrer Wirkung auf das Serin-Resi-
duum des AKTs unterscheiden. Es ist bekannt, dass AKT durch Phosphorylie-
rung vollstandig aktiviert wird. Wie in der Einleitung beschrieben wurde, reguliert
der PI3K/AKT-Signalweg zellulare Prozesse wie Wachstum, Uberleben, Prolife-
ration und Metabolismus. Die Dephosphorylierung der AKT-Residuen durch Can-
nabinoide kdnnte Einschrankungen in genau diesen Regulationsmdglichkeiten
nach sich ziehen und eine zellulare Apoptoseinduktion bewirken. Die beobach-
tete unterschiedliche Dephosphorylierung im Serin-Residuum des AKTs durch
THC und CBD konnte eine mogliche Erklarung fir die unterschiedlich starke

Apoptoseinduktion sein, da sie das Zelliberleben unterschiedlich regulieren.

Um diese Hypothese weiter zu untersuchen und zu bestéatigen, miusste das Aus-
malfi der Dephosphorylierung unter THC- und CBD-Behandlung in weiteren Ver-
suchen an Leukdmiezellen getestet und quantifiziert werden. Um zu zeigen, dass
unter THC-Behandlung eine geringere Dephosphorylierung des Serin-Residu-
ums von AKT in Zellen zu beobachten ist als unter CBD-Behandlung, sollte mit

weiteren Phospho-AK der Effekt auf das Serin-Residuum validiert werden.

59



Im Gegensatz zur Dephosphorylierung des PISK/AKT-Signalwegs durch Can-
nabinoide beschreibt Kalenderoglou in Jurkat Zellen nach Behandlung mit CBD
eine nicht signifikante Zunahme der Phosphorylierung von MAPK (Kalenderoglou
et al., 2017). Die im Kapitel 4.3 erhobenen Daten wiedersprechen den Ergebnis-
sen von Kalenderoglou. Diese zeigten eine konzentrationsabhéngige Dephos-

phorylierung von pERK durch THC und CBD in allen untersuchten Zelllinien.

Um sicher zu stellen, dass eine konzentrationsabhangige Herabregulierung im
MAPK-Signalweg besteht, bedarf es weiterer Versuche zur Validierung der Phos-
phorylierungsénderungen in Leukamiezellen unter Cannabinoid-Behandlung.
Diese sollten mit verschiedenen Konzentrationen und mit Phospho-AK nachge-
schalteter Kinasen des pERKSs durchgefiihrt werden. Dies konnte mdglicherweise
die Diskrepanz beseitigen, die sich durch den Nachweis von sowohl einer
Dephosphorylierung (Kapitel 4.3) als auch einer Phosphorylierungszunahme

(Kalenderoglou) von pERK unter Cannabinoid-Behandlung ergeben hat.

Obwohl sich in den Signalwegen eine starke Regulation durch Cannabinoide
zeigte, war diese nicht in gleichem Ausmal’ in der Apoptoseinduktion erkennbar.
CBD induzierte unter steigender Konzentration die zellulare Apoptose und eine
Dephosphorylierung in den Signalwegen. Allerdings schien die Wirkung der Can-
nabinoide potenter in der Dephosphorylierung als in der zellularen Apoptosein-
duktion zu sein. Es konnte sein, dass CBD die untersuchten Signalwege
beeinflusste und herabregulierte, der Effekt aber durch Anderungen in noch nicht
untersuchten Signalwegen relativiert wurde und sich dadurch die Apoptoseinduk-
tion nicht so eindrticklich darstellte wie die Dephosphorylierung.

Die Erkenntnis, dass THC und CBD einen herabregulierenden Effekt auf den
PI3K/AKT- und MAPK-Signalweg besitzen, kdnnte helfen, den Wirkmechanis-
mus von Cannabinoiden zu erklaren und genauer zu verstehen. Da beide unter-
suchten Signalwege wichtige zellulare Funktionen regulieren und bei Krankheiten
und Tumorerkrankungen verandert bzw. fehlreguliert sind, kdnnte hier ein An-

satzpunkt fur weitere Forschungen zur Wirkungsweise von THC und CBD liegen.
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Ein weiteres Forschungsfeld eroffnet sich in Hinblick auf den PI3K/AKT-
Signalweg. Durch die unterschiedlich starke Regulation des Signalwegs durch
THC und CBD koénnten die Unterschiede im Wirkmechanismen der beiden Can-

nabinoide weiter erforscht werden.

Um den Wirkungsmechanismus von Cannabinoiden, vor allem von CBD, weiter
zu klaren, sollten weitere Signalwege untersucht werden. Beispielsweise zeigten
sich im Human Phospho-Kinase Array (Abb. 14) weitere Phosphorylierungséan-
derungen. Diese wurden im Rahmen dieser Forschungsarbeit nicht naher unter-
sucht und kénnten weitere Forschungsfelder darstellen, um die Wirkungsweise

von Cannabinoiden in akuten Leuk&mien weiter zu spezifizieren.
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6. Fazit

Da der klinische Einsatz von THC wegen der psychogenen Nebenwirkungen li-
mitiert und reglementiert wird, ware CBD als optionales Therapeutikum ohne psy-
chogene Nebenwirkungen sehr attraktiv, vor allem da es eine starke
proapoptotische Kapazitat in Leukdmiezellen aufweist.

THC/CBD hat sich im Vergleich zu THC als ahnlich stark proapoptotisch erwie-
sen. Daher kdnnte es ebenfalls ein optionales Therapeutikum darstellen, da be-
reits etablierte Medikamente mit der THC/CBD-Kombination im klinischen Alltag
bei anderen Krankheiten eingesetzt werden.

Die Ergebnisse geben Anhaltspunkte fir weitere klinische Studien zur Untersu-
chung von Signalwegen und zur Definition von Patientenkohorten mit bestimmten

Antigenen, die von einer Therapie mit Cannabinoiden profitieren kénnten.
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7. Zusammenfassung

Das Endocannabinoidsystem ist Gegenstand intensiver Tumorforschung. Fur
verschiedene Cannabinoidderivate konnte in praklinischen wie auch klinischen
Studien ein antiemetisches, schmerzlinderndes, appetitsteigerndes und antineo-
plastisches Potential nachgewiesen werden. Wahrend fir den supportiven Ein-
satz als Antiemetikum eine Therapiezulassung begleitend zur Chemotherapie
besteht, ist der antineoplastische Effekt weiter Gegenstand praklinischer For-
schung. In diesem Zusammenhang konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass
Delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC) eine antiproliferative und proapoptotische
Wirkung auf native Leuk&miezellen besitzt. Allerdings werden hohe Dosen beno6-
tigt und der Kklinische Einsatz von THC ist wegen des begleitenden psychoaktiven
Effektes begrenzt. Cannabidiol (CBD) ist ein nicht-psychoaktives Cannabinoid-
derivat was fur den klinischen Einsatz von Vorteil wéare — wobei bislang nicht be-
kannt ist, ob bezuglich des antineoplastischen Effektes CBD dem THC &quivalent
ware. Dieser Aspekt wird in der vorliegenden Promotionsarbeit adressiert.

In dieser Arbeit wurde die antileukdmische Wirkung von CBD versus THC versus
einer 1:1 Kombination von THC und CBD auf Leukdmiezellmodelle wie auch na-
tive Patientenproben untersucht. Methodisch kamen Zellexperimente in Bezug
auf den Nachweis von Apoptoseinduktion und Zellviabilitdt zum Einsatz. Die in-
volvierten Signalwege wurden auf Proteinebene mittels einem Phosphokinase
Array untersucht. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CBD in den
untersuchten Modellen mindestens aquipotent zu der antileukamischen Wirkung
von THC ist. Im Proteinarray zeigt sich dieser Effekt vermittelt durch Inhibition der
PI3K/AKT- und MAPK/ERK-Signalwege. Im Besonderen zeigten sich weiter auch
die ex vivo behandelten nativen Patientenproben gegentiber beiden Cannabino-
iden sensitiv — wobei dies interindividuell stark variierte. Im Vergleich erwiesen
sich Proben gesunder Knochenmarksspender deutlich weniger sensitiv gegen-
Uber CBD und THC, was ein therapeutisches Fenster fur Cannabinoide eréffnet.
Die Ergebnisse dieser Arbeit dienen damit als prinzipiellen Nachweis eines anti-
leuk&mischen Effektes von CBD als auch THC, was eine weitere klinische Eva-

luation rechtfertigt.
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