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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Chronisch entziundliche Darmerkrankungen

Unter dem Begriff chronisch entztindliche Darmerkrankungen (CED) versteht man eine
rezidive oder permanente Entziindung des Gastrointestinaltraktes (GIT). Zu den zwei
haufigsten Formen von CED z&hlen Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU).
Epidemiologische Studien zeigen, dass die Inzidenz beider Erkrankungen in den
letzten Jahrzehnten angestiegen ist [1]. Die Inzidenzraten fir MC in Europa
schwanken zwischen 0,04 bis 5 Fallen pro 100000 Personenjahren und fir CU
zwischen 0,3 bis 12,7 Personenjahren. Die Pravalenz betragt fur MC bis zu 322 pro
100000 Personen und fur CU liegt sie bei bis zu 505 pro 100000 Personen in Europa
[2]. Asien und der mittlere Osten weisen eine Inzidenz von 6,3 pro 100000

Personenjahre fur CU und 5 pro 100000 Personenjahre fur MC auf [2].

Die Inzidenzraten bei CU unterscheiden sich auch zwischen den Geschlechtern. Dabei
erkranken Manner haufiger (18,2 Falle pro 100000 Personenjahre) als Frauen
(11,9 Félle pro 100000 Personenjahre) an CU [3]. Bei MC unterscheiden sich die
Inzidenzraten nach Region, so dass man keine genaue Aussage machen kann, ob

mehr Frauen oder Manner betroffen sind [4].

Die Erkrankung kann zwar schon im Kindes- und Jugendalter auftreten, jedoch liegt
der Gipfel der Manifestation zwischen 16 und 25 Jahren [5].

Die Symptome beider Erkrankungen sind Diarrh6d, Fieber, blutiger Stuhl,
Gewichtsverlust, Unterleibsschmerzen und starker Appetitverlust. Die wiederkehrende
Entziindung kann Bildung von Aphten und Fisteln begiinstigen [6]. Zusé&tzlich zeigen
Patienten auch extraintestinale Begleiterkrankungen, wie Osteoporose, Psoriasis,
Morbus Bechterew und Cholelithiasis [7]. Zudem ist eine chronische Entziindung mit

einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von Darmkrebs assoziiert [8].

MC und CU koénnen durch die Lokalisation, die Verteilung der Entziindung und durch
die Anwesenheit unterschiedlicher Immunzellen voneinander unterschieden werden.
Bei MC tritt die Entzindung diskontinuierlich im kompletten gastrointestinalen Trakt
auf. Die Entzindung ist charakterisiert durch das Auftreten sogenannter

,Skip“-Bereiche [9]. Dabei handelt es sich um Gewebeabschnitte, die von der
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Entztindung betroffen sind. Die Entztiindung betrifft alle Darmschichten: die Mukosa,
die Bindegewebsschicht (Lamina propria mucosae) und die Muskelschicht
(Lamina muscularis mucosae). Histologisch kann man Ansammlungen von
Immunzellen (Granulome) und eine vermehrte Migration von Makrophagen und

Lymphozyten in die Darmschichten beobachten [9, 10].

Dagegen ist die Entziindung bei CU auf das Kolon begrenzt und betrifft nur die Mukosa
und Submukosa [9]. Anders als bei MC ist CU durch eine kontinuierliche Entziindung
des Gewebes und den Verlust von Gobletzellen charakterisiert [9]. Histologisch ist
sowohl die Beteiligung von neutrophilen Granulozyten in der Lamina propria und den
Krypten als auch die Bildung von Kryptenabzessen und Ulzerationen zu beobachten
[9, 11].

CED wird durch das Zusammenspiel mehrerer Faktoren hervorgerufen. Dabei spielen
sowohl genetische als auch Umweltfaktoren und Defekte in der Barrierefunktion der
Mukosa eine Rolle [12]. Diese Faktoren werden in den folgenden Kapiteln naher

beschrieben.

1.1.1 Risikofaktoren chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
1.1.1.1 Umweltfaktoren

Eines der meist untersuchten Umweltfaktoren stellt das Rauchen dar. Wahrend das
Rauchen die Entstehung und Verschlechterung von MC beglnstigt, zeigt es bei

Patienten mit CU eine protektive Wirkung [13, 14].

Die hohen Inzidenzraten fir CU und MC in Industrielandern im Vergleich zu nicht
entwickelten Landern lassen vermuten, dass die westliche Erndhrungsweise und der
hohere Hygienestandard weitere Risikofaktoren fir CED darstellen [15, 16]. Eine
gesteigerte Aufnahme von Fetten, wie beispielsweise mehrfach ungesattigten
Fettsauren und Omega-6-Fettsauren fuhrten zu einem erhdhten Risiko von CU.
Dagegen wird das Risiko fur MC durch den Genuss von Ballaststoffen und Frichten
gesenkt [15]. Auch wurde gezeigt, dass die Einnahme von Gemuse das Risiko fir CU
senkt [17]. AuRBerdem wird angenommen, dass eine zu geringe Aufnahme von
Antigenen in der frihen Lebensphase aufgrund dberméafiger Hygiene eine
mangelhafte Entwicklung oder eine Uberreaktion des angeborenen Immunsystems

begunstigt [18].
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1.1.1.2 Genetik

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) auf Grundlage der Hapmap Datenbank und
Immunochip konnten insgesamt 163 Loci identifizieren, die mit einem erhdhten Risiko
fur CED assoziiert sind [19]. 1996 wurde der erste Risikolocus inflammatory bowel
disease 1 (IBD1) fur MC auf Chromosom 16 gefunden [20]. Spater wurde dieser Locus
als nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 (NODZ2) identifiziert
[21]. NOD2 ist als intrazellularer Rezeptor fur die Erkennung und Bindung von
Muramyldipeptid aus der Bakterienmembran und somit fur die Auslosung einer
Signalkaskade zur bakteriellen Abwehr wichtig [22]. Es hat sich gezeigt, dass eine
Vielzahl der beschriebenen Risikogene eine wichtige Rolle bei der Interaktion von
Mikroben mit dem Darm spielen. Weitere Risikoloci, wie STAT3 (signal transducers
and activators of transcription) und JAK2 (Januskinase 2) sind mit CU assoziiert [23,
24].

1.1.2 Der Gastrointestinaltrakt
1.1.2.1 Aufbau

Der GIT besteht aus Speiserbhre, Magen, Dinndarm und Dickdarm und hat die
Verdauung und Absorption von zugefiuhrter Nahrung als Hauptaufgabe [25]. Nachdem
die Nahrungsbestandeile im Magen enzymatisch gespalten und homogenisiert

wurden, wandert der Speisebrei in den DUnndarm.

Der Dunndarm wird in drei Abschnitte gegliedert: das Duodenum (Zwdélffingerdarm),

das Jejunum (Leerdarm) und das lleum (Krummdarm) [26].

Im DUnndarm erfolgt durch die Motilitat die Durchmischung aber auch die Absorption
der Nahrung. Die Darmschleimhaut (Mukosa) ist speziell fiur eine effiziente
N&hrstoffaufnahme aufgebaut. Durch die Bildung von Schleimhautfalten, den
sogenannten Kerckringschen Falten erfolgt eine OberflachenvergréRerung. Auf diesen
Falten befinden sich Zotten, die aus einschichtigen intestinalen Epithelzellen
(IEC: intestinal epithelial cells) bestehen, und die zweite Stufe der
OberflachenvergréRerung darstellen. Die intestinale Epithelschicht besteht aus
Enterozyten, Gobletzellen, Paneth-Zellen und enterochromaffine Zellen. Am
Kryptengrund sind sowohl Paneth-Zellen als auch Stammzellen lokalisiert. Die

pluripotenten Stammzellen dienen der standigen Neubildung und dem Erhalt der
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intestinalen Epithelschicht [26]. Paneth-Zellen sezernieren Lysozyme und Peptidasen
zur Immunabwehr [27]. Becherzellen sezernieren Muzin, ein Glykoprotein zur Bildung
der physikalischen Schutzbarriere zwischen Darmepithel und Darmflora [28].
Enterozyten besitzen zur besseren Resorption von Nahrstoffen auf ihrer luminalen
Seite  Mirkovillis, die ebenfalls der Oberflachenvergrof3erung dienen.
Enterochromaffine Zellen sezernieren den Neurotransmitter Serotonin [28]. Unterhalb
des Epithels befindet sich ein dichtes Netz von Kapillaren zur Durchblutung und der
Aufnahme der absorbierten Stoffe. Im Zentrum der Zotten sind Lymphgefal3e
lokalisiert. Charakteristisch fur das Duodenum sind die Brunner-Drisen zur Produktion
eines muzin- und bikarbonatreichen Sekrets. Das lleum unterscheidet sich durch eine
héhere Anzahl von Becherzellen und eine geringere Dichte an Zotten. Zuséatzlich
befindet sich in den Falten lymphatisches Gewebe, die sogenannten Peyerschen
Plaques, die einen Teil des darm-assoziierten Ilymphatischen Gewebes
(gut-associated lymphatic tissue (GALT) oder mucosa-associated lymphatic tissue
(MALT)) darstellen. Darauf befinden sich die sogenannten M-Zellen (microfold), die
einen Kontakt zwischen IECs und der Bindegewebsschicht (Lamina propria mucosae)
herstellen. Diese Schicht beinhaltet Immunzellen, wie Makrophagen, B- und
T-Lymphozyten, Granulozyten und dendritische Zellen [26].

Darunter liegt die Muskelschicht (Lamina muscularis mucosae).

Der Dickdarm wird ebenfalls in drei Abschnitte gegliedert: Caecum (Blinddarm) und
der Appendix vermiformis (Wurmfortsatz), Kolon (Grimmdarm) und das Rektum
(Mastdarm).

Im Dickdarm werden aus dem Speisebrei Elektrolyte und Wasser resorbiert, wodurch
der Brei dicker wird. Die Schichten sind wie im Dinndarm aufgebaut, allerdings weist
die Schleimhaut des Dickdarms keine Zotten auf. Au3erdem sind die Krypten tiefer
und dichter als im Dickdarm [26].

Auf der Oberflache der Muzinschicht des Dickdarmes ist eine Vielfalt von 300-500
verschiedenen Arten von Bakterien angesiedelt [29]. Es befinden sich zehn mal mehr
Bakterienzellen (10'#) auf der Oberflache des Darmes als eukaryotische Zellen (10%3)
im gesamten Organismus [30]. Den Hauptanteil an der Zusammensetzung der

Bakterienflora machen obligat anaerobe Bakterien aus. Dazu z&hlen beispielsweise
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Bacteroides, Bifidobakterien, Eubakterien und Clostridien [31]. Fakultativ anaerobe
Bakterien, wie Escherichia coli, Enterokokken, Klebsellia und Lactobakterien sind nur
zu einem geringen Teil vertreten. Die Bakterien spalten unverdauliche Bestandteile der
Nahrung, wie Zellulose, wodurch kurzkettige Fettsduren gebildet werden. Als
Hauptprodukt der Fermentation dienen sie anschlielRend der Energiegewinnung [32].
Weitere Abbauprodukte sind Ammoniak , Methan, Wasserstoff, Phenole und Vitamin
K [33, 34].

Eine weitere Funktion des Mikrobioms ist der Schutz vor invasiven pathogenen
Bakterien. Studien mit keimfreien Mausen zeigten eine hodhere Anfalligkeit fur
Infektionen [35].

Der Erfolg der Koexistenz zwischen Wirt und Darmflora ist von einer intakten
Schutzbarriere durch das intestinale Epithel, einer effektiven Immunantwort auf
invasive Bakterien, einer kontrollierten Immunreaktion gegen kommensale Bakterien
und der Zusammensetzung der Darmflora, dem sogenannten Mikrobiom, abhangig
[36].

1.1.2.2 Barrierefunktion und intestinales Immunsystem

Der erste Schutzmechanismus des GIT ist die Magenséaure mit einem pH von 2 [37].
Diese saure Flussigkeit fuhrt zur Denaturierung pathogener Proteine und zur
Zerstorung der Membranen von Pathogenen. Einen weiteren Schutzmechanismus
stellt die Sekretion von Defensinen, Lysozymen und Cathelicidinen dar. Defensine und
Lysozyme sind antimikrobiell wirksame Peptide, die von den Paneth-Zellen sezerniert
werden [27]. Sie dienen der Abwehr von grampositiven und -negativen Bakterien,
Viren, Pilzen und Parasiten [38-40]. ist ebenfalls ein antimikrobiell wirkendes Peptid
[41]. Es kann Lipopolysaccharide gram-negativer Bakterien binden und neutralisieren
[42]. Durch Chemotaxis kann es Monozyten, Neutrophile und T-Lymphozyten

anlocken, die anschlieRend das Antigen abwehren [43, 44].

Becherzellen sezernieren Muzin, ein Glykoprotein zur Bildung der physikalischen
Schutzbarriere zwischen Darmepithel und -flora [28]. Diese sogenannte Mukusschicht
stellt zwischen kommensalen Bakterien und IECs eine Barriere dar, so dass es zu

keiner Invasion und der Aktivierung des intestinalen Immunsystems kommt.
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Des Weiteren besitzen IECs auf ihrer Oberflache Toll-like-Rezeptoren (TLR) und
intrazellular NOD-like Rezeptoren (NLR) zur Erkennung von bakteriellen und viralen
Bestandteilen. [Quelle]. TLR und NLR gehdren zu den Mustererkennungsrezeptoren
(pattern recognition receptor (PRR)). Diese konnen Strukturen erkennen, die fur
Krankheitserreger charakteristisch sind [45]. Diese Merkmale werden unter dem
Begriff pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular

patterns (PAMP)) zusammengefasst [46].

Die Lamina propria dient ebenfalls der Immunabwehr. In ihr befinden sich diffus verteilt
oder als eine organisierte Einheit in den Peyerschen Plaques die Zellen des adaptiven
Immunsystems [26]. M-Zellen transportieren Antigene in die Bindegewebsschicht, um
sie fur die Immunzellen zuganglich zu machen [47]. Immunzellen, wie B- und T-Zellen,
Makrophagen, Granulozyten, dendritische Zellen und Plasmazellen kdnnen
anschlieend ihre Funktionen ausfihren. Einen weiteren Schutzfaktor bietet das
Immunglobulin A (IgA), das aus aktivierten B-Plasmazellen sezerniert wird [48]. IgA
wird in das Darmlumen sezerniert und kann dort Antigene neutralisieren und
opsonieren.

Ist die Barrierefunktion des Mukus gestort, wird das Eindringen von Bakterien oder
bakterieller Bestandteile beginstigt. Diese Antigene werden anschlie3end von Lamina
propria residenten Immunzellen erkannt und das adaptive Immunsystem wird aktiviert.
Durch die Aktivierung verschiedener Immunzellen kommt es zu einer erhdhten
Zytokinausschittung [49]. Diese unterscheidet sich zwischen MC und UC. Bei
Patienten mit MC finden sich vermehrt Zytokine der T-Helfer-Zelle Th1/17 -vermittelten
Immunreaktion, wahrend UC Patienten eine Th2-gerichtete Immunantwort aufweisen
[50-52]. Zytokine aktivieren naive T-Zellen. Je nachdem, welches Zytokin
ausgeschittet wird, differenzieren sich die naiven T-Zellen zu Thl-, Th2, Th17- oder
T-regulatorische-Zellen [53]. Ausdifferenzierte T-Zellen sind in der Lage, weitere
Zytokine zu sezernieren. Thl-Zellen schitten vermehrt proinflammatorische Zytokine,
wie Interferon-y (IFN-y), IL-6 oder Tumornekrosefaktor-a (TFN-a) aus. Th2-Zellen
sezernieren die IL-4, -5, -9 und -13. Th-17 Zellen sondern IL-17, -21, -22, -26 und den
TNF-a ab [53]. Die T-regulatorischen Zellen sezernieren antiinflammatorische Zytokine
und unterdriicken die Aktivierung des Immunsystems [54]. Ein grof3er Teil dieser

Zytokine aktiviert Signalwege, die zur Ausschittung weiterer Botenstoffe fuhren.
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AulRerdem wird der JAK/STAT-Signalweg durch die Zytokine IL-6, -22 und viele andere
aktiviert [55].

Bakterien

Neutrophile Granulozyten

IFN-y
— — w8 —» MC
* Th-1 Zelle TNF
be Mucine IL-6 LS
Leaildl — e — CU
Th-2 Zelle Lkl
Becherzellen Makrophagen TNE
Lysozyme
Defensine —. _ :::;Z » MC
IL-21
Th7Zelle o6
@ —— Enterozyten
‘ DC T-reg Zelle

Paneth-Zellen |
IESC

Abbildung 1-1: Aktivierung des intestinalen Immunsystems nach Stérung der Barrierefunktion und
Invasion von Bakterien (angelehnt an [56]).

Nach Invasion der Bakterien sezernieren Makrophagen Zytokine zur Aktivierung naiver T-Zellen, die sich in der
Lamina propria befinden. Naive T-Zellen differenzieren anschlieRend zu T-Helfer 1, 2 oder 17 Zelle und schutten
Zytokine zur Aktivierung weiterer Zellen aus. Thl und Th17-Zellen sind vorwiegend in Patienten mit MC vorhanden,
wéahrend Th2-Zellen hauptséchlich bei CU Patienten vorzufinden sind. IL: Interleukin, TNF: Tumornekrosefaktor,
IFN: Interferon, IESC: intestinal epithelial stem cells, DC: dendritische Zellen, MC: Morbus Crohn, CU: Colitis
ulcerosa

1.1.3 Therapie chronisch entzindlicher Darmerkrankungen

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine Heilung fir CED. Die Therapie von CED
richtet sich nach der Schwere und dem Ausmald der Entziindung. Dabei sind die
Leitlinien fur die Behandlung von MC und CU &hnlich [57]. Arzneistoffe, die dabei zum

Einsatz kommen, sind in Tabelle 1-2 aufgelistet [58].

Arzneistoffgruppe der ersten Wahl bei CU Patienten mit leichten bis mittelschweren
akuten Schiben sind die Aminosalicylate. Dazu gehoren 5-Aminosalicylsaure
(Mesalazin), Olsalazin und Sulfasalazin. Die wirksame Komponente ist das Mesalazin,
die beiden anderen Verbindungen sind Prodrugs des Mesalazins. Der Einsatz

verschiedener galenischer Formulierungen ist abhangig von der Lokalisation der
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Entzindung. Bei einem Befall des Rektums werden Suppositorien eingesetzt. Ist
gleichzeitig der Mastdarm entzindet, konnen Rektalklysmen- und Schaume
angewendet werden. Der Wirkmechanismus der 5-Aminosalicylsaure beinhaltet
mehrere  Angriffsziele.  Der  wichtigste ist die Bindung an den
Peroxisomen-Proliferator-Rezeptor des y Subtyps (PPARY) [59, 60]. Dieser Rezeptor
findet sich vermehrt in den Epithelzellen des Kolons. Nach Aktivierung transloziert
dieser Rezeptor in den Zellkern und induziert die Transkription regulatorischer Gene,
die den NFkB-Signalweg inhibieren. Dadurch wird die Bildung von
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL1-B, IL-6 und IL-8, verhindert [61]. Durch die
Hemmung der Differenzierung von naiven Th- Zellen wird die Auschittung von TNF-a
und weiterer Zytokine gehemmt und eine inflammatorische Immunantwort
herunterreguliert. Des Weiteren hemmt 5-Aminolsalicylsaure die 5-Lipoxygenase, die
die Synthese der Leukotriene aus der Arachidonsauren katalysiert [62]. Leukotriene
stammen aus den Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen. Nach Ausschiittung
kénnen sie chemotaktisch auf Leukozyten wirken und sie somit zur Immunantwort
anregen. AulRerdem kann durch Rekrutierung anderer Immunzellen eine

Entziindungsreaktion begunstigt werden [26].

Bei einem schweren akuten Schub sind die Glucocorticoide den 5-Aminosalicylaten
vorzuziehen. Dabei werden Glucocorticoide oral gegeben und Salicylate kdnnen in
Kombination lokal verabreicht werden. Verschlimmert sich der Schub durch blutigen
Stuhl und Fieber, kdnnen Glucocorticoide auch parenteral verabreicht werden [57].
Glucocorticoide sind wirksame antiinflammatorische Arzneistoffe. Sie binden an den
Glucocorticoidrezeptor, welcher im  Zytoplasma gelost vorliegt. Dieser
Arzneistoff-Rezeptorkomplex transloziert anschlie3end in den Zellkern und fihrt zur
Suppression von Genen wie NFkB, Interleukinen und ihren Rezeptoren, was zur
Linderung einer Entzindung flhrt. Weiterhin aktiviert es die Expression von Genen,
wie Lipocortin, welches antiphlogistisch wirkt [63, 64]. Eine dauerhafte Therapie mit
Glucocorticoiden soll aufgrund der systemischen Nebenwirkungen von Budesonid und
Prednisolon vermieden werden. Nach Abklingen des Schubes sollte mit Salicylaten
behandelt werden [65].

Wenn sich der Zustand trotz Glucocorticoid-Therapie nicht &ndert, spricht man von

einer steroidresistenten Colitis [57]. Erst dann kommen Immunsuppressiva zum
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Einsatz. Azathioprin ist ein Prodrug des 6-Mercaptopurin. Beide hemmen die
Purinbasen- und DNA-Synthese, indem sie als Baustein in die Polymerkette der DNA
eingebaut werden [63]. Da keine 2-Desoxyribose an diese Moleklle gebunden ist,
kann die Polymerkette nicht mehr wachsen. Dies ist besonders relevant fir die
Proliferation von T-und B-Lymphozyten, wodurch die Zell- und Zytokin-vermittelte

Aktivierung des Immunsystems verhindert wird [66].

Methotrexat hemmt die Dihydrofolat-Reduktase, die die Dihydrofolsaure zur
Tetrahydrofolsaure hydriert. Diese ist ein Baustein in der Biosynthese von
Thymidin- und Purinbasen [67]. Dadurch wird die Proliferation von Immunzellen

gehemmt.

Ciclosporin und Tacrolimus binden an Immunophiline. Ciclosporin bindet das
Ciclophilin und Tacrolimus das FKBP 12 (FK506 binding protein) [68, 69]. Als Komplex
hemmen sie das Calcineurin, das ungehemmt das NFAT (nuclear factor of acivated
T-cells) dephosphoryliert. Dieses kann in den Zellkern translozieren, an die DNA
binden und zur Bildung proinflammatorischer Zytokine, wie IFN-y und IL-3, fuhren.
Wird das Calcineurin durch den Komplex Immunsuppressivum und Immunophilin
gehemmt, bleibt NFAT phosphoryliert und die Aktivierung des Immunsystems wird
unterdrickt [68, 69].

Bleibt die Therapie mit Glucocorticoiden und Immunsuppressiva wirkungslos, kénnen
TNF-a-Inhibitoren eingesetzt werden [57]. Die monoklonalen AntikGrper wurden
entwickelt, weil TNF-a vermehrt in den entziindlichen Bereichen von CED-Patienten
vorhanden ist [70, 71]. TNF-qa, ein proinflammatorisches Zytokin, bindet an TNF-a-
Rezeptoren und fihrt zur Aktivierung von B- und T-Zellen, Makrophagen und
Monozyten und dadurch zur Ausschittung von Zytokinen. Es rekrutiert neutrophile
Granulozyten zum Ort der Entziindung und induziert Fieber [72]. Die therapeutisch
angewendeten Antikorper binden TNF-a stabil. Dieser Komplex kann dann von
zytotoxischen Zellen oder Makrophagen neutralisiert werden [72]. Bei langerer
Anwendung kann es zur Antikdrperbildung gegen die TNF-a-Inhibitoren kommen,
wodurch die Dosis erhoht oder eine Alternative, wie der Integrinantagonist
Vedolizumab, angewendet werden muss [73].
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Integrine sind Transmembranproteine, die sich in der Zellmembran aller Zellen aul3er
Erythrozyten befinden [74]. Sie ermdglichen eine lockere Bindung der Zelle an die
extrazellulare Matrix. In Blutzellen fungieren sie als Zell/Zell-Adhasionsmolekiile.
Diese Funktion ist relevant fur die Entwicklung von Vedolizumab. In der Zellmembran
von Leukozyten sorgen die Integrine fur die Bindung an Endothelzellen und
anschlieBend zu einem parazellularen Transport dieser Leukozyten. Diese kdnnen
dann zur Bildung von Zytokinen und der Entwicklung oder Verschlimmerung einer
Entzindung fuhren [74]. Vedolizumab bindet an die Integrine der Leukozyten und

verhindert somit das Einwandern ins Gewebe [75].

Lassen die Krankheitssymptome nach, werden 5-Aminosalicylate zum
Remissionserhalt angewendet [57]. Fuhren die einzelnen Therapien zu keiner
Besserung, kbnnen operative Schritte eingeleitet werden [57].

Bei leichten bis mittelschweren Schiben bei MC Patienten wird oral mit
Glucocorticoiden behandelt. Falls das Kolon ebenfalls befallen ist, kbnnen zuséatzlich

Salicylate topisch angewendet werden [57].

Schwere Schube bei MC werden ebenfalls mit systemischer Glucocorticoidgabe
behandelt. Erst wenn der Patient nicht auf die Therapie anspricht, werden

Immunsuppressiva, TNF-a-Antikorper oder der Integrinantagonist gegeben [76].

Zur Erhaltung der Remission wird Azathioprin angewandt. Wirkt dieses nur

unzureichend oder treten Unvertraglichkeiten auf, wird Infliximab angewendet [57].

Bleibt die Remission stabil und es ist keine Entzindung nachweisbar, kann die

remissionserhaltende Therapie abgesetzt werden [57].
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Tabelle 1-1: Darstellung der jetzigen Therapien von CED

Arzneistoffgruppe Substanz

Strukturformel

5-Aminosalicylate 5-Aminosalicylsaure

(Mesalazin)

Olsalazin

Sulfasalazin

o)

OH

OH

OH

Glucocorticoide Budesonid

Prednisolon

Immunsuppressiva Azathioprin

6-Mercaptopurin

Iz

Immunsupressiva Methotrexat
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Arzneistoffgruppe Substanz Strukturformel
Immunsuppresiva Ciclosporin
Tacrolimus
TNF-a-Inhibitoren Infliximab monoklonaler Antikérper
Adalimumab monoklonaler Antikérper
Golimumab monoklonaler Antikorper
Integrinantagonisten  Vedolizumab monoklonaler Antikorper

1.2 Der Janus-Kinase- Signal Tansducers and Activators of

Transcription-Signalweg

Entdeckt wurde der Signalweg durch James E. Darnell, Jr. wéhrend seiner Arbeit am
IFN-y —induzierten Signalweg im Jahre 1982 [77]. In Saugetieren wurden bisher vier
Janus Kinase (JAK)-Proteine (JAK1, 2, 3 und Tyk2) und sieben signal transducers and
activators of transcription (STAT)-Proteine (STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B, 6) identifiziert [78-
80]. Jedoch besitzen auch andere Modellorganismen, wie Drosophila melanogaster

(Taufliege), Xenopus

laevis (glatter

Krallenfrosch),

(Fadenwurm) und Danio rerio (Zebrabarbling) JAK-Proteine [81].

Caenorhabditis elegans
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1.2.1 Janus Kinasen

Die Janus Kinasen (JAK) gehodren zu den intrazellularen Nicht-Rezeptor Tyrosin
Kinasen und sind an Zytokinrezeptoren (Abbildung 1-4:) kovalent gebunden [82]. Im
Gegensatz zu  Rezeptortyrosinkinasen  besitzen die Rezeptoren des
JAK/STAT-Signalweges keine eigene Tyrosinkinaseaktivitat und sind demnach auf die

katalytische Aktivitat der JAKs angewiesen.

Wahrend JAK1 und 2 ubiquitar verteilt sind, werden JAK3-Proteine nur von
hamatopoetischen Zellen, wie nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) und T-Lymphozyten
synthetisiert [83-85]. JAKs sind aus tber 1000 Aminosauren bestehende Proteine. Die
Struktur der Proteine wurde aufgrund von Homologien in der Aminosauresequenz in
sieben JAK-Homologe Regionen (JH1-7) eingeteilt (Abbildung 1-2). Am N-Terminus
befinden sich finf konservierte Bereiche (JH 7-3). Diese Bereiche sind fur die
kovalente Bindung der JAKs an die Rezeptoren notwendig [86, 87]. Am C-Terminus
der Polypeptidkette ist die Kinase-Domane JH1 lokalisiert, die eine enzymatische
Aktivitat aufweist [82]. N-Terminal davon befindet sich die pseudo-Kinase Domane
(JH2). Studien an der D. melanogaster, aber auch Studien an Fibroblasten-Zelllinien,
in denen die JH2-Domane deletiert wurden, zeigten, dass diese Domane eine
regulatorische Funktion auf die Aktivitat der einzelnen JAK-Proteine ausubt [88, 89].
Fehlt diese Domane kommt es zu einer erhdhten Kinase-Aktivitdt und verstarkten
Phosphorylierung der STAT-Proteine [89].

JHS

FERM ' SH2 " Pseudokinase Kinase

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Aufbaus der JAK-Domé&nen (angelehnt an [90])
JAK-Proteine besitzen 7 JAK-homologe Regionen (JH1-JH7) und vier funktionelle Doméanen FERM (Band 4.1
ezrin, radixin, moesin), SH2 (Src-homology 2), die Pseudokinase und die Kinase.

Die Aktivierung des Signalweges erfolgt durch die Bindung eines Zytokins (Abbildung
1-4) an einen Zytokinrezeptor, was die Dimerisierung des Rezeptors zur Folge hat. Die
JAKs sind am intrazellularen Teil des Rezeptors homo- oder heteromer verteilt und
aktivieren sich selbst aufgrund der entstehenden raumlichen Nahe und/oder der

Konformationsdnderung des Rezeptors. Dabei wird die Phosphatgruppe des
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Adenosintriphosphat (ATP) auf die Hydroxylgruppe des Tyrosins, welches sich in der
Kinase-Domane befindet, Ubertragen [91]. Es kommt ebenfalls zur Phosphorylierung
des Rezeptors am Tyrosinrest. Dies fiihrt zur Rekrutierung und Bindung von Homo-
oder Heterodimeren von STAT-Proteinen Uber deren SH-2 Doménen. Die Bindung an
den Rezeptor oder die Dimerisierung hangt von dem Status des STAT-Monomers ab.
Unphosphorylierte STAT-Proteine zeigen eine hdhere Affinitdt zum Rezeptor, wahrend
phosphorylierte Monomere verstarkt eine Dimerisierung eingehen [92]. Die Dimere
translozieren schlie3lich in den Zellkern, binden spezifische
DNA-Erkennungssequenzen und initiieren die Transkription STAT-abhangiger Gene
[93, 94].

1.2.2 STAT-Proteine

STAT-Proteine fungieren als Transkriptionsfaktoren und befinden sich anders als die
rezeptorgebundenen JAKs frei im Zytoplasma [95]. Am N-Terminus befindet sich die
,coiled-coiled“ domain (CCD) mit zahlreichen hydrophilen Aminosauren, die durch
Wasserstoffbriickenbindungen Interaktionen mit anderen Proteinen ausbilden
(Abbildung 1-3) [96]. Uber die DNA-Bindedomane (DBD: DNA binding domain) erfolgt
die Bindung der STATs an die DNA mit einer bestimmten Abfolge von
Nukleotidbasenpaaren, die von dieser Doméane erkannt wird. Das GAS (gamma
interferon acitvating sites) Motiv wurde fur die STAT-Proteine als eine solche Abfolge
identifiziert [97]. Die Bindung aktiviert nachgeschaltete Gene. Die darauffolgende
SH2-Domane ermdglicht die Dimerisierung der STAT-Proteine, die Bindung des
STAT-Monomers an den Rezeptor und die Assoziation mit den JAKs [98]. Am
C-terminalen Ende befindet sich die Transaktivierungsdomane (TAD) [99]. Sie ist
verantwortlich fur die Transkription der Zielgene.

Coiled-Coil-Doméne SH2
I 1 |
e B oo
N-Domane DNA-bindende Doméne Transaktivierung

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung des Aufbaus der STAT-Domanen (angelehnt an [100])
Alle sieben STAT-Proteine besitzen finf konservierte Domé&nen. Zur Dimerisierung wird die SH2-Doméane
phosphoryliert, wodurch ein weiteres STAT-Protein binden kann. SH2 (Src-homology 2).
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1.2.3 Biologische Funktion der JAKs und STATs
Die Funktionen der Proteine im JAK/STAT-Signalweg wurden durch spezifische
Deletion der jeweiligen Gene in Modellorganismen oder durch krankheitsassoziierte

Mutationen im Menschen charakterisiert.

1.2.3.1 JAK-abhangige Funktionen
JAK1 knock-out (KO) Mause zeigen eine perinatale Lethalitat. Phénotypisch zeigen

Jakl’ Mause keine Veranderungen. Es konnten weder in Herz, Niere, Leber und
Gehirn, noch in der Anzahl der Blut- und Immunzellen Unterschiede zum Wildtyp
festgestellt werden. Jedoch fuhrt die Deletion zu einer gestorten Bildung der
Thymozyten, den Vorlauferzellen der T-Lymphozyten. Die Tiere weisen einen
verkleinerten Thymus und eine reduzierte Anzahl von Thymozyten auf. Als Ursache
hierfur gilt die Beteiligung von JAK1 an Signalwegen, die zur Reifung von
T-Lymphozyten zahlen [101].

JAK1 spielt im Signalweg vieler Zytokine eine wichtige Rolle [90]. Es ist zusammen mit
JAK3 mit der Untereinheit des IL-2-Rezeptors assoziiert und wird durch Zytokine der
IL2-R-Familie aktiviert [102]. Nach Aktivierung der JAKs fiihren diese hauptséchlich
zur Rekrutierung von STAT5-Proteinen, wobei manche Mitglieder der Familie, wie IL-4
oder IL-13 auch STAT1, 3 und 6 aktivieren kdnnen [102, 103]. Diese Familie ist vor
allem am Wachstum und der Reifung von T-Lymphozyten und NK-Zellen beteiligt [104-
106]. JAK1 kann aber auch mit JAK2 und Tyk2 assoziiert sein. Diese Kombination
findet man an Rezeptoren der IL6-Familie [107]. Ihr gemeinsames Merkmal ist die
Untereinheit gp130 (Glykoprotein 130) [93]. Die Zytokine dieser Familie aktivieren
STAT1, 3 und 5 und zu einer anschlie3enden Differenzierung naiver T-Zellen zu Th17
und T-zytotoxischer Zellen, wobei die Differenzierung T-regulativer Zellen gehemmt
wird [107]. Zusatzlich wird die Bildung von Antikorpern durch B-Zellen erhéht und die
Akute-Phase-Reaktion aktiviert [108]. Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, CED
und Krebs, entstehen durch eine unkontrollierte Immunantwort und weisen einen
hohen IL-6-Spiegel an auf [109-111]. Des Weiteren zeigen in vitro Studien mit aus
JAK1-defizienten Mausen isolierte Makrophagen, dass eine Deletion des Proteins
zwar zu einer geringeren SignalUbertragung fuhrt, jedoch keine komplette
Einschréankung nachweisbar war [101]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die

beiden anderen JAKs das Fehlen von JAK1 kompensieren. Jedoch ist die



16 Einleitung

Signalkaskade, die durch IFN aktiviert wird, von der Deletion betroffen: JAK1/- Zellen
zeigen keine Aktivierung des Signhalweges nach Stimulation mit IFN-a/-8 und -y [112].
IFN-a und -8 gehéren zu den Typ | IFN und aktivieren den gleichen Rezeptor [113].
Die Aktivierung fuhrt zur Dimerisierung von STAT1 und STAT2 [95]. Sie werden von
virusinfizierten Leukozyten und Fibroblasten gebildet und sind vor allem fur die virale
Immunabwehr notwendig [114]. Wahrend IFN-y an einen anderen Rezeptor bindet und
nur von NK-Zellen und T-Lymphozyten gebildet wird [115]. Dieser Signalweg ist fur die
bakterielle Immunabwehr von Bedeutung; er reguliert die Bildung von MHC | und II
(major histo compatibility complex: Haupthistokompatibilitatskomplex), die
Proliferation und die Apoptose von Zellen [116, 117]. Die Aktivierung der JAKs durch
IFN-y sorgt fur die Dimerisierung von STAT1-Proteinen [95].

Jak2’- Mause weisen einen embryonal letalen Phanotyp auf. Neben einer
verkleinerten Leber haben die Embryos eine reduzierte Erythrozytenzahl und eine
verringerte Anzahl zellkernhaltiger Zellen [118]. Die Embryos erscheinen weil3, dieser
Phanotyp lasst sich dadurch erklaren, dass nur JAK2 mit dem Rezeptor des
Erythropoetins assoziiert ist [90]. Weitere Zytokinrezeptoren, die nur mit JAK2 kovalent
gebunden sind, sind Rezeptoren der IL-3R-Familie, der Rezeptor fir den
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor (GM-CSF) und
Thrombopoetin [90, 119]. In manchen Patienten mit myeloproliferativen Neoplasien,
wie Polycythaemia vera, essentieller Thrombocythamie und primarer Myelofibrose,
wurde eine Punktmutation im Exon 14 von JAK2 gefunden. Bei dieser Mutation ist ein
Guanin gegen ein Thymin ausgetauscht, was zur Translation von Phenylalanin statt
Valin fuhren kann [120]. Dadurch ist die Aktivitat der Kinase erhoht und der
JAK/STAT-Signalweg aktiviert [121]. Es kommt zu einer UberméafRligen Bildung an
Erythrozyten und Thrombozyten [122]. In vitro Studien zeigten, dass JAK2 bedeutend
fur die Aktivierung des Signalweges durch IFN-y, aber nicht durch IFN-a/-, ist [120].

Jak3-defiziente Mause zeigen keinen letalen Phénotyp. Jedoch weisen diese Mause
Defekte in der Entwicklung und Bildung von Lymphozyten auf. Die GréfRRe der
lymphatischen Organe Thymus und Milz ist im Vergleich zum Wildtyp geringer [123].
Jak3’- Mause entwickeln einen SCID (severe combined immunodeficiency) Phanotyp
[123]. Dieser humane Immundefekt wird durch Mutationen in der y-Untereinheit, des

Rezeptors der IL-2R-Familie, Mutationen im JAK3-Gen, durch eine komplette Deletion
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von JAK3 oder einen Mangel an der Aminodesaminase hervorgerufen [124]. Es
entstehen dadurch Defekte in der Entwicklung und Reifung der T-Zellen und der NK-
Zellen. Die haufigste Form ist die X-chromosal vererbte T-B*-Variante. Hier sind
zusatzlich die B-Zellen betroffen [125]. Dieser Defekt begulinstigt das Auftreten von
opportunistischen Infektionen [126]. In vitro Studien mit T-Lymphozyten der Jak3-
I-Mause zeigten, dass die Signaltransduktion durch die IL-2R-Familie bei einer
JAK3-Defizienz nicht funktioniert [123]. Weiterhin zeigten Jak3-defiziente Mause einen
schlechteren Verlauf der Entzindung als die Wildtypen in einer akuten
DSS-induzierten Kolitis (DSS:dextran sulfate sodium) [127]. Neben einer starkeren
Gewichtsabnahme wiesen Jak3”- Mause ein verkirztes Kolon und eine zerstorte
Epithelschicht auf. Sie zeigten ein starkeres Ansprechen auf die Entziindung. Es
wurde gezeigt, dass JAKS, aktiviert durch IL-2, eine wichtige Rolle in der
Differenzierung der IECs und der Wundheilung spielt [128].

Tyk2/- Mause weisen keinen letalen Phanotyp auf [129]. Des Weiteren zeigten in vitro
Experimente mit embryonalen Fibrosblasten, Makrophagen und Splenozyten, isoliert
aus Tyk2-defizienten Mausen, dass Tyk2 fur die Signaltransduktion durch IFN-a und
IL-12 relevant ist [129, 130]. Die Aktivierung anderer Rezeptoren, die mit Tyk2 und
einem anderen JAK assoziiert sind, wird jedoch nicht durch eine Deletion beeinflusst
[131].

1.2.3.2 STAT-abhéngige Funkionen

Statl’- Mause besitzen einen Defekt in der Antwort auf IFN-a/-B und IFN-y. Hierfir
wurden T-Lymphozyten fur 72 h mit IFN-a oder IFN-y stimuliert. Eine Stimulation durch
diese Botenstoffe fuhrt zu einer verstarkten Expression von MHC | auf der Oberflache
der T-Zellen. Die T-Zellen Statl-defizienter Mause zeigen keine Zunahme des
Komplexes [132]. Signalwege anderer Rezeptorfamilien, wie IL-6R oder IL-2R, sind
nicht von der Deletion betroffen [132]. Aul3erdem zeigen die Mause eine hoéhere
Anfalligkeit fur virale und bakterielle Infektionen [131]. STAT1 wurde auch eine Rolle
in der Pathophysiologie von CED zugesprochen [133]. Biopsien von 14 Patienten mit
MC und von 28 Patienten mit UC wurden auf die Expression und Aktivierung von
STAT1 untersucht. Die Expression und Aktivitdt von STAT1 war in beiden
Erkrankungen deutlich erhéht, jedoch mehr in UC Patienten. Des Weiteren ist STAT1

wichtig als Tumorsuppressor und fiir die Induktion von Apoptose [116]. Statl”- oder
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Ifn-yR-defiziente Mause entwickelten, spontan oder chemisch induziert, mehr Tumore
als Wildtypen [134].

Stat2”- Mause besitzen einen Defekt in der Antwort auf IFN-a/-B. Sie zeigen eine

hohere Anfalligkeit fur virale Infektionen. [135].

STAT3-Defizienz ist embryonal letal. Zwischen Tag E5-E7 kommt es zum Stillstand
der Embryogenese. STAT3 ist fur die Ausbildung des viszeralen Endoderms, welches
zum Beispiel fur die Entwicklung des Magen-Darm-Traktes verantwortlich ist [136].
Des Weiteren zeigt STAT3 eine protektive Wirkung auf Zellen und hemmt die Apoptose
[137]. Eine Uberexpression von STAT3 fiihrt zu einer verringerten Apoptoserate. In
vivo wurde die Rolle von STAT3 als ein Onkogen beobachtet. Hierfir wurden STAT3
Uberexprimierende Zellen in Mause injiziert. An der Injektionsstelle entwickelten sich
innerhalb von 2 bis 4 Wochen Tumore. STAT3 wird auch eine Rolle in der
Pathogenese der CED zugesprochen [138]. In Biopsien von Patienten mit MC wurde
eine hohere Expression und Aktivitdt des STAT3-Proteins in T-Zellen gefunden [139].
Zusatzlich wurde sowohl in UC als auch in MC Patienten eine erhthte Aktivitat von
STAT3 in den Monozyten und Leukozyten der Lamina propria nachgewiesen [140].
Dabei ist die Rolle von STAT3 nicht komplett geklart. Wéhrend es im adaptiven
Immunsystem flur eine Verstarkung der Entztindung sorgt, wirkt es im angeborenen
antiinflammatorisch [141, 142]. In einem Mausmodell, in dem nur die T-Zellen eine
Defizienz an STAT3 aufwiesen, konnte keine Verminderung in der Entwicklung der
Lymphozyten beobachtet werden, aber eine verstéarkte Proliferation der T-Zellen nach
Stimulation mit IL-6, einem wichtigen Aktivator von STAT3 [143]. Eine erhohte Anzahl
an T-Zellen kann die Entwicklung von CED begunstigen und den Krankheitsverlauf
verschlimmern [144, 145]. Konditionale Stat3- Mause (MX+;STAT3""), in der die
Deletion nur in Makrophagen und den Epithelzellen des Kolons zu finden ist, zeigen
eine spontane Entwicklung einer Kolitis [142]. Die Mause wiesen eine schnellere
Entwicklung und Progression der Entztindung auf als die Kontrollgruppe und starben
nach 2 bis 3 Wochen. Solch eine starke Entzindung konnte nicht in
LysMcre/Stat3fo¥flox hepbachtet werden, in denen das Gen nur in den Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten deletiert wurde [143]. STAT3 ist ein wichtiger
Transkriptionsfaktor vieler Zytokine, wie die der IL-6R-Familie, einige der
IL-2R-Familie, der IL-10R-Familie und IFN-a/- [146].
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STAT4 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor der IL-12 Signalkaskade. Stat4-defiziente
Mause zeigen eine gestorte Signaltransduktion nach IL-12 Stimulation [147]. IL-12 ist
fur die Differenzierung naiver T-Helfer-Zellen (ThO) in Th1l-Zellen, die Produktion von
IFN-y, die Zellproliferation und die Steigerung der Zytotoxizitat von Natirlichen
Killerzellen zustandig [148, 149]. Eine funktionierende Signalkaskade ist relevant, da

sich sonst ein Ungleichgewicht zwischen Th1- und Th2-Zellen ergibt [150].

STATS wurde zuerst in der Brustdrise als mammary gland factor (MGF) identifiziert
und ist Teil der Signalwege von IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, GM-CSF,
Erythropoietin, Thrombopoietien und Wachstumshormonen [151]. Es existieren die
zwei Isoformen STAT5a und STAT5b, die zu ca. 96% in ihrer Aminosauresequenz
identisch sind [152]. STAT5a ist hauptséchlich fir die Entwicklung der Brustdriisen und
die Milchproduktion verantwortlich, wahrend STATS5b fiur den Sexualdimorphismus
notwendig ist [153, 154]. STATS5 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor im Signalweg
von IL-2 [155]. Bei Stat5’ Mausen ist somit die Entwicklung der T-Lymphozyten
beeinflusst. Bei Patienten mit CED wurde eine verringerte Aktivitat von STAT5b
beobachtet [156]. Im Mausmodell mit Trinitrobenzolsulfonsaure zur Induktion einer
Kolitis konnte gezeigt werden, dass Stat5b”- Mause eine héhere Anfalligkeit fur eine
Darmentziindung und eine verminderte Proliferation der IECs im Vergleich zu den

Kontrolltieren aufweisen [157].

Stat6’- Mause weisen einen Defekt in der Signaltransduktion von IL-4 und IL-13 auf
[158, 159]. Diese Interleukine zéhlen zur Familie der IL-2R und werden von Th2-Zellen
sezerniert. Beide Interleukine erhdhen die Expression von MHCIl auf
antigenprasentierenden Zellen. IL-4 spielt zusatzliche eine Rolle in der Entwicklung
von Th2-Zellen und in der Proliferation von T- und B-Zellen [93, 160, 161]. Es induziert
den Antikdrperklassenwechsel zu IgE (Immunglobulin) [162, 163]. Des Weiteren
bewiesen Studien an Stat6-defizienten Mausen, dass Stat6 in der Pathogenese von
allergischen Atemwegserkrankungen eine wichtige Rolle einnimmt [164]. Die Mause
erhielten eine nasale Applikation von Ovalalbumin. Wildtyp-Mause entwickelten
daraufhin eine allergische Reaktion und der IgE-Spiegel war deutlich hdher als bei
Stat6”’- Mausen. Biopsien aus dem Darm von Patienten mit CED zeigten auRerdem
eine erhohte Aktivierung des STAT6-Proteins [165].
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Abbildung 1-4: Darstellung der Zytokinrezeptoren mit den assoziierten JAKs und die zugehdrigen STATs
(angelehnt an [166])

Zusammenfassung der wichtigen Zytokinrezeptoren und der heterogenen Assoziation der JAK-Proteine. Nach
Phosphorylierung des Rezeptors werden die jeweiligen STATSs aktiviert und translozieren als Dimer in den Zellkern.
Als Transkriptionsfaktoren initiieren sie die Transkription von Genen. Jeder einzelne Rezeptor weist eine eigene
Funktion auf. JAK: Januskinase; STAT: signal transducer and activator of transcription; IL: Interleukin; IFN:
Interferon; NK-Zellen: Naturliche Killerzellen; MHC: major histo compatibility complex.

1.2.4 Inhibition des JAK/STAT-Signalweges

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung der Zytokine und ihrer Signalwege in der
Pathogenese von CED, Psoriasis, rheumatoide Arthritis oder maligner Tumore,
konzentrieren sich neue Therapien auf die Inhibition Zytokin-vermittelter
Signaltransduktion oder Neutralisierung von Zytokinen durch monoklonale Antikdrper
[167, 168]. Ein Durchbruch in der Entwicklung neuer Inhibitoren war der erste
Tyrosin-Kinase-Inhibitor Imatinib im Jahre 2001. Es wird vor allem zur Therapie der
chronischen myeloischen Leukamie und gastrointestinaler Stromatumoren
angewendet [169, 170]. Mittlerweile wurden 28 der sogenannten ,small molecule
kinase inhibitors® von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA zugelassen
[171]. Darunter befinden sich auch die ersten JAK-Inhibitoren Ruxolitinib und

Tofacitinib.
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Ruxolitinib (Jakafi®), 2011 von der FDA zugelassen, wird bei myeloproliferativen
Neoplasien, wie der primaren Myelofibrose angewendet. Es hemmt sowohl JAK1 als
auch JAK2 [172].

Tofacitinib wurde unter dem Handelsnamen Xeljanz® im November 2012 in den USA
als erster oral verfigbarer JAK-Inhibitor zugelassen. Es ist als Filmtablette erhaltlich
und wird bei moderater bis schwerer rheumatoider Arthritis als Mono- oder
Kombinationstherapie mit Methotrexat angewendet. Mittlerweile ist es auch in Japan,
der Schweiz, Russland, Argentinien, Kuwait und den arabischen Emiraten erhéltlich.

Seit 2017 ist es auch in Europa zugéanglich.

1.3 Arzneistoffprofil des Tofacitinibs

Nach der Zulassung zeigten Studien, dass Tofacitinib nicht nur in der rheumatoiden
Arthritis, sondern auch bei der Behandlung von CU positiv auf den Krankheitsverlauf
auswirkt [173, 174]. In einer placebokontrollierten Phase 3 Doppelblindstudie erhielten
Patienten 10 mg Tofacitinib zweimal taglich acht Wochen lang. Es wurde eine
Remission, eine Wundheilung des Darmepithels und ein klinisches Ansprechen auf die
Therapie beobachtet. Eine Wirkung von Tofacitinib bei MC konnte bei einer
randomisierten, placebokontrollierten Studie dagegen nicht gezeigt werden [175].
Tofacitinib konnte auch eine hohe Effektivitat bei Psoriasis zeigen [176]. Studien an
Patienten mit Psoriasis und zusatzlich einer Psoriasis-Arthritis wurden durchgefihrt,
jedoch ist das Ergebnis noch nicht veréffentlicht [177]. Studien an Patienten mit
Alopecia universalis (Haarausfall), atopischen Ekzemen wurden ebenfalls
durchgefiihrt [178-180]. Die orale Behandlung des Haarausfalles mittels Tofacitinib
fuhrte zu einem Wachstum des Haares sowohl im Kopf- als auch Gesichtsbereich

[181]. Eine Milderung des atopischen Exzems traf bei allen Studienteilnehmern ein.
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Abbildung 1-5: Sturkturformel des Tofacitinibcitrates
Zur Erhéhung der Loslichkeit des lipophilen Tofacitinibs, liegt es als Citrat vor.
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1.3.1 Pharmakodynamik

1.3.1.1 Wirkmechanismus
Tofacitinib ist ein kompetitiver Inhibitor und bindet in der ATP-Bindetasche der JAKSs.

In Untersuchungen mit Gber 300 Kinasen, zeigte Tofacitinib eine hohe Selektivitat
gegen JAKs [182]. Es inhibiert JAK3 mit einer Aktivitat von Ki= 0,2 nM und ist somit
selektiver.Es inhibiert jedoch auch JAK1 (Ki= 0,7 nM), JAK2 (Ki= 1,0 nM) und Tyk2 (Ki=
4,4 nM) [183]. Kristallisationsstudien mit Tofacitinib und den einzelnen Kinasen
konnten zeigten, dass das Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-Grundgerust essentiell fur die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit der Hinge-Region der Kinase ist
[184]. Eine Veranderung des Grundgerustes fihrt zum Verlust der Bindung. Das N-19
des Grundgeriistes bildet Wasserstoffbriickenbindungen mit einem Wassermolekail
aus, das in der Kristallstruktur konserviert ist. Das Piperidin ragt in die hydrophobe
Tasche des Proteins und bildet hydrophobe Wechselwirkungen aus. Vermutlich ist die
hydrophobe Tasche fir die Selektivitat von Tofacitinib gegen JAKs verantwortlich. Die
Nitril-Gruppe bildet im glycinreichen P-Loop polare Wechselwirkungen [182]. JAKs
werden am Tyrosin (Tyr) an verschiedenen Positionen phosphoryliert [185]. Die
Phosphorylierung eines Tyrosins an bestimmten Positionen, z.B. Tyr'%7 von JAK2
bzw. Tyr%0 von JAKS3, fihren zu einer Steigerung der Kinaseaktivitat [186, 187].
Wahrend die Phosphorylierung von Tyri%%® (JAK2) bzw. von Tyr%! (JAK3) zu einer
Abnahme der Aktivitat fuhrt.
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Abbildung 1-6: Bindung von Tofacitinib in der Kinasedoméane (pdb3LXK, [184])
Tofacitinib bindet in der ATP-Tasche der JAKs und verdrangt kompetitiv das ATP.
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1.3.1.2 Nebenwirkungen

Die Zulassung von Tofacitinib in Europa wurde durch die European Medicines Agency
(EMA) bis 2017 aufgrund der schweren Nebenwirkungen abgelehnt [188]. Erst seit
diesem Jahr ist es bei der Therapie rheumatoider Arthritis zugelassen. Die
Konsequenzen der Deletionen von JAKs wurden in Kap. 1.2.3 bereits geschildert.
Tofacitinib inhibiert alle JAKs und seine immunsuppressive Wirkung fiihrt zu einer
verminderten Immunreaktion, wodurch Infektionen auftreten kdnnen [186]. In
klinischen Studien konnten bei ca. 59 % der Patienten vor allem Infektionen des
Respirationstraktes, aber auch Anamien und Neutropenien beobachtet werden [189-
191]. Daruber hinaus kam es bei manchen Patienten zum Ausbruch von Herpes Zoster
und Erysipel [176]. Eine Entwicklung von malignen Melanomen und der Ausbruch von
Tuberkulose konnte ebenfalls in klinischen Studien beobachtet werden [192]. Im Jahre
2011 starb ein Patient wahrend einer laufenden Studie mit Tofacitinib an

Lungenversagen [193]. Dieser Vorfall konnte auf Tofacitinib zurtickgefuhrt werden.

1.3.2 Pharmakokinetik
1.3.2.1 Absorption und Distribution

Tofacitinib ist sehr gut oral verfigbar, da es ein lipophiles Molekll mit basischen
Eigenschaften ist und als Salz eine gewisse Loslichkeit aufweist. Es konnte eine orale
Bioverfiigbarkeit von ca. 74 % ermittelt werden. Das Tofacitinib liegt zum Teil als freie
Base vor und kann nun als lipophiles Molekiil die Phosholipidmembran der intestinalen
Epithelzellen im Dunndarm passieren. Es wird sehr schnell resorbiert, so dass die
maximale Plasmakonzentration bereits nach 20-60 min erreicht ist [194]. Die
Halbwertszeit betragt ca. 3,2 h. Tofacitinib weist eine Plasmaproteinbindung von etwa
40 % auf, dabei bindet es an Albumin und nicht an das a1-saure Glykoprotein [195].
Die Verteilung erfolgt in fast alle Organe, jedoch wurde die hdchste Konzentration in

Leber, Niere und im Ziliarkérper des Auges gefunden.

1.3.2.2 Metabolismus und Elimination

Metabolismusstudien, die am Menschen durchgefihrt wurden, ergaben eine
Beteiligung von CYP450-Enzymen am Metabolimus von Tofacitinib [195]. Durch in
vitro Biotransformationsstudien mit CYP450 Isoenzymen wurde CYP3A4/5 als
Hauptenzym der Metabolisierung identifiziert, jedoch ist auch CYP2C19 am

Metabolismus beteiligt [195]. Zur Verifizierung der beteiligten Enzyme wurden
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Inhibitoren des CYP-Enzymsystems eingesetzt. Die Bildung einzelner Metabolite, aber
vor allem die Bildung von Metaboliten durch CYP3A4/5, war stark beeintrachtigt. Die
Wirkung von Tofacitinib auf das CYP450-System wurde ebenfalls untersucht [196].

Dabei wurde kein induktiver oder inhibitorischer Effekt durch Tofacitinib festgestellt.

In der Phase-lI-Biotransformation unterliegt Tofacitinib der Konjugation an die
Glucuronsaure [197]. So wird ca. 30 % nach der glomerularen Filtration renal
ausgeschieden. Die restlichen 70 % werden in der Leber verstoffwechselt und
anschlieRend Uber die Galle und den Darm ausgeschieden.
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Abbildung 1-7: Darstellung der Bildung verschiedener Metabolite nach Tofacitinibgabe [195]
Tofacitinib wird auf verschieden Wegen metabolisiert, wobei es sowohl Phase-I- als auch Phase-2-Metabolismus
unterliegt. Die einzelnen Metabolite wurden im Urin (U), im Fazes (F) und im Plasma (P) gefunden.
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1.4 Das Prodrug-Prinzip
1.4.1 Allgemein

Der Begriff des Prodrugs wurde 1958 von Adrien Albert eingefuhrt [198]. Er definierte
ein Prodrug als eine biologisch inaktive Substanz. Heute werden Prodrugs laut IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) als Verbindungen, die zuerst einer
Biotransformation unterliegen, bevor sie einen pharmakologischen Effekt austben,
definiert [199]. Es sind inaktive oder nur wenig aktive Verbindungen, die erst nach der
Aufnahme aktiviert werden. Damals wurde dieses Prinzip nur selten angewendet.
Heutzutage gewinnen Prodrugs einen immer hoheren Stellenwert in der
Arzneimittelentwicklung. Etwa 5-7 % der zugelassenen Arzneimittel werden als
Prodrugs klassifiziert [200].

Das Prodrug-Prinzip wird genutzt, um pharmakokinetische, physikochemische oder
pharmakodynamsiche Eigenschaften des Arzneistoffes zu verbessern. Konkret
bedeutet dies, eine Erhéhung der chemischen Stabilitat, Verbesserung der Loslichkeit,
Maskierung von schlechtem Geschmack und/oder Geruch, Verbesserung der oralen
Bioverfugbarkeit oder Erniedrigung der Toxizitat [201]. Sie kénnen in zwei Klassen
eingeteilt werden: Einerseits nach der chemischen Stoffklasse und andererseits nach
dem Mechanismus der Aktivierung, d.h. enzymatische oder nicht-enzymatische
Aktivierung. Die bekanntesten Prodrugs sind Omeprazol, Simvastatin, Lovastatin,

Enalapril und Aciclovir [202].

Fur die vorliegende Arbeit ist insbesondere die intestinale Bioverfugbarkeit von
Bedeutung. Eine der effektivsten Strategien verfolgt das Prinzip der gezielten Freigabe

des Arzneistoffes im Kolon.

1.4.2 Amidoxim-Prodrugs

Die Entwicklung des Konzeptes der Amidoxim-Prodrugs erfolgte nachdem Clement et
al. zeigen konnten, dass die enzymatische N-Reduktion von Amidoximen der
N-Oxidation von Amidinen Uberwiegt [203, 204]. Das verantwortliche Enzym wurde
2006 als mitochondriale Amidoxim-reduzierende Komponente (MARC: mitochondrial
amidoxime reducing component) identifiziert [205]. Es ist ein
Dreikomponenten-Enzymsystem mit den Elektronentransportproteinen Cytochrom bs
und NADH-Cytochrom bs-Reduktase [206]. Nachdem das Amidoxim (pKs ca. 4) die
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Membran passiert, wird es durch das mARC-System zum Amidin reduziert. Das
Amidin kann aufgrund seiner hohe Basizitat (pKs ca. 11) und der positiven Ladung
nicht mehr die Zelle verlassen, denn es liegt unter physiologischen Bedingungen
protoniert vor [207]. Nichtsdestotrotz ist die Amidin-Funktion sehr wichtig fur die
Interaktion mit dem Zielprotein [208]. Es imitiert die Struktur des Arginins, wodurch es
nach Ausbildung ionischer Wechselwirkungen eine hohe Affinitdt zum Zielprotein
aufweist. Daher gibt es trotz geringer Bioverfugbarkeit Arzneistoffe, die eine
Amidin-Funktion aufweisen und erhaltlich sind, wie zum Beispiel Pentamidin und
Dabigatran [209, 210].

In vivo wurde die Erhdéhung der Bioverfiigbarkeit unter anderem auch am
Amidoxim-Prodrug Ximelagatran gezeigt [211]. Aufgrund der doppelten
Prodrug-Strategie konnte Ximelagatran 2004 als erstes orales Antikoagulanz
eingefiihrt werden und die Bioverfligbarkeit im Menschen von 3-7 % auf 20 % erhéht
werden. Es weist neben dem Amidoxim-Konzept zusatzlich noch eine veresterte
Séauregruppe auf. Leider wurde Ximelagatran 2006 aufgrund seiner hohen
Lebertoxizitdt vom Markt genommen. Es konnte aber kein Zusammenhang zwischen

der Lebertoxizitat und dem Prodrug-Prinzip festgestellt werden [212, 213].

Das Amidoxim-Prodrug Konzept kénnte eine Moglichkeit darstellen, den Wirkstoff
gezielt in das Kolon zu applizieren. Eine Kombination aus rektaler Gabe und die
Applikation eines Amidoxim-Prodrugs kdnnte die Bioverfugbarkeit eines Arzneistoffes
erhdéhen und gewahrleisten, dass der Arzneistoff gezielt im Kolon wirkt. Bei einer CED
kommt es aufgrund der Entzindung zur Stérung des intestinalen Zellverbandes,
wodurch das Amidoxim auch in Immunzellen der Lamina propria gelangen kdnnte.
Durch das Konzept wird aber eine systemische Verteilung verhindert, da das Amidin
in den Immunzellen verbleibt. Dieses Konzept kbnnte eine vielversprechende Strategie

in der Therapie von CED darstellen.
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Abbildung 1-8: N-Reduktion des Amidoxims durch mARC in IEC und Immunzellen

Das Amidoxim kann aufgrund seiner Lipophilie die Membran der Zelle passieren. In der Zelle wird es durch das
Dreikomponentensystem reduziert und liegt als protoniertes Amidin vor. Dieses ist wegen der Ladung nicht mehr
in der Lage die Zelle zu verlassen. Bei CED Patienten kommt es zu einer Zerstérung des intestinalen Zellverbandes,
wodurch das Amidoxim auch in Immunzellen gelangen kann.

1.4.3 Weitere Methoden zur gezielten Freigabe im Kolon

Eine weitere Prodrug-Strategie ist die Nutzung der Mikroflora des Kolons. Ein Beispiel
hierfir sind die Salazine, welche in der Therapie der CED angewendet werden
(s. Kap.1.1.3). Die Prodrugs sind Azoverbindungen bestehend aus
5-Aminosalicylsaure und einem aminhaltigen Molekil, die durch eine Azokopplung
miteinander verbunden sind. Die Mikroflora ist in der Lage diese Azoverbindungen zu
spalten, wodurch Mesalazin frei wird und gezielt seine Wirkung im Kolon entfalten kann
[214]. Diese Spaltung war eine Zufallsentdeckung und fihrte zur Entwicklung des
Sulfonamides. Diese Strategie kann auf andere Molekile Ubertragen werden. Eine
Substitution mit Glykosiden, Cyclodextrinen, Glukuronaten oder Dextranen ermdglicht
ebenfalls eine Kolon-spezifische Freigabe des Wirkstoffes, da hauptséachlich die
Bakterien im Kolon diese glykosidischen Bindungen spalten kénnen [215]. Nicht nur
chemische Verédnderungen des Molekils, sondern auch Veranderungen der
Arzneiform durch saurestabile Ummantelung oder Uberziige mit Polysacchariden

konnen den Arzneistoff gezielt in den Kolon transportieren [216].
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Abbildung 1-9: Bakterielle Spaltung des Prodrugs Sulfasalazin[217]
Sulfasalazin gelangt als Prodrug in das Kolon und wird dort durch die bakterielle Azoreduktase in Sulfapyridin und

die Wirkform 5-Aminosalicylséure gespalten.
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2 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit waren die neuen Substanzen PF-189 und PF-183, als
mdogliche JAK-Inhibitoren zu charakterisieren. Als Vergleichssubstanz diente dabei der
zugelassene Wirkstoff Tofacitinib. PF-189 und PF-183 sind Amidoxim-Prodrugs und
wurden von Ellen Pfaffenrot im Arbeitskreis von Prof. Dr. Laufer in Tudbingen
synthetisiert. PF-189 weist dieselbe Molekulstruktur wie das Tofacitinib auf, jedoch
wurde bei PF-189 die Nitril-Gruppe gegen eine Amidoximgruppe ersetzt. PF-183 weist
ein 1,6-Dihydropyrrollo-pyridin-Grundgerust auf und wirkt, nach der enzymatischen

Katalyse, aufgrund der Amidin-Funktion selektiver gegen JAK3.

Die Untersuchungen sollten im Hinblick auf Toxizitat und Wirksamkeit sowohl in vitro,
als auch in vivo erfolgen. Hauptteil war es dabei, das Amidoxim-Prodrug-Prinzip zur
Behandlung von entzundlichen Darmerkrankungen zu testen. Hierfur sollte der
Einfluss der einzelnen Substanzen auf eine Karzinomzelllinie mit intestinalem
Ursprung mit molekularbiologischen Methoden bestimmt werden und die Selektivitat

und Kinetik untersucht werden.

Fur das DSS-Kaolitis-Modell in der Maus sollte vorher in vitro geprtft werden, ob die
Substanzen relevante Entziindungs- oder Heilungsprozesse beeintrachtigen kénnen.
Mit der ,Scratch-Assay“-Methode sollte die Wundheilung bestimmt werden und durch
Einsatz proinflammatorischer Zytokine, die auch Zelltod hervorrufen kdnnen, sollte die
inhibitorische Kapazitat ermittelt werden. Zusatzlich konnte geprift werden, ob eine
Selektivitat gegen JAK3 im DSS-Kolitis-Modell von Vortell ist.

Mittels der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) sollte das Amidoxim-Prodrug
in vivo auf Funktionalitat getestet werden. Zur Bestimmung der einzelnen Substanzen

in Leber, Niere und Kolon musste eine HPLC-Methode entwickelt und validiert werden.

Die Wirksamkeit des Prodrug-Prinzips und der neuen Substanzen sollte zum Schluss
in einem Darmentzindungsmodell in der Maus Uberprift und bestimmt werden.
Insgesamt wird erhofft, bessere Verbindungen als Tofacitinib hinsichtlich des

Nebenwirkungsprofils zu finden.
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Zusatzlich sollte der Metabolismus von Tofacitinib auf die Bildung von Cyanid
untersucht werden, um ausreichende Klarheit tUber die Toxizitdt von Tofacitinib zu

schaffen.
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3 Material und Gerate

3.1 Enzyme
Tabelle 3-1: Liste der verwendeten Enzyme
Isoenzym spezifische Aktivitat Hersteller
(pmol x min x pmol p450Y)
CYP1A2 30 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP2A6 11,1 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP2B6 4.9 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP2CS8 54 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP2C9 40,0 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP2C19 3,4 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP2D6 46 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
CYP3A4 170 BD Bioscience (Bedford,
MA, USA)
3.2 Zelllinien
Tabelle 3-2: Liste der verwendeten Zelllinien
Zelllinie Katalog-Nr. Spezies Zelltyp Hersteller
HT-29 ACC-299 human kolorektale DSMZ
Adenokarzinom-
zellen
Caco-2 human kolorektale DSMZ
Adenokarzinom-
zellen
SwW480 ACC-313 human kolorektale DSMZ
Adenokarzinom-
zellen
Ba/F3- murin Pra-B-Zellen freundliche Gabe von
gp130/hIL-6R Prof. Dr. Rose-John
THP-1 ACC-16 human Monozyten DSMZ
Jurkat ACC-282 human T-Zellen DSMZ
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3.3 Medien, Supplemente und Puffer

Tabelle 3-3: Liste der verwendeten Medien und Supplemente
Medien/Supplemente Hersteller

DMEM

Life Technologies GmbH (Carlsbad, CA, USA)

FBS Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

RPMI Medium 1640 Life Technologies GmbH (Carlsbad, CA, USA)

MEM Life Technologies GmbH (Carlsbad, CA, USA)

Trypsin/EDTA Life Technologies GmbH (Carlsbad, CA, USA)

IntestiCult™ Organoid Growth Medium Stemcell™ Technologies (Vancouver, Kanada)
Mouse Basal Medium

IntestiCult™ Organoid Growth Medium Stemcell™ Technologies (Vancouver, Kanada)
Mouse Supplement 1

IntestiCult™ Organoid Growth Medium Stemcell™ Technologies (Vancouver, Kanada)
Mouse Supplement 2

BD Matrigel Growth factor reduced, BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Phenol red free 10ml

Tabelle 3-4: Liste der verwendeten Puffer

Puffer Zusammensetzung Hersteller
DLB-Lysis-Puffer 2% (m/v) SDS, 2 mM Natriumvanadat, -
20 mM Tris (pH 7,4), 1:2 Verdlinnung mit
Aqua bidest, Protease-Inhibitor 1Xx,
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1x
5x SDS Ladepuffer 250 mM Tris (pH 6.8), 10 % (w/v) SDS, -
50 % (v/v) Glycerol, 500 mM DTT
4x Trenngelpuffer 1.5 M Tris (pH 8.8), 0.4 % (w/v) SDS -
Sammelgelpuffer 0.5 M Tris (pH 6.8), 0.4 % (w/v)SDS -
Elektrophoresebuffer 25 mM Tris (pH 8.3), 192 mM Glycin, BioRad

(10x)

0.1 % SDS

(Kalifornien, USA)

Anodenpuffer 1

30 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol

Anodenpuffer 2

300 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer 25 mM Tris, 40 mM -
6-Aminocaproinsaure, 20 % (v/v)
Methanol

10x TBS 200 mM Tris (pH 7.6), 1,37 M NacCl -

TTBS 1 x TBS, 0.1 % (v/v) Tween20 -

DPBS 1 mM KH2PO4, 155 mM NaCl, 3 mM Life Technologies
NazHPO4-7H,0 GmbH (Carlsbad,

CA, USA)
FACS Waschpuffer 0.5 % (w/v) BSA in PBS -

Stripping-Puffer

2 % (w/v) SDS, 62.5 mM Tris (pH 6.8)
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3.4 Zytokine

Tabelle 3-5: Liste der verwendeten Zytokine zur Stimulation

Stimulantien

Konzentration

Hersteller

rekombinant human IL-6 100 ng/ml PeproTech GmbH (Hamburg,
Deutschland)
rekombinant hyperll-6 100 ng/ml freundliche Gabe von Prof. Dr.
Rose-John
rekombinant human IL-4 50 ng/ml PeproTech GmbH (Hamburg,
Deutschland)
rekombinant human IL-22 100 ng/mi PeproTech GmbH (Hamburg,
Deutschland)
rekombinant human EGF 10 ng/ml R&D systems Inc. (Minneapolis,
MN USA)
rekombinant human IFN-y 100 ng/ml Immunotools (Friesoythe,
Deutschland)
rekombinant murin I1L-22 100 ng/ml PeproTech GmbH (Hamburg,
Deutschland)
3.5 Antikorper
Tabelle 3-6: Liste der verwendeten Antikdrper
Antikorper Spezies angewendete Hersteller
Verdinnung
Anti-JAK1 Hase, polyklonal 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)
Anti-JAK2  (D2E12) Hase, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
XP® (Danvers, MA, USA)
Anti-JAK3 Hase, polyklonal 1:500 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)
Anti-Tyk2 Maus, monoklonal 1:1000 BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland)
Anti-p-STAT 3 Hase, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)
Anti-STAT3 Hase, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)
Anti-pSTAT1 Hase, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology

(Danvers, MA, USA)
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Antikorper Spezies angewendete Hersteller
Verdinnung

Anti-STAT1 Hase, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)

Anti-pSTAT6 Hase, polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)

Anti-STAT6 Hase, monoklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)

Anti-PARP Hase, polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)

Anti-Caspase 3 Hase, polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA)

Anti-B-Aktin Maus, monoklonal 1:10000 Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Anti-Ki67 Maus, monoklonal 1:500 BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland)

Anti-BrdU Maus, monoklona BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland)

Anti-Hase-HRP 1:3000 Amersham Biosciences
(Glattbrugg, Schweiz)

Anti-Maus-HRP 1:3000 Amersham Biosciences
(Glattbrugg, Schweiz)

3.6 Chemikalien
Tabelle 3-7: Liste der verwendeten Chemikalien
Chemikalien Hersteller

1,3-Dimethylbarbitursaure

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

6-Aminocapronsaure

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Acetonitril (HPLC grade)

J.T. Baker (Deventer, Nierderlande)

Acrylamid Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen,
Deutschland)

APS Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

BSA Th. Geyer GmbH & Co. KG (Hamburg,

Deutschland)
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Chemikalien Hersteller

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

DTT Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Glycerol Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

Deutschland)

HALT ™ Protease und Phosphatase
Inhibitor Cocktail

Thermo Fischer Scientific, Bremen,
Deutschland

Kaliumcyanid

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Ketoconazol

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)

Methanol

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

Methanol (HPLC grade)

J.T. Baker (Deventer, Niederlande)

NADPH

Roche Diagnostics AG (Mannheim,
Deutschland)

Natrium-1-octylsulfonat

TCI Deutschland GmbH (Eschborn,
Deutschland)

Natriumchlorid

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Natriumdithionit

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Natriumoctylsulfonat

TCI Deutschland GmbH (Eschborn,
Deutschland)

Natriumvanadat

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL)

Life Technologies GmbH (Carlsbad, CA, USA)

Plasdone™ Povidon K 90

Ashland Inc. (Covington, KY, USA)

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

Salzsaure Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

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

TEMED Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Tertramethylammoniumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Tetramethylammoniumchlorid

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

Hersteller

Tofacitinibcitrat

Acorn Pharmatech (Redwood City, CA, USA)

Trifluoressigséure AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Tris-Base Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)
Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
3.7 Gerate

Tabelle 3-8: Liste der verwendeten Gerate

Gerate

Hersteller

Bandelin  Sonorex Super RK 106
Ultraschallbad

Bandelin electronic GmbH & Co. KG (Berlin,
Deutschland)

Brutschrank

Cary 50 Scan UV-Visible Microplate Reader

Varian GmbH (Miunchen, Deutschland)

Cary 50 Scan/ 50 MPR
Cary Win UV-Software 2.0

Varian GmbH (Munchen, Deutschland)

Cellometer Auto T4 Plus

Heraeus (Hanua, Deutschland)

Eppendorf Multipette plus

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf Referenz Pipetten
10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl, 2500 pl

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Gefriertrockner Alpha 2-4

Martin  Christ  Gefriertrocknungsanlagen
GmbH (Osterode am Harz, Deutschland)

GFL 1033 Schittelwasserbad

GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH
(Burgwedel, Deutschland)

Hettich Mikroliter Zentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen,
Deutschland)

Hettich Mikrozentrifuge 200

Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen,
Deutschland)

HPLC

Kleinschuttler IKA-VF2

IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen,
Deutschland)

Laminar Air Flow Werkbank

Thermo Scientific (Bremen, Deutschland)

pH-Messgerat inoLab® pH level 1

Wissenschaftlich-Technische ~ Werkstatten
GmbH (Weilheim, Deutschland)

Tecan Infinite F200 pro plate reader

Tecan Group AG (Méannedorf, Schweiz)

Tissue lyser Il

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Vibrationsmischer IKA Vibrax-VXR

IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen,
Deutschland)

Waage Sartorius CP225D

Sartorius AG (Géttingen, Deutschland)

Waage Sartorius L2200P

Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)
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3.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3-9: Liste der Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

96-well Microtiterplatten, Polystyrol, U-Bottom

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Einmalskalpelle

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

FACS- Rohrchen

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Filterpipettenspitzen

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht,
Deutschland)

Halb-Mikro-Klvetten 10x4 mm

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht,
Deutschland)

Kantlen,
18G, 20G, 26G

BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)

Microvette® 200 Kapillarblutentnahmesystem,
Na-EDTA

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

Pasteurpipetten aus Glas

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Petrischale

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht,
Deutschland)

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht,
Deutschland)

Reaktionsgefalie
0,5ml, 1,5 ml und 2 ml

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

Serologische Pipetten, steril

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

Spritzen
1 ml, 10 ml, 200 ml

BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)

Stainless steel beads, 5mm

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Vasofix Safety Venenverweilkantle 22G

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Zellkultur-Platten mit Deckel,
6-well, 12-well, 24-well, 96-well, flat bottom

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

Zellschaber

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

Zellsieb, 100 ym

BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)
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Verbrauchsmaterial Hersteller

Zentrifugen-Tubes, konisch Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)
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4 Methoden

4.1 Metabolismusstudien
4.1.1 Gewinnung porciner und humaner Lebermikrosomen

Die Schweinelebermikrosomen wurden von Carmen Krischkowski nach einer
etablierten Methode gewonnen [218]. Die Leber wurde dabei vom Schlachthof in
Bordesholm geholt und in eisgekihltem 20 mM Kaliumphosphatpuffer mit
1 mM Na2-EDTA bei pH 7.4 gelagert. Weitere Arbeitsschritte erfolgten bei einer
Temperatur von 0-4°C. Die Leberlappen wurden nun mit einem 50 mM Phosphatpuffer
(1 mM Na2-EDTA, pH 7.4) perfundiert, in Stiicke zerkleinert und solange gewaschen,
bis das Waschwasser klar wurde. Die Organstiicke wurden im handelstblichen
Fleischwolf  zerkleinert und der entstandene Brei wurde in den
Durchflusshomogenisator gegeben. Das Homogenat wurde durch ein Sieb von groben

Stlicken getrennt und die Mikrosomen mittels Ultrazentrifugation gewonnen [219].

Die Gewinnung von humanen Lebermikrosomen erfolgte ebenfalls mithilfe der

Ultrazentrifugation durch Carmen Krischkowksi.

4.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes der Lebermikrosomen

Der Proteingehalt der Lebermikrosomen wurde mithilfe der BCA-Methode bestimmit.
Hierfir wurde das BCA Protein Assay Kit des Herstellers Pierce (Rockford, USA)
gemal Herstellerangaben verwendet. Die Bestimmung basiert auf der Reduktion von
Cu?* zu Cu* durch Proteine im alkalischen Medium. AnschlieRend reagiert das Kupfer-
lon mit Bicinchoninsaure (BCA) zu einem violettem Komplex, das bei 562 nm
photometrisch vermessen werden kann. Die Quantifizierung erfolgte mit einer
Kalibriergeraden, zu deren Erstellung man eine Rinderserumalbuminlésung mit

bekannter Konzentration verwendete [220].

4.1.3 Bestimmung des Cytochrom P450-Gehaltes

Der Gehalt an Cytochrom P450 in den Schweinelebermikrosomen wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von Omura et al. photometrisch bestimmt [221]. Dabei
wurden die Mikrosomen 1:3 in Tris-HCI-Puffer pH 7,4 verdinnt und anschlie3end
wurde eine Spatelspitze Natriumdithionit hinzugegeben und in der Klvette gerihrt.

Nun wurde das erste Spektrum bei 400-500 nm aufgenommen. Nach 20-sekindiger
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Einleitung von Kohlenstoffmonooxid (CO) wurde die Klvette weitere 5 min stehen

gelassen. Anschlielend wurde ein zweites Spektrum bei 400-500nm aufgenommen.

Bei dieser Bestimmung wird das zentrale Eisen(lll)-lon des Porphyrin-Grundgerustes
mit Hilfe von Natriumdithionit zu Eisen(ll) reduziert. Die reduzierte Form des Eisens
kann nun CO binden. Der gesamte Komplex weist ein Absorptionsmaximum von
450 nm auf. Durch die beiden Spektren kann ein Differenzspektrum erstellt werden um
die Absorptionsdifferenz AA zu ermitteln. Durch Einsetzen der bekannten Parameter
in das Lambert-beersche Gesetz kann die Konzentration berechnet werden. Der

empirisch ermittelte Absorptionskoeffizient € betragt 91 mM-1 x cm-?,

4.1.4 In vitro Biotransformationsanséatze

Die Bildung von Blausaure bzw. Cyanid-lonen wurde unter aeroben Bedingungen im
Schittelwasserbad bei 37 °C  bestimmt. Die Inkubation fand in 1,5ml
Reaktionsgefaflen mit einem Ansatz von 150 pl statt. Der Inkubationsansatz
beinhaltete 100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1,5 mM Tofacitinibcitrat und das Protein. Nach
3-mindtiger Vorinkubation wurde anschlieBend 1 mM NADPH als Cofaktor des

Enzymsystems hinzugegeben, um die Inkubation zu starten.

Nach Ablauf der verschiedenen Inkubationszeiten wurde die enzymatische Reaktion
mit 150 ul Methanol abgestoppt, der komplette Ansatz 5 min geschittelt und
nachfolgend bei 10000 rpm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen

und fur die Bestimmung verwendet.

Inkubationsansatze mit Isoenzymen enthielten das jeweilige Isoenzym, 1.5 mM
Tofacitinibcitrat und 100 mM Tris-HCI pH 7.4.

Fir die Inkubationen mit Ketoconazol wurde das Volumen des Puffers verringert und
eine gleiche Menge an verschiedenen Konzentrationen des Ketoconazols
hinzugegeben, so dass am Ende jeder Inkubationsansatz 150 ul enthielt. Ketoconazol
wurde in DMSO geldst und so verdunnt, dass der Inkubationsansatz nur 5 % DMSO
enthielt.

4.1.5 Photometrische Quantifizierung von Cyanid
Die Bestimmung von Cyanid basiert auf der Konig-Reaktion. Es wird eine Methode mit
mehreren Reaktionsschritten beschrieben. Sie basiert auf der Reaktion von Cyanid mit
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einem Halogen. Anschliel3end reagiert dieses mit Pyridin und einem primaren Amin zu
einem Farbstoff der mittels UV-Spektroskopie vermessen werden kann [222]. Diese
Methode wurde durch Asmus et. al. modifiziert, um die Sensitivitdt des Verfahrens zu
erhohen. Sie benutzen statt eines primaren Amins eine Mischung aus Pyridin und
Barbitursaure [223]. Es wird ein Polymethinfarbstoff gebildet. Dabei muss jedoch
beachtet werden, dass der gebildete Farbstoff innerhalb von 8-15 min vermessen wird,
da er instabil ist [224]. Die Methode wurde jedoch statt mit Barbitursdure mit
1,3-Dimethylbarbiturséaure.

Der Uberstand von 100 pl wurde in ein Reaktionsgefal tberfuhrt und mit 5 pl einer
1 %-igen Chloramin T-Losung versetzt, gevortext und exakt 5 Minuten bei RT stehen
gelassen. Nach Ablauf der Zeit wurden 15pl des Mischreagenzes (s.u.)
hinzugegeben, gevortext und exakt 8 min bei RT stehen gelassen. AnschlieRend

wurde die Losung erneut gevortext und photometrisch bei 590 nm vermessen.

Mischreagenz
6 % 1,3-Dimethylbarbiturséaure
30%  Pyridin
6 % konz. Salzsaure

Aqua bidest
4.1.6 Kalibrierung und Wiederfindung

Eine Kalibrierung wurde vor jeder in vitro Biotransformation durchgefiihrt. Dafur wurde
Kaliumcyanid in 100 mM Tris-HCI Puffer pH 7,4 gel6st und verdiinnt. Zu den jeweiligen
Verdinnungen wurden wie in Kapitel 4.1.5 beschrieben die Lésungen hinzugegeben

und vermessen.

Die Wiederfindung wurde mit den Verdinnungen im gleichen Konzentrationsbereich
durchgefiihrt. Es wurde genauso verfahren, wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben. Die
Reaktion wurde jedoch sofort nach Zugabe von NADPH mit eiskaltem Methanol
gestoppt.



Methoden 43

4.2 Untersuchungen zur Stabilitat

Fur Untersuchungen zur Stabilitat von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 wurden 50 uM
der Substanzen in Kaliumhydrogenphosphat-Puffer pH 2, 7, und 9 bei 37 °C im
Thermoblock erwédrmt. Nach 0, 10 und 30 min und 1, 2, 3, 24, 48 und 72 h wurden die
Proben mit eiskaltem Kaliumhydrogenphosphat-Puffer pH 7,4 auf 25 yM verdinnt und
bei -80 °C eingefroren. Die Proben wurden anschlielend mittels der Methoden,
beschrieben in Kap. 4.7.2.4 und 4.7.2.5 vermessen.

4.3 Zellkulturmethoden

4.3.1 Kultivierung humaner Zelllinien
Fur in vitro Untersuchungen wurden die folgendenden Zelllinien verwendet. Die Zellen
wurden jeweils als adharenter Rasen bei 37 °C und 5 % (v/v) CO:2 in Kulturflaschen

kultiviert. Dabei wurde folgendes Nahrmedium verwendet:

HT-29 DMEM supplementiert mit 10 % (v/v) FBS, 4,54l
D-Glucose, 4 mM L-Glutamin, 110 mg/l Natriumpyruvat

Ba/F3-gp130-hIL-6R DMEM supplementiert mit 10 % (v/v) FBS, 4,54l
D-Glucose, 4 mM L-Glutamin, 110 mg/l Natriumpyruvat,

10ng/ml IL-6

Jurkat RPMI 1640 supplementiert mit 10 % (v/iv) FBS, 2 mM
L-Glutamin, 25 mM HEPES

THP-1 RPMI 1640 supplementiert mit 10 % (v/v) FBS, 2 mM
L-Glutamin, 25 mM HEPES

SW480 RPMI 1640 supplementiert mit 10 % (v/iv) FBS, 2 mM
L-Glutamin, 25 mM HEPES

Caco-2 MEM supplementiert mit 20 % (v/v) FBS, 2 mM L-Glutamin

Die Zelllinien wurden 2x pro Woche passagiert. Hierfir wurde zuerst das
entsprechende Nahrmedium entfernt und die Zellen mit DPBS-Puffer gewaschen.
Adhérente Zellen wurden anschliel3end mit einer Trypsin/EDTA-LOsung fur 5 min bei
37 °C behandelt, wodurch sie sich von der Unterlage l6sten und als Suspension
vorlagen. Die Suspension wurde in Zentrifugen-Tubes tberfihrt und 5 min bei 300 g

zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde, nach Verwerfen der Losung, in 5 mi
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frischem Nahrmedium resuspendiert und im gewtinschten Splitverhaltnis auf die neuen
Zellkulturflaschen verteilt oder fir Experimente mit definierter Zellzahl ausplattiert. Die
Zellzahl wurde in einer Einmalz&hlkammer bestimmt. Alle Schritte an offenen
Zellkulturen wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer Laminar Air Flow
Werkbank (Thermo Sientific, Bremen, Deutschland) durchgefuhrt.

Fur jegliche Untesuchungen in Zellen wurde Tofacitinib in DPBS und PF-189/PF183
in DMSO gel6st. Die Prodrug-Losungen wurden dann soweit verdinnt, dass nicht

mehr als 5 % DMSO zur Behandlung verwendet wurde.

Tabelle 4-1: Uberblick tiber die eingesetzten Zellzahlen fur verschiedene Experimente

Experiment Zellkulturplatte Zellzahl/well Volumen des

Mediums (ml)

Stimulation 12-well Platte 3x10° 1
Proteinlysate 12-well Platte 3x10° 1
RNA-Isolierung 12-well Platte 3x10° 1
FACS-Messung 6-well Platte 4 x10° 2
MTS-Assay 96-well Platte 2 x10% 0,1
Scratch-Assay 12-well Platte 3x10° 1

4.3.2 Zellviabilitatsmessung mittels MTS-Assay

Zu Untersuchungen der Beeinflussung der Zellviabilitat durch die einzelnen
Substanzen wurde ein MTS-Assay durchgefihrt. Durch eine Inhibierung der
Proliferation kdnnen sich die Zellen nicht mehr oder nur im geringen Mal3e vermehren.
Fur diesen Test wurde das CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay der Firma Promega verwendet. Dabei werden die Reagenzien MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
und Phenazinmethosulfat (PMS) eingesetzt. MTS wird Uber die Membran der Zellen
aufgenommen und dort durch Dehydrogenasen zu Formazan umgewandelt. PMS

dient dabei dem Elektronentransport.

Zellen wurden in 96-well Platten ausplattiert und fur 24 h in Medium mit 1 % FBS
kultiviert. Nach Ablauf der Zeit wurde das Medium entnommen und durch

verschiedene Konzentrationen an Tofacitinibcitrat, PF-189 und PF-183 im Medium mit
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1 % FBS ersetzt. Nach 24 h, 48 h oder 72 h wurde 19 pul MTS und 1 pl PMS pro well
hinzugefigt und 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Absorption wurde dann bei 490 nm

vermessen.

4.3.3 AnnexinV/Propidiumiodid-Markierung und Analyse

Die Bestimmung des programmierten Zelltodes erfolgte mit einer
AnnexinV/Propidiumiodid Markierung unter Verwendung des BD Pharmingen™ FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Bioscience, Heidelberg). Die Vermessung
erfolgte durch ein Durchflusszytometer (FACSCalibur™, BD Biosciences, Heidelberg).
Die Daten wurden mithilfe des Programmes CellQuest™ Pro (Version5.2,

BD Biosciences, Heidelberg) ausgewertet.

Fur jede Messung wurden 10.000 Zellen analysiert. Zunéchst wurden die Zellen mit
einem Zellschaber auf Gummi von der 6-well Platte geldst und mit Zellkulturmedium in
2 ml Reaktionsgefaf3en gesammelt. Nun wurden die Zellen 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet mit 200 pl
Waschpuffer resuspendiert und in 96-well Platten verteilt. Die Platte wurde wieder bei
1000 rpm 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Daraufhin wurden die

Zellen in 50 pl der Farbel6sung resuspendiert und nach 10 min vermessen.

Farbelbésung

10x Annexin Binding Buffer (1:10 in H20)
1:20 FITC Annexin V

1:20 Propidiumiodid

4.3.4 in vitro Wundheilung

Fur die Experimente zur in vitro Wundheilung war es wichtig, dass die Zellen einen
konfluenten, einschichtigen Zellverband bildeten. Deshalb wurde eine gleiche Anzahl
an Zellen in 12-well-Platten drei Tage in DMEM + 10 % FCS bei 37 °C kultiviert. Das
Medium wurde gewechselt und die Zellen wurden einen weiteren Tag bei gleichen
Bedingungen kultiviert. Am Tag vor dem Versuch wurde das Medium der Zellen
gewechselt (DMEM + 1% FCS), so dass sie sich alle gleich verhalten. Bevor die Risse
zugefugt wurden, wurden die Zellen 2 h mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt.

Anschliel3end wurde das Medium entfernt, einmal mit DPBS gewaschen und Risse
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zugefigt. Diese wurden 2x mit DPBS gespuilt. Die Aufnahme der Risse unter dem Axio
Imager Z1 Mikroskops (ZEISS, Oberkochen, Deutschland) erfolgte nach 0 und 24 h.
Nach 24 h wurden die Proteine gewonnen, das Merdium entfernt und die Zellen mit
DPBS gewaschen. Nachdem das DPBS verworfen wurde, wurde die Platte umgedreht
und auf dem Boden mit einem Skalpell eine gerade Linie gezogen, so dass ein well in
eine obere und untere Halfte geteilt wurde. AnschlieRend wurden mittels einer 200 ul
Pipettenspitze 3 diinne Risse in den Zellverband geflgt. Die ,Wunden“ wurden 2x mit
DPBS gewaschen, um die zerstorten Zellen zu entfernen. Anschlie3end wurde das
Medium mit den zu untersuchenden Substanzen auf die Zellen gegeben. Die Risse
wurden sofort und nach Ablauf von 24 h unterm Axio Imager Z1 Mikroskops
fotografiert. Die Auswertung erfolgte mittels der Software AxioVision SE64 Rel.4.9
(ZEISS, Oberkochen, Deutschland). Die Berechnung des relativen Wachstums wurde
mittels folgender Gleichung durchgefuhrt:

absolutes Wachstum (24 h- 0 h) 100
*

Groflke (0 h)

Abbildung 4-1: Bestimmung der Migration von HT-29-Zellen nach 24 h
Die Grofte der ,Wunde* wurde direkt nach Beginn des Experimentes (Tag 0) und 24 h danach mittels der Software
AxioVision SE64 Rel.4.9 bestimmt.



Methoden 47

4.4 Molekularbiologische Methoden
4.4.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA (ribonucleic acid) aus Zellen erfolgte mit dem RNeasy
Mini Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland). Die Zellen wurden mit DPBS gewaschen,
in 350 pul RLT-Puffer, supplementiert mit 10 pl/ml 2-Mercaptoethanol, lysiert und tber
eine QiaShredder®-S&aule und anschlielender Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 2 min
aufgeschlossen. Kolonsticke wurden zuerst in 350 yl RLT-Puffer (10 pl/ml 2-
Mercaptoethanol) aufgenommen und die Zellen mittels des Tissuelyser Il (Qiagen,
Hilden, Deutschland) aufgeschlossen, so dass die RNA frei wird. Anschliel3end wurde
die Suspension in eine QiaShredder®-Saule gegeben und zentrifugiert. Der Durchflul3
wurde mit einem gleichen Anteil an 70 %-igem Ethanol versetzt und auf eine RNeasy
Spin-Saule Uberfuhrt. Durch das Zentrifugieren bei 10.000 rpm fur 30 sec wurde die
RNA nun an die Saule gebunden. Nach einem weiteren Waschschritt mit RW1-Puffer
wurde die RNA mit 80 pl DNase-Losung 30 min bei RT inkubiert. Nun wurde die Saule
erneut mit RW1-Puffer gewaschen und anschliel3end 2x mit 500 pl RPE-Puffer 30 sec
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt zur Trocknung
wurde RNase-freies Wasser auf die Saule gegeben und 5min bei RT inkubiert. Das
Wasser l6st die RNA von der Saule und durch die Zentrifugation konnte die Gesamt-
RNA eluiert werden. Die isolierte RNA wurde bei -80 °C aufbewahrt und jeder weitere
Schritt auf Eis durchgefihrt.

Die Konzentration der gewonnen RNA wurde mit dem NanoDrop® ND-1000
Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) ermittelt.
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4.4.2 cDNA-Synthese

Fur weitere Analysen wurde nun die komplette RNA in die komplementdre DNA
(cDNA) umgeschrieben. Dies erfolgte mittels des Maxima H Minus First Strand cDNA
Synthesis kit (Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die Durchfuhrung erfolgte
nach dem Protokoll des Herstellers.

Tabelle 4-2: Komponenten des Kits und die Inkubationsbedingungen

Schritt verwendete Menge Inkubation
Komponente

1. RNA 500- 1000 ng
Oligo(dt)1s Oligonucleotide 0,125 pl
dNTP mix (10mM each) 0,5 ul 5 min, 65 °C
Nuklease-freies Wasser ad 7,5 pl

2. 5x RT-Puffer 2 ul 10 min, 25 °C
Maxima H Minus RT 0,5 ul 15 min, 50 °C

5 min, 85 °C

4.4.3 Quantitative Echt-Zeit Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die quantitative Echt-Zeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) ist eine Methode zur
Vervielfaltigung von Nukleinsauren. Sie beruht auf dem Prinzip der PCR, ermdglicht
aber zusatzlich die Quantifizierung der replizierten DNA. Zur Quantifizierung wurde der
DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet. Es wurden
Oligonucleotide konzipiert, basierend auf dem Abschnitt der Orginial-DNA, das von
Interesse ist. Diese Oligonucleotide wurden so entwickelt, dass sie sich bei 60 °C
anlagern und ein Amplikon von 150-350 Basenpaaren bilden. Sie wurden von
Microsynth (Balgach, Schweiz) synthetisiert. Fur die qPCR wurde der SYBR® Select
Master Mix (Life Technoligies, Darmstadt, Deutschland) verwendet und die gPCR
wurde anhand des Herstellerprotokolls durchgefihrt. Es wurden 5 ul der hergestellten
cDNA mit 5 uM der einzelnen Oligonucleotide und 4,5 yl SYBR® Select Master Mix
gemischt. Auf 384-well Platten fand die Reaktion mithilfe des 7900 HT Fast Real-Time
PCR System (Allpied Biosystems, Carlsbad, USA) statt. Die Ergebnisse wurden auf

das Referenz-Gen GAPDH bezogen um mdgliche Pipettierfehler zu vermeiden.
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4.5 Proteinbiochemische Methoden
4.5.1 Gewinnung von Proteinlysaten

Adhéarente Zellen wurden vor der Lysierung einmal mit eiskaltem DPBS-Puffer
gewaschen und anschlieRend mit 1-fachem DLB-Puffer lysiert. Daraufhin wurde der

Zellrasen mittels Zellschaber auf Gummi abgeldst und direkt im well lysiert.

Zur Gewinnung von Proteinlysaten aus Organoiden wurde das Medium entfernt und
mit DPBS-Puffer gewaschen. Hierfur wurde das Matrigel mittels Pipettenspitze vom
Plattenboden entfernt und in 1,5 ml ReaktionsgefaBe dberfihrt. Die
Organoidsuspension wurde anschliel3end bei 300 g bei 4 °C fur 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Nun wurde das Pellet in Corning™ Cell Recovery
Solution (Thermo Scientific, Bremen, Deutschland) resuspendiert und 10 min auf Eis
stehen gelassen. Danach erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt. Nach Ablauf der
10 min wurde der Uberstand wieder verworfen und das Pellet in DLB-Puffer
resuspendiert.

Zur Gewinnung der Proteine aus Gewebe wurde dieses mit DLB-Puffer versetzt und
anschlieend im Tissuelyser Il aufgeschlossen.

Die Zellsuspension im DLB-Puffer wurde 5 min bei 95 °C aufgekocht, 2x jeweils 5 sec
im Ultraschall homogenisiert und bei 16.000 g und 4 °C, 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und bei -80 °C eingefroren.

4.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Proteingehalt wurde nach dem Test von Lowry durchgefiihrt [225]. Es wurde
hierfir das DC Protein Assay Kit der Firma BioRad (Kalifornien, USA) gemal
Herstellerangaben verwendet. Die Bestimmung beruht auf der Reduktion von Cu?* zu
Cu* durch Proteine im alkalischen Medium. Die gebildeten Cu*-lonen wiederum
reduzieren das gelbe Folin-Ciocalteau Reagenz (Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-
Heteroplysauren) zu Molybdanblau, welches bei 750 nm vermessen wurde. Die
Quantifizierung erfolgt mittels Kalibriergerade, zu deren Erstellung eine

Rinderserumalbuminlésung mit bekannter Konzentration verwendet wird.
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4.5.3 Western Blot Analyse
4.5.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur weiteren Charakterisierung der Zelllysate wurde eine diskontinuierliche
denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der
Methode von Laemmli durchgefiihrt [226]. Dabei wurden die Proteine nach Grol3e
aufgetrennt und anschlieRend mittels Westernblot untersucht. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentrationen wurden die Proben auf 15 pg/10 pl mit DPBS und Ladepuffer
verdinnt und bei 95 °C fir 5 min vollstadndig denaturiert. Je nach Grol3e des gesuchten
Proteins, wird der Anteil an Acrylamid variiert. Fr die hier genannten Untersuchungen
wurden 7,5 %ige, 10 %ige und 15%-ige Acrylamid-Gele verwendet. Nachdem die
Protein-Losungen geladen wurden, fand eine Fokussierung bei 300 V und 15 mA im
Sammelgel statt. Anschliel3end wurden die Proteine im Trenngel bei 300 V und 30 mA
getrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden nachfolgend mittels Western Blot

Analyse zur Immunodetektion auf eine Tragermembran Ubertragen.

Trenngel:
% Acrylamid 7,5 % 10% 15 %
Aqua bid. 5ml 4,15 ml 2,5 ml
Trenngelpuffer (4x) 2,5 ml 2,5ml 2,5ml
(Bis)Acrylamid 2,5ml 3,35 ml 5 ml
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
APS 100 pl 100 pl 100 pl

Sammelgel (3% Acrylamid):

Aqua bid. 1,95 ml
Sammelgelpuffer (4x) 0,75 ml
(Bis)Acrylamid 300 pl
TEMED 3l
APS 30 ul

4.5.3.2 Western Blot

Fur eine Immunodetektion der nach Grél3e getrennten Proteine wurden die Proteine
vom Polyacrylamid-Gel im Halbtrockenenverfahren auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF) lbertragen. Der Transfer erfolgte in einem Trans-Blot® SD Semi-
Dry Transfer Cell System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) bei

25V fur eine Stunde. Dabei wurden mehrere Filterpapiere in Kathodenpuffer,
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Anodepuffer 1 und Anodenpuffer 2 getrankt. Die Membran wurde in Methanol aktiviert
und fir mindestens 5 min in Aqua dest. equilibriert. Die Membran wurde als Sandwich
zwischen die Filterpapiere und das Gel wie folgt eingebaut: Kathodenpufferfilter, Gel,
Membran, Anodenpufferfilter 1 und zuletzt Anodenpufferfilter 2. Nun wurde das
Sandwich zwischen die Graphitplatten der Blottingapparatur gelegt.

Nach dem Transfer wurden die freien Bindestellen der Membran mit5 % BSA in TTBS-
Puffer blockiert. Zur Immunodetektion wurden die, in Kapitel 2.4 angegebenen,
Antikorper verwendet. Die Membran wurde mit Primarantikdrpern, verdunnt in 5 %
BSA, Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran mit TTBS
gewaschen und mit Sekundarantikérpern, wie anti-rabbit- und anti-mouse-Antikdérpern
in den beschriebenen Konzentrationen fur 30 min bei RT inkubiert. Die
Sekundarantikdrper sind an eine Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase,
HRP) gekoppelt, welche der Detektion dient. Zur Detektion wurde entweder ECL
(Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) oder ECL plus (Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) verwendet. Es kommt durch die HRP zu einer
Chemilumineszenz, die mittels geeigneter Rontgenfilme (Amersham Hyperfiim ECL,

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) detektiert werden kann.

Wenn andere Zielproteine mit der gleichen Gro3e oder B-Aktin zur Ladekontrolle
immunologisch erfasst werden sollten, wurde die Membran einem sogenannten
strippen unterzogen. Dabei wurden die Proteine durch alkalische Denaturierung fur
20 min bei 56 °C in stripping-Puffer von der Membran entfernt und die Zielproteine
durch wiederholte immunologische Detektion, wie oben beschrieben, nachgewiesen.

4.5.4 Enzyme-linked immunoassay (ELISA)
Der ELISA wurde zur Quantifizierung von CXCL1 im Plasma der Maus durchgefiihrt.

Dabei wurde das Mouse CXCL1/KC Duo Set Development kit von R&D Systems
(Abingdon, United Kingdom) verwendet und der ELISA nach Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Die Proben wurden 1:10 verdinnt. Die Absorption wurde
mittels des Mikroplatten-Readers Infinite M200 Pro (Tecan, Mé&nnedorf, Switzerland)

gemessen.
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4.6 Organotypische Methoden
4.6.1 Gewinnung von Organoiden

Die Isolierung von Krypten zur anschlie3enden Kultivierung von Organoiden erfolgte
nach Protokoll von Sato et. al., welches zusatzlich modifiziert wurde [227]. Hierfur
wurde das lleum von C57BI/6J Mausen in Sticke (< 5 mm) geschnitten und in 20 ml
eiskaltes EDTA-Puffer (10 mM) gegeben. Die Darmstiicke wurden 10 min auf Eis
stehen gelassen und wahrenddessen leicht geschuttelt. Dies wurde 3-mal wiederholt.
Anschliel3end wurden die Darmstiicke in eiskalten DPBS-Puffer tberfiihrt und 2-mal
30 sec stark geschuttelt. Zwischen dem Schutteln wurden die Stiicke 5 min auf Eis
gestellt. Danach wurde die Suspension durch ein Zellsieb (100 um) gegeben. Der
Siebdurchgang wurde fur weitere Schritte verwendet. Es wurden 5 pl aus dem
Siebdurchgang entnommen und die Kryptenzahl unterm Mikroskop bestimmt. Zur
Bestimmung des Volumens (x), welches entnommen werden muss um eine
ausreichende Anzahl an Krypten fur ein optimales Wachstum zu haben, wurde
folgende Formel verwendet:
w*d*v*5
n

xX=

n: Anzahl der Krypten in 5 pl

d: gewulnschte Dichte der Krypten (10 Krypten/ul Matrigel)
v: Volumen an Matrigel pro well

w: Anzahl an wells

Das errechnete Volumen wurde entnommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt
und bei 1200 rpm, 4 °C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Krypten wurden nun in DPBS und Matrigel (1:2) aufgenommen und 100 pl wurden in
eine 24-well Platte Uberfuhrt. Damit sich das Matrigel verfestigt wurde die Platte fur 20-
25 min in den Brutschrank gestellt. Anschlielend wurden 500 pul des IntestiCult™
Organoid Growth Medium Mouse Basal Medium in jedes well gegeben. Das Medium
wurde alle 2-3 Tage gewechselt und die Organoide wurden nach sieben Tagen

passagiert.
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4.6.2 Passagieren der Organoide

Zur Passage der Organoide wurde das Medium entnommen und die Organoide mit
DPBS-Puffer gewaschen. Hierfir wurde das Matrigel mittels Pipettenspitze vom
Plattenboden entfernt und in 15 ml Zentrifugen-Tubes Uberfuhrt. Die Tubes wurden bei
300 g 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Organoide mit der
doppelten Menge an DPBS-Matrigel-Mischung versetzt, um die doppelte Anzahl an

wells fillen zu kénnen. Es wurde weiterfahren wie in Kap. 4.6.1 beschrieben.

4.6.3 Einfluss auf Differenzierungs- und Stammzellenmarker

Nach der Passage wurden die Organoide in 24 well-Platten Utberfuhrt. Die zu
untersuchenden Substanzen wurden im Medium verdinnt und auf die Organoide,
eingebettet in Matrigel, gegeben. Nach 4 Tagen wurde das Medium gewechselt. Das
Experiment wurde insgesamt 10 Tag durchgefiuhrt. Danach wurde das Medium
entfernt und die Organoide mit 350 ul RTL + 2-Mercaptoethanol versetzt. Dies diente
der Isolation der Gesamt-RNA. Weiterhin wurde, wie in Kap. 4.4.1 und 4.4.2
beschrieben, verfahren.

4.7 In vivo Studien
4.7.1 Bioverfugbarkeit von Tofacitinib nach rektaler Gabe
4.7.1.1 Tierstudiendesign

Der Versuch wurde mit 15 7-10 Wochen alten Mausen des Stammes C57BL/6J
durchgefiihrt. Die Mause erhielten ein Klistier aus Povidon K90, DPBS und
Tofacitinibcitrat oder intraperitoneal eine sterile Losung aus DPBS und Tofacitinibcitrat.
In Vorversuchen wurde ermittelt, dass durch die Applikation von 100 pl des Klistiers

das Verbleiben der viskosen Lésung im Kolon gewahrleistet ist.

Tabelle 4-3: Einteilung der Gruppen fir die Bioverfugbarkeitsstudie mit Tofacitinib

Gruppe Tiere Art der Applikation Dosis

1 5 rektal 30 mg/kg KG
2 5 rektal 30 mg/kg KG
3 5 intraperitoneal 30 mg/kg KG

Nach Applikation des Wirkstoffes wurden die Mause, aufgrund der

pharmakokinetischen Daten von Tofacitinibcitrat, nach 90 min getotet. Gruppe 2 wurde
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sofort nach der rektalen Gabe getdtet. Diese Gruppe diente als Kontrolle des
Spulschrittes. Es sollte damit Gberprift werden, ob trotz Waschvorgangs keine Reste
von Tofacitinibcitrat im Kolon verbleiben um bei der quantitativen Bestimmung keine
falschen Ergebnisse zu erhalten. Nach Tétung wurden die Organe und das Blut
entnommen. Die Organe wurden gewogen und sofort bei -80 °C eingefroren.

4.7.1.2 Gewinnung und Aufarbeitung von Plasmaproben
Die Gewinnung der Plasmaproben erfolgte durch das Uberfiihren des Blutes in
Microvetten, die mit Natrium-EDTA beschichtet sind. Anschlieend wurden die

Microvetten 5 min bei 2000 g zentrifugiert und der Uberstand bei -80 °C eingefroren.

4.7.1.3 Aufarbeitung von Organproben

Die Aufarbeitung erfolgte ausgehend von der Methode von Kotthaus et al., optimiert
durch Gudd beschrieben in der Dissertation [228, 229]. Da nur das aufgenommene
und nicht gulucuronidierte Tofacitinib nachgewiesen werden sollte, wurde keine

Natriumchloridlésung verwendet.

Es wurden Leber, Niere, und Dickdarm bei Raumtemperatur aufgetaut. Je nach Organ
wurden 300-400 mg Gewebeproben mit 400 pl Aqua bidest. in einem POTTER-
ELVEHJEM Homogenisator mit Glaspistill homogenisiert. Anschlie3end wurde das
Glaspistill mit 400 pul Aqua bidest. gespult. Nach Zugabe von 1000 pl eiskaltem
Acetonitril, zur Prazipitation der Proteine, wurden die Ansatze 10 min im Ultraschallbad
behandelt und anschlieBend 30 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
1,5 Tage gefriergetrocknet. Nach vollstindigem Einengen der Probe wurde diese in
100 pl eines Gemisches aus Acetonitril mit 0,01 % Trifluoressigsaure in Aqua bid.
(13/87) gelost. Die Vermessung der Proben erfolgte mittels der in Kapitel 3.5.4
beschriebenen Methode. Jede Probe wurde einfach aufgearbeitet und zweifach

vermessen.

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden Niere, Leber, Dinndarm und Dickdarm aus
der Maus verwendet. Etwa 50 mg Gewebeproben wurden jeweils mit 6 verschiedenen
Tofacitinibkonzentrationen im Bereich von 0,5-100 uM versetzt. Jede Konzentration
wurde doppelt aufgearbeitet und zweimal vermessen. Die erhaltene Menge an

Tofacitinib wurde in ng/g angegeben.
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4.7.1.4 HPLC-Analytik fur Tofacitinib

Methode A

HPLC-Pumpe Waters 1525 Binary HPLC Pump

Entgaser Postnova PN 7505

Detektor Waters W2487 Dual A Absorbance Detector
Autosampler Waters W717 plus

Stationare Phase VDS Optilab LiChrospher60 RP-select B, 125x4 mm, 5 um,
(Berlin, Deutschland), Vorsédule Phenomenex Gemini C8
(Torrance, CA, USA)

Mobile Phase A 0,01% Trifluoressigséaure in Aqua bid.
B 0,01% Trifluoressigsaure in Acetonitril

Detektion UV, 290 nm

Flussrate 1,2 ml/min

Laufzeit 10 min

Temperatur 20 °C

Injektionsvolumen 20 pl
Retentionszeit 52+0,1min

4.7.1.5 Herstellung des Klistiers

Zur Herstellung des Kilistiers wurde eine abgewogene Menge an Tofacitinibcitrat in
DPBS unter standigem Ruhren geldst. Fur die Gewahrleistung der Sterilitat wurde die
Ldsung unter der Laminar air flow Sicherheitswerkbank steril filtriert. Anschlieend
wurde die Losung mit einer 1 ml Spritze, in der das Povidon K90 enthalten war,
aufgezogen.

Bei dem Hilfsstoff Povidon K90 handelt es sich um ein Polymer des Vinylpyrrolidons.
Der K-Wert gibt die durchschnittliche Molekilmasse des Polymers an. In Losungen
dient es der Viskositatserh6hung, in Tabletten als Bindemittel. Hier wurde zur

Viskositatserhohung 40 % Povidon K 90 verwendet.

4.7.1.6 Herstellung der wirkstoffhaltigen Lésung zur i.p. Injektion
Fir die Herstellung einer wirkstoffhaltigen Losung zur intraperitonealen (i.p.) Injektion

in die Maus wurde Tofacitinibcitrat abgewogen und in DPBS unter stdndigem Ruhren
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geldst. Die Losung wurde unter der Laminar air flow Sicherheitswerkbank steril filtriert

und in Spritzen geflllt.

4.7.2 invivo Testungen des Prodrug-Prinzips
4.7.2.1 Tierstudiendesign

Der Versuch wurde mit 15 11 Wochen alten Mausen des Stammes C57BL/6J
durchgefuihrt. Die Mause erhielten ein Klistier aus Povidon K90, DPBS und PF-189
oder PF-183 suspendiert in DPBS (s. Kap. 4.7.1.5).

Tabelle 4-4: Tierstudiendesign zur Uberpriifung des Prodrug-Prinzips

Gruppe Tiere Artder Applikation Substanz Konzentration
1 5 rektal PF-189 30 mg/kg KG
2 5 rektal PF-183 30 mg/kg KG
3 5 rektal PBS -

Nach Applikation des Wirkstoffes wurden die Mause nach 90 min getétet. Nach Tétung
wurden die Organe und das Blut entnommen. Die Organe wurden gewogen und sofort

bei -80 °C eingefroren.

4.7.2.2 Gewinnung und Aufarbeitung von Plasmaproben

Die Gewinnung und Lagerung erfolgte wie in Kap. 4.7.1.2 beschrieben.

4.7.2.3 Aufarbeitung der Organproben

Die Aufarbeitung und Lagerung erfolgte wie in Kap. 4.7.1.3 beschrieben.

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurde die Leber aus der Maus verwendet. Etwa
50 mg Gewebeproben wurden jeweils mit 6 verschiedenen Konzentrationen an
PF-189/PF-192 und PF-183/PF-185 im Bereich von 0,5-100 uM versetzt. Jede
Konzentration wurde doppelt aufgearbeitet und zweimal vermessen. Die erhaltene
Menge an PF-189/PF-192 oder PF-183/PF-185 wurde in ng/g angegeben.
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4.7.2.4 HPLC-Analytik fir PF-189 und PF-192 und Tofacitinib
HPLC-Pumpe Waters 1525 Binary HPLC Pump

Entgaser Postnova PN 7505
Detektor Waters W2487 Dual A Absorbance Detector
Autosampler Waters W717 plus

Stationare Phase VDS Optilab LiChrospher60 RP-select B, 125x4 mm, 5 um,
(Berlin, Deutschland), Vorsédule Phenomenex Gemini C8
(Torrance, CA, USA)

Mobile Phase A 10mM Natriumoctylsulfonat,
20mM Tetramethylammoniumchlorid, pH 3,5 55% (v/v)
B Methanol 45 % (v/v)

Detektion UV, 290 nm
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 20 min
Temperatur 20 °C

Injektionsvolumen 10 pl

Retentionszeit PF-189: 8,9 + 0,03 min
PF-192: 10,9 £ 0,2 min
Tofacitinib: 4,5 £ 0,2 min
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4.7.2.5 HPLC-Analytik fur PF-183 und PF-185

HPLC-Pumpe
Entgaser
Detektor
Autosampler

Stationare Phase

Mobile Phase

Detektion
Flussrate

Laufzeit
Temperatur
Injektionsvolumen

Retentionszeit

Waters 1525 Binary HPLC Pump

Postnova PN 7505

Waters W2487 Dual A Absorbance Detector

Waters W717 plus

VDS Optilab LiChrospher60 RP-select B, 125x4 mm, 5 um,
(Berlin, Deutschland), Vorsédule Phenomenex Gemini C8
(Torrance, CA, USA)

A 20 mM Tetramethylammoniumchlorid pH 3,5 70% (v/v)

B Acetonitril 30 % (v/v)

UV, 250 nm

1,0 ml/min

15 min

20 °C

10 ul

PF-183: 6,3 + 0,08 min

PF-185: 4 + 0,07 min

4.8 Behandlung der DSS-Kolitis in der Maus

4.8.1 Tierstudiendesign
Der Versuch wurde mit 57 11 Wochen alten Mausen des Stammes C57BL/6J

durchgefiihrt. Die Mause erhielten jeden Tag Uber 10 Tage ein Klistier aus Povidon
K90, DPBS und Tofacitinib, PF-189 oder PF-183 suspendiert in DPBS (s. Kap.
4.7.1.5). Die Kontrollgruppen 1 und 6 erhielten nur Povidon K90 mit DPBS.
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Tabelle 4-5: Einteilung der Gruppen zur Durchfiihrung der DSS-Kolitis in der Maus

Gruppe Tiere Tag 0-4  Tag 5-10 Substanz Konzentration
1 3 Wasser  Wasser - -

2 3 Wasser  Wasser Tofacitinib 30 mg/kg KG

3 4 Wasser  Wasser PF-189 30 mg/kg KG

4 4 Wasser  Wasser PF-183 30 mg/kg KG

5 3 Wasser  Wasser PF-183 0,1 mg/kg KG
6 8 DSS Wasser - -

7 8 DSS Wasser Tofacitinib 30 mg/kg KG
8 8 DSS Wasser PF-189 30 mg/kg KG
9 8 DSS Wasser PF-183 30 mg/kg KG
10 8 DSS Wasser PF-183 0,1 mg/kg KG

4.8.2 Induktion einer akuten Kolitis

Zur Induktion einer akuten Kolitis wurde autoklaviertes Leitungswasser mit 2 % DSS
als Trinkwasser 5 Tage an Gruppe 6-10 verabreicht. Dann wurde nur noch
autoklaviertes Wasser fur 5 Tage gegeben. Gruppe 1-5 erhielten Uber 10 Tage nur
autoklaviertes Leitungswasser. Die Mause wurden jeden Tag gewogen und
beobachtet. Am Ende des Experimentes wurden die Mause getotet und die Organe fur

weitere Untersuchungen entnommen.

4.9 Histologische Farbungen
4.9.1 Aufarbeitung des Gewebes

Murines Gewebe wurde in 10 % (w/v) Formalin fir 24h bei 4 °C fixiert. Die Dehydration
des Gewebes erfolgte durch Bader in Ethanol und Xylol. Das Gewebe wurde in Paraffin
eingebetet und 3,5-4,5 ym dicke Sticke mit dem RM2255 Mikrotom (Leica, Wetzlar,

Deutschland) zerteilt.

4.9.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Hamatoxylin farbt saure Strukturen, wie den Zellkern mit der DNA oder das raue
endoplasmatische Retikulum blau. Eosin dagegen farbt alle acidophilen Strukturen,
wie Proteine des Zytoplasmas oder das glatte endoplasmatische Retikulum rot. Somit

dient diese Farbung der Unterscheidung von Zellbestandteilen. Die in Paraffin
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eingebetteten, zerteilten Stiicke wurden 5 min mit Hamalaun gefarbt und anschliel3end
mit Leitungswasser gespult. Danach wurden die Stlicke 2 min mit Eosin G eingefarbt,
gespult, durch Veranderung der Ethanolkonzentrationen dehydratisiert und in
Roti-Histokitt mounting medium (Roth, Karlsruhe, Germany) gelegt. Die Schnitte
wurden mittels des Axio Imager Z1 Mikroskops (ZEISS, Oberkochen, Deutschland)
analysiert und mithilfe der Software AxioVision Rel 4.9 (ZEISS, Oberkochen,
Deutschland) ausgewertet.

4.9.3 Bestimmung des histologischen Index

Laroui et al. beschrieben eine Methode zur Bestimmung der schwere der DSS-Kaolitis
mit HE gefarbten Kolonstiicken [230]. Die Kolonsticke werden blind auf das
Eindringen von Immunzellen, die Zerstérung der Kryptenstruktur und Ulzerationen

bewertet (Tabelle 4-6: Histologische Klassifizierung der Schwere einer DSS-Kolitis

Tabelle 4-6: Histologische Klassifizierung der Schwere einer DSS-Kolitis

Punkte Schweregrad der Kryptenstruktur Ulzeration
Entzindung
0 geringe Anzahl an intakt keine

Immunzellen in der

Lamina propria

1 erhohte Anzahl an  1/3 der Kryptenstruktur 1-2 Ulzerationen
Granulozyten in der zerstort

Lamina propria

2 Erweitertes 2/3 der Kryptenstruktur 3-4 Ulzerationen
Eindringen von zerstort

immunzellen in die

Submukosa
3 Transmurale komplett zerstort zusammenwachsende
Ausbreitung der Ulzerationen
Immunzellen
4 Veranderung der

epithelialen Oberflache

mit Erosionen

5 komplette Erosion
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4.9.4 Diaminobenzidin (DAB)-Farbung

Diaminobenzidin (DAB) dient als Substrat der Meerrettichperoxidase zur Verstarkung
einer antikbrpermarkierten Zielstruktur. Diese erscheint dann braun. Hierfiir wurden
die Stlcke rehydratisiert und das Antigen wurde durch 20-minitiges Kochen im
Citratpuffer (pH 6,0) freigelegt. Das Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen
und die Inaktivierung naturlicher Peroxidasen erfolgte durch die Zugabe von 5 % (v/v)
Ziegen-Serum in DPBS und der Behandlung mit einer 3 %-igen L&sung von
Wasserstoffperoxid. Die Stlicke wurden dann mit einem priméaren Antikorper inkubiert,
dabei richtete sich die Zeit je nach Antikorper. Die DAB-Féarbung erfolgte nach den
Anweisungen des Herstellers mit dem Vectastain Elite ABC Kit (Vector Labs,
Peterborough, United Kingdom).

4.9.5 Tunel-Methode

Die terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (Tunel)-Methode
dient zum Nachweis apoptotischer Zellen. Die Farbung wurde mit dem ApopTag® Plus
Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)
nach Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Hierfir wird ausgenutzt, dass bei
einer Apoptose DNA-Strange fragmentiert werden und die an den Enden
freiwerdenden Hydroxylgruppen mit dem Enzym terminal deoxynucleotidyl transferase

markiert und mittels der DAB-Farbung sichtbar gemacht werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Metabolismusstudien zur Abspaltung von Cyanid

In dem vorangegangenen Kap. 1.3.2.2 wurde der Metabolismus von Tofacitinib
detailliert beschrieben. Die Abspaltung von Cyanid wurde experimentell bis jetzt jedoch
nicht gezeigt. Abbildung 5-1 zeigt einen hypothetischen Mechanismus der
Cyanidbildung. Dabei konnte es am a-Kohlenstoff an der Cyanidgruppe zu einer
enzymatischen Hydroxylierung durch das CYP450-System kommen und damit zur
Bildung eines instabilen Zwischenprodukts in Form eines Cyanhydrins 2, welches zum
stabilen Aldehyd 3 wund Cyanid =zerfallt. Der Aldehyd wird durch die
Aldehyd-Dehydrogenase zur Carbonséaure 4 oxidiert. Bei Metabolismusstudien konnte
die Carbonsaure mittels LC/MS (liquid chromatography-mass spectroscopy)
identifiziert werden, jedoch wird die Bildung von Cyanid dabei nicht diskutiert [195]. Im
folgenden Kapitel soll nun Uberprtft werden, ob eine Bildung von Cyanid-lonen durch
das CYP450-Enzymsystem erfolgt und wenn ja, ob die gebildete Menge ausreichend
ist, um fir Nebenwirkungen verantwortlich zu sein oder sogar eine Cyanidvergiftung

hervorzurufen.
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Abbildung 5-1: Potentieller Mechanismus der Bildung von Cyanid aus Tofacitinib

Das a-Kohlenstoffatom des Tofacitinibs 1 wird durch CYP450 hydroxyliert und es bildet sich das instabile
Cyanhydrin 2, welches zum Aldehyd 3 und Cyanid zerfallt. Der Aldehyd wird anschlie@end durch die
Aldehyd-Dehydrogenase zur Carbonséaure 4 oxidiert.

5.1.1 Charakterisierung der mikrosomalen Fraktionen aus Schweine- und
Menschenleber
Fur den Beleg des hypothetischen Reaktionsmechanismus und einer Beteiligung von

CYP450-Enzymen wurden Lebermikrosomen mit porcinem und humanen Ursprung
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gewahlt, worin die Enzyme lokalisiert sind. Um die Aktivitdten zu berechnen, musste
vorher der Gehalt an CYP450 in den Proben bestimmt werden. Dies erfolgte wie in
Kap. 4.1.3 beschrieben. Der Cytochrom P450-Gehalt der verwendeten porcinen
Lebermirkosomen betrug 20767,8 pmol/ml wahrend der Gehalt der humanen
Lebermikrosomen bei 15162 pmol/ml lag. In jedem Inkubationsansatz betrug der
Gehalt nur noch 2076,8 pmol/ml und 1516,2 pmol/ml.

5.1.2 Kalibrierung und Wiederfindung

Die Kalibriergerade wurde in einem Konzentrationsbereich von 2-20 uM erstellt
(Abbildung 5-2). Dabei war sie linear (R?=0,9908) und die Richtigkeit in diesem Bereich
betrug 93 + 10,4 %. Die Richtigkeit an der Bestimmungsgrenze von 2 uM betrug 96 %.
Mithilfe der Kalibriergerade wurde eine Wiederfindung in Inkubationsansatzen mit
porcinen sowie humanen Lebermikrosomen ermittelt. Die Wiederfindung wurde bei
beiden Proben in demselben Konzentrationsbereich bestimmt. Dabei betrug die
Wiederfindung der porcinen Lebermikrosomen 78 + 17,8 % mit einer Linearitat von
R?=0,9729. Die Wiederfindung der humanen Lebermikrosomen wies eine Linearitat
von R?=0,9925 auf und lag bei 53 + 11,0 %.

0.6-
R?=0,992 -.- Ka.librier‘ung
R2=0,9729 — W’ederf!ndung SLMs
= 0.4 -8 Wiederfindung hLMs
E -
c
(=
3?’ 2
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Abbildung 5-2: Kalibrierung und Wiederfindung von Kaliumcyanid

Die Kalibrierung und Wiederfindung erfolgte mit Kaliumcyanid als Standardsubstanz in einem Bereich von 2-20 uM.
Als Proteinquelle dienten porcine (SLM) und humane (hLM) Lebermikrosomen. Die angegebenen Konzentrationen
sind Mittelwerte + Standardabweichungen zweier Inkubationsansétze mit n=3 pro Konzentration.

5.1.3 in vitro Biotransformation von Tofacitinib
5.1.3.1 Bestimmung der Cyanidmenge nach Inkubation
Zu Beginn sollte zuné&chst die Frage geklart werden, ob Cyanid nach der Inkubation

mit Tofacitinibcitrat freigesetzt wird. Hierflr wurde die Inkubation mit einem Ansatz, wie
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in Kap. 4.1.4 beschrieben, durchgefihrt. Als Enzymquellen dienten humane und
porcine Lebermikrosomen. Die Inkubationen wurden nach 1, 2, 3, 4, 5,6, 7 ,8, 9, 10,
15, 20, 25 und 30 min abgestoppt und die entstandene Menge an Cyanid bestimmt.
Kontrollen wurden bei allen Inkubationsansatzen durchgefuhrt. Als Kontrolle der
Reaktion wurden folgende Inkubationsansatze gewahlt:

e ohne Tofacitinibcitrat, um eine basale Konzentration von Cyanid zu bestimmen
e ohne NADPH, um der Reaktion den Cofaktor zu entziehen und zu bestimmen,
ob die Bildung NADPH abhéangig ist.

e ohne Protein, um zu verifizieren, dass die Bildung enzymabhangig ablauft.

Sowohl bei der Inkubation mit porcinen, als auch humanen Lebermikrosomen war
die Umsetzung gering, mit humanen Lebermikrosomen lag sie sogar an der
Bestimmungsgrenze (Abbildung 5-3 B). Je langer die Inkubationen durchgefihrt
wurden, desto mehr Cyanid konnte bestimmt werden. Um die gebildete Menge
durch porcine und humane Proben vergleichen zu kénnen, wurde die quantifizierte
Menge an Cyanid auf den CYP450-Gehalt normalisiert. Die Umsetzungsrate von
Cyanid war nach 10 min mit porcinen Mikrosomen am hochsten (Abbildung 5-3).
Die Konzentration an Cyanid betrug 40 + 5,3 pmol CN / pmol CYP bei einer
Bestimmungsgrenze von 0,96 pmol / pmol CYP. Die Bildung von Cyanid mit
humanen Mikrosomen erreichte nach 8 min das Maximum (Abbildung 5-3 B). Hier
lag die Konzentration bei 23 + 24 pmol CN / pmol CYP bei einer
Bestimmungsgrenze von 1,3 pmol / pmol CYP. Die Aktivitat der Umsetzung an
Cyanid nahm bei beiden Reaktionen nach 10 min ab und erreichte kein Plateau,
was die Sattigung des Enzymsystems darstellen wirde. Um diesen Sachverhalten
zu erklaren, wurde Cyanid unter den gewdhlten Inkubationsbedingungen in
Tris-HCI-Puffer und in Wasser inkubiert (Abbildung 5-3 C). Hier nahm die
Konzentration an eingesetztem Cyanid nach 15 min ab. Somit verdampft im
Gleichgewicht gebildete Blausaure bei langerer Erwdrmung, weshalb auch die
Konzentrationen an Cyanid nach Inkubationen mit Lebermikrosomen
abgenommen hatten. Bei den Kontrollen ohne Tofacitinib, ohne Proteine oder ohne
NADPH konnte kein Cyanid bestimmt werden. Somit kdnnen P450-Enzyme flr die

Bildung von Cyanid verantwortlich sein. Eine deutlich niedrige Menge an Cyanid
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wurde nach Inkubation mit den humanen Lebermikrosomen beobachtet. Ein Grund
hierfir kénnte der Ursprung der humanen Leberprobe sein. Diese stammt aus einer

Biopsie eines Patienten mit eingeschrankter Leberfunktion und Enzymaktivitat.
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Abbildung 5-3: Bildung von Cyanid nach Inkubation mit Tofacitinib

A, B: Ein Inkubationsansatz enthielt 1,5 mM Tofacitinibcitrat, 1 mM NADPH in 10 mM Tris-HCI pH 7.4. A: Der
spezifische Gehalt von CYP450 betrug bei Inkubationsansatzen mit porcinen Lebermikrosomen 2076,78 pmol/ml
B: Der spezifische Gehalt von CYP450 betrug bei Inkubationsansitzen mit humanen Lebermikrosomen
1516,2 pmol/ml. C: Die Inkubation mit 20 uM Kaliumcyanid als Standardsubstanz wurde bei 37 °C fir 15, 30, 45,
60, 75 und 90 min durchgefuhrt. Nach Abstoppen der Reaktion mit 150 pl eiskaltem Methanol wurden 100 ul des
Uberstandes entnommen und zur Bestimmung von Cyanid verwendet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen zweier unabhéngig voneinander durchgefiihrten Inkubationsansatze mit n= 3
pro Zeitpunkt.

5.1.3.2 Einfluss der Substratkonzentration auf die Bildung von Cyanid
Um den Einfluss der Substratkonzentration bei der Bildung von Cyanid zu bestimmen,

wurde zunéachst ein linearer Bereich der Umsetzung ermittelt. Der Einfluss der
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unterschiedlichen Substratkonzentration ist fur die Arzneimitteltherapie relevant, da bei

héherer Gabe von Tofacitinib mehr Cyanid gebildet werden kénnte.

Eine Linearitat der Umsetzung aus Kap. 5.1.3.1 konnte in einem Zeitbereich von 1-7
min festgestellt werden (Abbildung 5-4 A: porcin, B: human). Somit wurden die
Inkubationen nach 7 min abgestoppt. Eine Verlangerung der Inkubationszeit durch
Verringerung der Enzymkonzentration war nicht moglich, da wie schon in Kap. 5.1.3.1
beschrieben, die Umsetzung zu Cyanid nach langerer Inkubation abnahm. Somit
wurden die Inkubationsansatze mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Tofacitinibcitrat durchgefuihrt. Die Konzentrationen betrugen 0, 5, 10, 50, 100, 500,
1000 und 1500 puM (Abbildung 5-4 C).

Bei der Umsetzung mit porcinen Lebermikrosomen war eine Bildung von Cyanid ab
einer Substratkonzentration von 50 uM zu beobachten. Die Umsetzungsraten erhéhen

sich bei hoheren Substratkonzentrationen.

Die Umsetzungsrate humaner Lebermikrosomen war signifikant geringer als die der
porcinen. Erst ab einer Substratkonzentration von 500 uM wurde ein deutlicher Anstieg
der Umsetzungsrate beobachtet. Die Umsetzungsrate war zwischen den drei héchsten
Konzentrationen (500, 1000, 1500 uM) sowohl nach Inkubation mit procinen als auch

humanen Enzymen jedoch nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 5-4: Einfluss der Substratkonzentration von Tofacitinib auf die Umsetzungsrate zu Cyanid

Die Linearitat wurde aus den vorherigen Inkubationen mit Tofacitinib abh&angig von der Zeit ermittelt (A: porcin, B:
human). Zur Bestimmung der Substratabhéngigkeit enthielt ein Inkubationsansatz 0, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 oder
1500 uM Tofacitinibcitrat, 1 mM NADPH in 10 mM Tris-HCI pH 7.4 (C). Der spezifische Gehalt von CYP450 betrug
bei Inkubationsanséatzen mit porcinen Lebermikrosomen 2076,78 pmol/ml und bei Ansatzen mit humanen
Lebermikrosomen 1516,2 pmol/ml. Nach 7 min wurde die Reaktion mit 150 pl eiskaltem Methanol abgestoppt und
100 pl des Uberstandes wurden zur Bestimmung von Cyanid verwendet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen zweier unabhéngig voneinander durchgefuhrten Inkubationsansatze mit n= 3
pro Konzentration.
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5.1.3.3 Inhibitionsstudien mit Ketoconazol
Im folgenden Experiment sollte zusatzlich bestétigt werden, dass die Abspaltung von

Cyanid abhéangig vom CYP450-Enzymsystem ist und dass diese Abspaltung durch
Einsatz eines Inhibitors gehemmt werden kann. Hierfir wurde Ketoconazol als
unspezifischer Inhibitor des CYP450-Systems verwendet. Dabei wurden
Konzentrationen von 5-1500 pM des Inhibitors eingesetzt. Bei der Inkubation mit
Schweinelebermikrosomen kam es bei einer Konzentration von 100 uM Ketoconazol
zu einer signifikanten Inhibition der Cyanidbildung (Abbildung 5-5 A). Ab einer
Konzentration von 1 mM Ketoconazol war die Bildung von Cyanid vollstandig
gehemmt. Im Inkubationsansatz mit humanen Lebermikrosomen war erst ab einer
Konzentration von 500 yM eine signifikante Hemmung der Abspaltung von Cyanid
nachzuweisen (Abbildung 5-5 B). Geringere Konzentrationen an Ketoconazol
inhibierten das CYP450-Enzymsystem nicht ausreichend, da die gebildete Menge an
Cyanid der Konzentration ohne Inhibitor entsprach.. Erst bei hohen Konzentrationen
kam es zur vollstandigen Inhibition. Die Bildung von Cyanid verlauft somit enzymatisch

und bei den verantwortlichen Enzymen handelt es sich um P450.
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Abbildung 5-5: Inhibition der Cyanidabspaltung durch Ketoconazol

Ein Inkubationsansatz enthielt 1,5 mM Tofacitinibcitrat, 1. mM NADPH in 10 mM Tris-HCI pH 7.4 und 0, 5, 10, 50,
100, 500, 1000 oder 1500 uM an Ketoconazol geldst in DMSO. A: Der spezifische Gehalt von CYP450 betrug bei
Inkubationsansatzen mit porcinen Lebermikrosomen 2076,78 pmol/ml B: Bei Ansétzen mit humanen
Lebermikrosomen betrug der spezifische Gehalt an CYP450 1516,2 pmol. Nach 7 min wurde die Reaktion mit
150 pl eiskaltem Methanol abgestoppt und 100 pl des Uberstandes wurden zur Bestimmung von Cyanid verwendet.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte * Standardabweichungen zweier unabhangig voneinander
durchgefihrten Inkubationsansdtze mit n=3 pro Konzentration. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefiihrt * = p< 0,05, ** = p< 0,01.
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5.1.3.4 Inkubationen mit rekombinanten CYP450-Isoenzymen
Nicht nur die Bildung von Cyanid ist relevant, sondern auch die Frage, welches

Isoenzym des CYP450-Enzymsystems an der Bildung von Cyanid beteiligt ist. Deshalb
wurden die gleichen Inkubationsansatze, wie in Kap. 5.1.3.1 beschrieben mit
rekombinanten Isoenzymen durchgefuhrt (Abbildung 5-6). CYP3A4 zeigte die héchste
Umsetzungsrate von 33 + 10,2 pmol CN ¢« min?s pmol CYPl. CYP2D6 wies eine
Umsetzungsrate von 13 + 3,5 pmol CN ¢ min~e pmol CYP! auf und CYP2C9 eine
Umsetzungsrate von 5 + 1 pmol CN *min-tepmol CYP-. Bei den anderen eingesetzten
Isoenzymen befand sich die Umsetzungsrate unterhalb der Nachweisgrenze. CYP3A4
war hauptsachlich an der Bildung von Cyanid beteiligt. CYP2C9 spaltete nur wenig

Cyanid ab. Die Menge befand sich nahe der Nachweisgrenze.

50 Abbildung 5-6 Bestimmung des
beteiligten Isoenzyms an der

Abspaltung von Cyanid
40 Ein Inkubationsansatz enthielt 1,5

mM Tofacitinibcitrat, 1 mM NADPH in
30- 10 mM Tris-HClI pH 7.4. Der
spezifische Gehalt der Isoenzyme
betrug 100000 pmol/ml. Nach 7 min
20 wurde die Reaktion mit 150 pl
T eiskaltem M_c_ethanol abgestoppt und
100 pl des Uberstandes wurden zur
Bestimmung von Cyanid verwendet.
___________________ _l—"‘—l_ gl | Die angegebenen Werte sind
0 : : Mittelwerte + Standardabweichungen

» zweier unabhangig voneinander
n_,?’ durchgefihrten Inkubationsansétze
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5.1.4 in vitro Biotransformation von Tofacitinib-Derivaten
Eine Vorraussetzung fir den Ablauf der enzymatischen Abspaltung von Cyanid ist das

vorliegen eines a-Wasserstoffatoms am Kohlenstoff, der die Nitrilgruppe tragt. Um den
hypothetischen Mechanismus zu verifizieren, wurde deshalb PF-069 mit porcinen und
humanen Lebermikrosomen inkubiert. PF-069 weist ein Dipyrrolo[2,3-b:2',3'-d]pyridin-
Grundgerist auf und das a-Wasserstoffatom wurde zusatzlich durch ein
Cyclopropyl-Rest ersetzt. Das Fehlen eines a-Wasserstoffatoms verhinderte im
humanen und im porcinen System die Bildung von Cyanid (Abbildung 5-7), da diese
mechanistisch nicht mehr moglich ist. Zusatzlich wurde PF-068 inkubiert. Dieses besitz
das gleiche Grundgertst wie PF-069, jedoch weist es ein a-Wasserstoffatom auf. Die

Veranderung des Grundgeristes bewirkte ebenfalls eine Veranderung in der
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Cyanidbildung. Die Umsetzungsrate der SLMs lag bei
4 + 1,2 pmol CN ¢ min'te pmol CYP! (Tofacitinib) und bei
2 + 0,2 pmol CN « mints pmol CYP-! fir das PF-068. Die Inkubation mit hLMs verlief
gleich. Die Anderung des Grundgerustes filhrte zu einer Abnahme der
Umsetzungsrate von 3 =0,5 pmol CN « min's pmol CYP! (Tofacitinib) auf
1+ 1 pmol CN ¢ min-ts pmol CYP-! (PF-068).

Eine Anderung des Grundgerustes fihrte in diesem Fall zu einer Verringerung der
Cyanidbildung. Eine Blockade der Position des a-Wasserstoffatoms verhinderte

erwartungsgemaln die Entstehung von Cyanid.
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Abbildung 5-7: Abspaltung von Cyanid bei Tofacitinib-Derivaten

A: Ein Inkubationsansatz enthielt 1,5 mM Tofacitinibcitrat, 1,5 mM PF-068 oder PF-069, 1 mM NADPH in 10 mM
Tris-HClI pH 7.4. Der spezifische Gehalt von CYP450 betrug bei Inkubationsansatzen mit porcinen
Lebermikrosomen 2076,78 pmol/ml und bei Anséatzen mit humanen Lebermikrosomen 1516,2 pmol/ml. Nach 7 min
wurde die Reaktion mit 150 pl eiskaltem Methanol abgestoppt und 100 pl des Uberstandes wurden zur Bestimmung
von Cyanid verwendet. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen zweier unabhéngig
voneinander durchgefuhrten Inkubationsansatze mit n=3 pro Konzentration. B: Strukturformeln der Tofacitinib-
Derivate.



Ergebnisse 71

5.2 In vitro Untersuchungen von Tofacitinib, PF-189 und PF-183
5.2.1 Charakterisierung von Tofacitinib, PF-189 und PF-183
5.2.1.1 Expression von JAK und STAT-Proteinen

Fur die nachfolgenden in vitro Untersuchungen und zur Bestimmung der
Wirkungsweise von Tofacitinib in einem intestinalen Zellmodell wurden die drei
humanen kolorektalen Adenokarzinomzelllinien HT-29, Caco-2 und SW480 zun&chst
auf ihre Proteinexpression hinsichtlich der fur die Wirkung von Tofacitnib relevanten
Signalmolekile untersucht. Hierbei wurde als erstes die Expression von
JAK-Proteinen ermittelt (Abbildung 5-8).

Abbildung 5-8: Expression von JAK-Proteinen in HT-29,

kDa Caco-2 und SW480
HT-29, Caco-2 und SW480 Zellen wurden jeweils im geeigneten

134 Tyk2 Medium ausgesadt. Aus den Zellen wurden Proteinlysate
gewonnen. Proteinlevel wurden mittels Western Blot Analyse
bestimmt. Zur Kontrolle der gleichmafRigen Proteinbeladung
dient B-Aktin.

130 JAK1

125 JAK2

115 ‘ ; | ks
42 | W -Aktin

In der HT-29 Zelllinie wurden alle JAK-Proteine exprimiert, wobei JAK2 am starksten
exprimiert vorlag, dann JAK3, JAK1 und Tyk2. In Caco-2 Zellen wurde nur Tyk2
exprimiert, wahrend in den SW480 Zellen JAK2 und JAK1 zu finden waren. Hier wurde
ebenfalls JAK2 starker exprimiert. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden fur alle

weiteren in vitro Untersuchungen HT-29 Zellen verwendet.

5.2.1.2 Stabilitat der Amidoxim-Prodrugs
Untersuchungen zur Stabilitat bei physiologischen pH-Werten von Tofacitinib, PF-189
und PF-183 wurden, wie in Kap. 4.2 beschrieben, durchgefuhrt (Abbildung 5-9).
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Uber die gesamte Versuchdauer nahm die Konzentration an Tofacitinib bei pH 7 und
9 nicht ab, jedoch war es instabil bei pH 2. Die Konzentration von PF-189 blieb bei
allen pH-Werten wahrend der ersten drei Stunden gleich. Erst nach 24 h war eine
deutliche Abnahme der Konzentration bei allen pH-Werten zu sehen. Die
Konzentration von PF-183 konnte bei pH 7 und 9 nicht bestimmt werden, da die
Substanz bei diesen pH-Werten schwer I6slich war und wahrend der Messung keine
homogene Verteilung des Feststoffes moglich war. Jedoch war sie wahrend der

kompletten Versuchdauer bei pH 2 stabil.

Tofacitinib eignet sich optimal fir die Arbeit bei allen drei pH-Werten Uber langere
Zeitraume. Die Instabilitat von PF-189 ermdglicht nur Inkubationen innerhalb von 3 h.
Trotzdem wurden auch Inkubationen tber langere ZeitrGume mit Zellen durchgefihrt.
PF-183 zeigte zwar eine Sedimentaton bei pH 7 und 9 im
Kaliumhydrogenphosphat-Puffer, jedoch liel3 es sich optimal im jeweiligen Zellmedium

I6sen, wodurch Versuche im Zellmodell mdglich waren.
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Abbildung 5-9: Stabilitat der Amidoxim-Prodrugs im Vergleich zu Tofacitinib

Tofacitinib wurde in DPBS, PF-189 und PF-183 wurden in DMSO zu einer 10 mM Lésung geldst. Anschlie3end
wurden die Loésungen auf 50 pM in Kaliumhydrogenphosphat-Puffer pH 2, 7 und 9 verdiinnt. Die Proben wurden
im Thermoblock bei 37 °C fur 10 und 30 min und 1, 2, 3, 24, 48 und 72 h inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden
die Proben auf 25 pyM mit Kaliumhydrogenphosphat-Puffer pH 7,4 verdinnt. Die Proben wurden mittels
HPLC-Analytik vermessen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen von zwei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten mit n=3 pro Konzentration.
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5.2.1.3 Uberprufung der Toxizitat von Tofacitinib, PF-189 und PF-183

Da es noch keine toxikologischen Studien zu PF-189 und PF-183 gab, wurde
einerseits die Zellviabilitdt als auch die Induktion der Apoptose durch die
Amidoxim-Prodrugs bestimmt. Beide Untersuchungen dienen der Ermittlung der
optimalen Konzentration, die fur weitere Experimente verwendet werden soll. Hierfur
wurden HT-29-Zellen fir 24, 48 und 72 h mit den jeweiligen Substanzen in
verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Zellviabilitat mittels MTS-Assay (s. Kap. 4.3.2) ermittelt (Abbildung 5-10). Bereits nach
24 h war eine stark verminderte Zellviabilitdt bei der Behandlung mit 500 uM PF-189
(31 £ 9 %), und PF-183 (17 £ 24,7%) zu sehen, wahrend Tofacitinib den Anteil an
lebenden Zellen nur gering beeinflusste (89 * 26,7 %) (Abbildung 5-10 A). Nach 48 h
konnte ein ahnlicher Effekt der drei Verbindungen auf die Zellviabilitdt beobachtet
werden (Abbildung 5-10 B). Wahrend Tofacitinib die Zellviabilitat nur um 19% senkte,
bewirkte die Behandlung mit PF-189 eine Abnahme um 69 % und mit PF-183 um 57%.
Nach 72 h beeintrachtigten alle drei Substanzen die Viabilitat der Zellen, wobei PF-189
(28 + 20,3 %) und PF-183 (16 = 12,5 %) ein hoheres toxisches Potential auf HT-29
Zellen aufwiesen als Tofacitinib (58 + 17 %) (Abbildung 5-10 C).
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Abbildung 5-10: Messung der Zellviabilitat von HT-29-Zellen nach Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und
PF-183. HT-29 Zellen wurden mit 0,1, 1, 10 100 und 500 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 fiir 24, 48 oder 72 h
behandelt und die Zellviabilitat mittels MTS-Assay bestimmt. Die Grafiken repréasentieren
Mittelwerte + Standardabweichungen 3 unabhangig voneinander durchgefihrten Experimente mit jeweils n=>5.

Des Weiteren wurde die Induktion der Apoptose in HT-29 Zellen durch die einzelnen
Substanzen bestimmt. Hierfir wurden HT-29 Zellen mit 1, 10 und 100 pM der
jeweiligen Verbindungen fir 24, 48 und 72 h behandelt (Abbildung 5-11). Als
Positivkontrolle diente die Behandlung mit 100 uM Etoposid. Es wird als Zytostatikum
in der Arzneimitteltherapie verwendet und hemmt die Topoisomerase Il, wodurch es
Apoptose in den Zellen induziert [231]. Als Negativkontrolle wurden die Zellen nur im
Medium fir die jeweiligen Zeitpunkte inkubiert. Die Bestimmung der Apoptose wurde
anschlieRend, wie in Kap. 4.3.3 beschrieben, durchgefihrt.

Nach 24 h konnte bei den Konzentrationen 1 und 10 uM aller drei Substanzen kein
Unterschied zur Negativkontrolle beobachtet werden (Abbildung 5-11 A). Hingegen
wies die Behandlung mit 100 uM PF-183 einen signifikant erhdhten Anteil an toten
Zellen (28 £ 5,3 %) auf, wobei es sich hauptsachlich um nekrotische Zellen handelte.
Bei einer andauernden Stimulation tber 48 h mit PF-183 konnte jedoch kein weiterer
Anstieg der Anzahl nekrotischer Zellen (26 = 5,3 %) festgestellt werden (Abbildung
5-11 B). Auch die Behandlung mit den anderen beiden Substanzen beeinflusste die
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Apoptose nicht. Die Behandlung mit Etoposid fuhrte nach 48 h Inkubation zu einem
starken Anstieg apoptotischer Zellen (57 + 7,8 %), dabei befanden sich die Zellen in
der spaten Apoptose (Abbildung 5-11 B). In diesem Stadium konnten sie AnnexinV
binden und ihre Membran war ebenfalls durchlassig fur Propidiumiodid (Abbildung
5-12 B). Dies wurde deutlich durch die Zellpopulation rechts oben im Histogramm.
Nach 72 h Behandlung mit Tofacitinib stieg auch hier der Anteil nekrotischer Zellen, im
Vergleich zu PF-189. Der Anteil toter Zellen nach Inkubation mit PF-183 war im
Vergleich zu PF-189 zwar hoher, jedoch war die Zahl nicht mit der Zeit gestiegen (29
+ 11,6 %) (Abbildung 5-11 C).
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Abbildung 5-11: Messung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie

HT-29 Zellen wurden mit 1, 10 100 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 fur 24, 48 oder 72 h behandelt. Nach Ablauf
der Zeit wurden die Zellen mit AnnexinV/Propidiumiodid markiert und mittels Durchflusszytometrie der Anteil
apoptotischer oder nekrotischer Zellen bestimmt. Dargestellt sind hier Mittelwerte + Standardabweichung von 3
unabhéngig voneinander durchgefuhrten Experimente mit jeweils n=3. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefihrt *= p< 0,05, **= p< 0,01, ****=p<0,0001.
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Abbildung 5-12: Induktion der Apoptose durch Tofacitinib, PF-189 und PF-183

HT-29 Zellen wurden mit 1, 10 100 uM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 flir 24, 48 oder 72 h behandelt. Nach Ablauf
der Zeit wurden die Zellen mit AnnexinV/Propidiumiodid markiert und mittels Durchflusszytometrie der Anteil
apoptotischer oder nekrotischer Zellen bestimmt. Die Histogramme sind reprasentativ fir 3 unabhéngig
voneinander durchgefihrten Untersuchungen. unbeh.: unbehandelt, SSC: sideward scatter, FSC: forward scatter,
PI1: Propidiumiodid

Zur Bestimmung der Apoptoserate wurde neben der Durchflusszytometrie auch die
PARP-Spaltung im Western Blot betrachtet. PARP-1 (Poly(ADP-ribose)-Polymerase)
katalysiert die ADP-Ribosylierung von Chromatinproteinen, wie Histonen, und spielt
eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur [232]. Diese Polymerasen lbertragen eine
ADP-Ribose Einheit von NAD* auf das Zielprotein und bilden somit lange
ADP-Ribose-Polymere aus. Wenn es zu einer Hyperaktivierung von PARP-1 und somit

zu einem Ubermaligen Verbrauch von NAD* kommt, wird vermehrt ATP verbraucht
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und die Zelle leitet Apoptose ein. Um diesen Vorgang zu verhindern, spalten Caspasen
PARP-1 in das Spaltprodukt mit einer Grol3e von 89 kDa, welches als Merkmal der

Apoptose im Western Blot nachgewiesen werden kann.

Zur Untersuchung, ob die Substanzen ebenfalls das PARP-1-Spaltprodukt induzieren,
wurden HT-29 Zellen mit 1, 10 und 100 uM der jeweiligen Substanz fur 24, 48 und 72 h
inkubiert (Abbildung 5-13). Als Positivkontrolle diente Etoposid und als
Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Behandlung mit Tofacitinib fur 24,
48 oder 72 h induzierte bei allen drei Konzentrationen keine Apoptose (Abbildung
5-13 A). Das 89 kDa Spaltprodukt war nur bei der Behandlung mit 100 uM Etoposid zu
sehen. PF-189 induzierte wahrend der kompletten Behandlung, weder bei 24, 48 noch
bei 72 h eine Spaltung des PARP-1 (Abbildung 5-13 B). Bei PF-183 war nach 48 h
eine leichte Bildung des Spaltproduktes und nach 72 h eine deutliche Spaltung zu
sehen (Abbildung 5-13 B).
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Abbildung 5-13: Untersuchungen der Bildung des charakteristischen 89 kDa PARP-1-Spaltproduktes

A: HT-29 Zellen wurden 24, 48 und 72 h mit 1,10, 100 uM Tofacitinibcitrat gelést in DPBS und 100 uM Etoposid
inkubiert. B: HT-29 Zellen wurden 24, 48 und 72 h mit 1,10, 100 uM PF-189 und PF-183 geldst in DMSO und 100
MM Etoposid inkubiert. Zur Kontrolle der gleichméaRigen Proteinbeladung dient B-Aktin. Bestimmung der
exprimierten Proteine erfolgte mittels Western Blot Analyse. kDa: Kilodalton, PARP: Poly(ADP-ribose)-Polymerase,
pM:Mikromolar, h: Stunde

Die optimale, einzusetzende Konzentration sowohl von Tofacitinib, als auch von den
Amidoxim-Prodrugs PF-189 und PF-183 war 1 oder 10 pM. Bei diesen
Konzentrationen verursachten die Amidoxim-Prodrugs weder eine Abnahme der
Zellviabilitat noch eine Induktion von Apoptose. Erst durch den Einsatz hdherer

Konzentrationen wurde die Zellviabilitat erniedrigt und die Anzahl an apoptotischen
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Zellen erhdht. Somit konnten fir weitere Untersuchungen die niedrigen

Konzentrationen (1 und 10 uM) verwendet werden.

5.2.1.4 Wirkung von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf Ba/F3-gp130/hIL6R-
Zellen

Zur Untersuchung der Wirksamkeit der Amidoxim-Prodrugs auf die Zellproliferation
wurde ein Zellsystem gewahlt, dessen Proliferation essentiell von der Aktivierung des
JAK/STAT-Signalweges abhangt. Hierfur transfizierten Rose-John et al. Ba/F3-Zellen
mit der Untereinheit gpl30 und dem humanen IL-6-Rezeptor [233]. Die
Ba/F3-gp130/hIL6R-Zellen proliferieren nur in Anwesenheit von IL-6, welches den
JAK/STAT-Signalweg aktiviert (s. Kap. 1.2.3.1). Wenn dieser Signalweg durch
Tofacitinib, PF-189 oder PF-183 gehemmt wird, kdnnen die Zellen trotz Anwesenheit
von IL-6 nicht proliferieren. Die Zellen wurden mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 in
den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 puM fiur 24 h inkubiert. Nach Ablauf der
Zeit wurde ein MTS-Assay durchgefihrt. Hierbei wurde deutlich, dass die Proliferation
der Zellen durch alle drei Substanzen inhibiert wurde. Eine Inhibition ist schon bei 1 uM
Tofacitinib und PF-183 zu sehen (Abbildung 5-14). Tofacitinib senkte den Anteil an
lebenden Zellen um 26 und PF-183 um 32 %. Bei einer Konzentration von 10 uM
Tofacitinib und PF-183 betrug die Viabilitatsrate nur noch 36 %. PF-189 wies hingegen
erst bei 100 uM einen inhibitorischen Effekt auf (26 % lebender Zellen), fur Tofacitinib
und PF-183 betrug der Anteil an lebenden Zellen nur 23 %.
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Abbildung 5-14: Inhibitorischer Effekt von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf die Proliferation von
BA/F3-gp130/hIL-6R- Zellen

BA/F3-gp130/hIL-6R- Zellen wurden mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 flr 24 h
behandelt. Nach Ablauf der Zeit wurde ein MTS-Assay durchgefiihrt. Die Grafik représentiert 3 unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Experimente mit jeweils n=5.

Sowohl Tofacitinib als auch die modifizierten Wirkstoffe sind in der Lage
JAK/STAT-Aktivierung zu inhibieren. Diese Tatsache wurde anschlielBend in HT-29
Zellen Uberpruft.

5.2.1.5 Inhibition des JAK/STAT-Signalweges durch Amidoxim-Prodrugs

In diesem Experiment sollte nun die Inhibition der JAK-und STAT-Proteine durch die
neuen Amidoxim-Prodrugs gezeigt werden, nachdem eine Aktivierung durch
unterschiedliche Zytokine stattgefunden hatte. Hierbei dient die Starke der Inhibition
durch Tofacitinib als Referenz fir die neuen Wirkstoffe. Die Inhibition der einzelnen
JAK-Proteine konnte aufgrund unselektiver Antikorper gegen phosphorylierte JAKSs,
nicht dargestellt werden. Die inhibitorische Wirkung von Tofacitinib, PF-189 und
PF-183 konnte aber durch die fehlende Aktivierung der STAT-Proteine gezeigt
werden. In Kapitel 1.2.1 wurde bereits auf die Phosphorylierung der STAT-Proteine
durch die JAKs detailliert eingegangen.

Das Designerzytokin hyperlL-6 (hylL-6) besteht aus einem loslichen IL-6-Rezeptor
(IL-6R) und IL-6. Es wurde entwickelt, da gezeigt werden konnte, dass der IL-6R nicht
nur als transmembraner Rezeptor mit einer gpl30-Einheit auf Hepatozyten,
Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen exprimiert wird, sondern auch als lgslicher
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Rezeptor vorliegen kann [234, 235]. Als Komplex mit sezerniertem IL-6 kann es nun
an gpl30 binden, welches transmembran auf jeder Zelle exprimiert wird [236]. Die
Bindung von IL-6 oder hylL-6 fuhrt zu einer Autophosphorylierung von JAK1, JAK2 und
Tyk2 und anschlieend zu einer Aktivierung von STAT1 und STAT3 [237]. Durch
vorherige Inkubation mit 1 pM Tofacitinibb konnte die hylL-6 vermittelte
Phosphorylierung beider Proteine teilweise gehemmt werden (Abbildung 5-15 A). Die
Level an p-STAT1 (phosphoryliertes-STAT1) und p-STAT3 (phosphoryliertes STAT3)
waren niedriger. Jedoch war die Starke des inhibitorischen Effekts von Tofacitinib
zeitabh&ngig bei der Inhibition von p-STAT1. Hierbei war nach 24 h eine starkere
Inhibition der Aktivierung von p-STAT1 zu sehen als nach 2 h (Abbildung 5-14 A). Die
p-STAT3 Aktivierung war bei beiden Zeitpunkten gleich stark gehemmt. Bereits nach
2-stundiger Inkubation mit 10 uM Tofacitinib war die Phosphorylierung der STAT1- und
STAT3-Proteine vollstandig inhibiert (Abbildung 5-15 A). Diese Inhibition war auch
nach einer Vorinkubation fir 24 h noch zu beobachten. Die Inhibition des
JAK/STAT-Signalweges nach Stimulation mit IL-6 wurde durch Tofacitinib effektiver
gehemmt (Abbildung 5-15 B). Sowohl bei der 2-stiindigen, als auch nach 24 h
Behandlung konnte bei beiden Konzentrationen eine vollstandige Inhibition von STAT1
und STAT3 nachgewiesen werden (Abbildung 5-15 B). Da die Stimulation mit hylL-6
die Aktivierung von JAK1, JAK2 und Tyk2 hervorruft und somit den gleichen Signalweg
stimuliert, wurde die Inhibition durch die Amidoxim-Prodrugs des hylL-6-Signalweges
bestimmt (Abbildung 5-15 C). Hierbei wurden HT-29 Zellen nur mit 10 puM der
Amidoxim-Prodrugs behandelt. Die anschlielRende Stimulation mit hylL-6 zeigte, dass
PF-189 und PF-183 die Aktivierung von STAT1 und STAT3 nach beiden Zeitpunkten
inhibierten (Abbildung 5-15 C).
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Abbildung 5-15: Inhibitorische Kapazitat von Tofacitinib, PF-183 und PF-189 in HT-29 auf die hylL-6- und
IL-6-aktivierten JAK/STAT-Signalwege in HT-29 Zellen

A, B: HT-29 Zellen wurden 2 oder 24 h mit 1 uM oder 10 uM Tofacitinib inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
30 min mit hylL6 (100ng/ml) oder IL-6 (100ng/ml) stimuliert. C: Zellen wurden 2 und 24 h mit 10 pM PF-189 und
PF-183 inkubiert. Die Zellen wurden 30 min mit hylL6 (100ng/ml) stimuliert. Zur Kontrolle der gleichmafRigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und 3-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. hylL-6: hyperlL-6,
IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, uM: Mikromolar STAT: signal transducer and activator of transcription

Der IFN-y-Rrezeptor (IFN-yR) ist ebenfalls mit JAK1 und JAK2 assoziiert, aktiviert
jedoch nur STAT1 (s. Kap. 1.2.3). Eine vorherige Inkubation mit 1 pM Tofacitinib
senkte das IFN-y-aktivierte Level an p-STAT1 zeitabhangig. Wahrend p-STAT1 nach
einer 2-stiindigen Vorinkubation nur teilweise gehemmt wurde, fuhrte die 24-stiindige
Vorinkubation zu einer kompletten Inhibition. Bei der Inkubation mit einer
Konzentration von 10 pM Tofacitinib erfolgte hingegen zeitunabhangig eine
vollstandige Hemmung der p-STAT1-Level (Abbildung 5-16 A). Anders als bei
Tofacitinib konnte erst nach einer 24-sttindigen Inkubation mit 10 uM PF-189 eine sehr
schwache Abnahme der IFN-y aktivierten Phosphorylierung von STAT1 detektiert

werden (Abbildung 5-16 B). Wenn auch schwécher als bei Tofacitinib, konnte im
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Gegensatz dazu, die IFN-y-induzierte Phosphorylierung von STAT1 durch die
Inkubation mit 10 uM PF-183 zeitabhangig starker inhibiert werden (Abbildung 5-16 B).
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Abbildung 5-16: Inhibitorische Kapazitat von Tofacitinib, PF-183 und PF-189 auf den IFN-y-induzierten
JAK/STAT-Signalweg in HT-29 Zellen

A: HT-29 Zellen wurden 2 und 24 h mit 1 pM oder 10 uM Tofacitinib behandelt. B: HT-29 Zellen wurden 2 und 24 h
mit 10 uM PF-189 und PF-183 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 30 min mit IFN-y (100ng/ml) stimuliert.
Zur Kontrolle der gleichmaRigen Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und [(-Aktin.
Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline
diente als Negativkontrolle. IFN: Interferon, IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, pM: Mikromolar, h: Stunde, STAT: signal
transducer and activator of transcription.

IL-22 ist ein Zytokin der IL-10R-Familie [238]. Der IL-22-Rezeptor ist mit JAK1 und
Tyk2 assoziiert, so dass dessen Aktivierung zur Phosphorylierung von STAT1, aber
auch von STAT3 fuhrt [235]. Nach 2-stiindiger Inkubation mit 1 uM Tofacitinib wurde
die Phosphorylierung sowohl von STAT1 als auch STAT3 nicht vollstandig gehemmt
(Abbildung 5-17 A). Eine 24-stiindige Inkubation inhibierte nur die IL-22-induzierte
Aktivierung von p-STAT1 (Abbildung 5-17 A). Wie mit Tofacitinib fihrte die Behandlung
mit PF-189 und PF-183 zu einer kompletten Inhibition der Aktivierung von STAT1
(Abbildung 5-17 B). Im Gegensatz zu Tofacitinib konnten PF-189 und PF-183 die
IL-22-induzierte Aktivierung von STAT3 jedoch nicht vollstandig hemmen. Die
Inkubation mit 10 uM Tofacitinib fuhrte bei beiden Zeitpunkten zu einer vollstandigen
Inhibition von p-STAT1 und p-STAT3 (Abbildung 5-17 B).
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Abbildung 5-17: Inhibitorische Kapazitat von Tofacitinib, PF-183 und PF-189 auf den IL-22-vermittelten
JAK/STAT-Signalweg in HT-29 Zellen

A: HT-29 Zellen wurden 2 und 24 h mit 1 uM oder 10 pM Tofacitinib inkubiert. B: HT-29 Zellen wurden 2 und 24 h
mit 10 uM PF-189 und PF-183 inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen 30 min mit IL-22 (100ng/ml) stimuliert.
Zur Kontrolle der gleichmaRigen Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und 3-Aktin.
Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline
diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, pM: Mikromolar, h: Stunde, STAT: signal transducer
and activator of transcription.

IL-4 gehdrt zu der IL-2-Rezeptor-Familie [239]. Der IL-2-Rezeptor ist mit JAK1 und
JAK3 assoziiert, so dass dessen Aktivierung zur Phosphorylierung von STAT®6 fihrt.
Um auch diese Konstellation zu untersuchen, wurden HT-29 Zellen mit IL-4 stimuliert
und mit den jeweiligen Substanzen inhibiert. Hier wurde nur noch eine Konzentration
von 10 yM eingesetzt. Eine vorherige Inkubation mit 10 uM Tofacitinib senkte die
Phosphorylierungslevel von STAT6 zu beiden Zeipunkten (Abbildung 5-18). Die
Behandlung mit PF-189 fuhrte zwar zu keiner vollstandigen Inhibition der
Phosphorylierung von STAT6 (Abbildung 5-18). PF-183 inhibierte die
Phosphorylierung von STAT6 nach 2 h, jedoch war eine komplette Inhibition erst nach
einer 24-stindigen Vorinkubation zu sehen (Abbildung 5-18).
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Abbildung 5-18: Inhibitorische Kapazitat von Tofacitinib, PF-183 und PF-189 auf den IL-4-vermittelten
JAK/STAT-Signalweg in HT-29 Zellen

HT-29 Zellen wurden 2 und 24 h mit 10 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen 30 min mit IL-4 (50ng/ml) stimuliert. Zur Kontrolle der gleichméaRigen Proteinbeladung dienten die
unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels Western Blot Analyse.
DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, uM:
Mikromolar, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription

Die neuen Amidoxim-Prodrugs wiesen teilweise nicht die gleiche inhibitorische
Kapazitat auf wie Tofacitinib. Trotzdem waren sie in der Lage die durch die einzelnen

Zytokine induzierten Signalwege in Adenokarzinomzellen zu inhibieren.

5.2.1.6 Uberprifung der Inhibition durch Amidine von PF-189 und PF-183

Es sollte getestet werden, ob die korrespondierenden Amidine der Amidoxime auch
einen Einfluss auf die Viabilitat von Ba/F3-gp130/hIL-6R-Zellen aufweisen und in der
Lage sind den JAK/STAT-Signalweg in HT-29 Zellen zu inhibieren. PF-192 ist das
korrespondierende Amidin von PF-189 und PF-185 das Amidin von PF-183. Die
Inhibition der Ba/F3-gpl130/hIL-6R-Zellen und HT-29 Zellen durch die Amidoxime
wurde in Kap. 5.2.1.5 und 5.2.1.5 gezeigt.

Zuerst wurden verschiedene Konzentrationen der Amidine hinsichtlich ihres Einflusses
auf die Zellproliferation von Ba/F3-gp130/hIL-6R-Zellen getestet (Abbildung 5-19 A).
Fur eine optimale Vergleichbarkeit wurden die gleichen Konzentrationen von PF-192

und PF-185 wie in Kap. 5.2.1.4 verwendet. Bei beiden Amidinen konnte bei einer
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Konzentration bis zu 100 puM kein Einfluss auf die Proliferation der Zellen festgestellt

werden.

Zusatzlich wurden HT-29 Zellen wie in Kap. 5.2.1.5 mit den Amidinen fur 2 oder 24 h
vorinkubiert und anschlieBend mit IL-4 stimuliert, um eine Inhibition des
JAK1/JAK3/STAT6-Signalweges zu sehen (Abbildung 5-19 B, C). Beide Amidine
fuhrten weder zur Abnahme der Aktivierung noch zu einer Inhibition des Signalweges.

Die korrespondierenden Amidine konnten weder den JAK/STAT-Signhalweg in
Ba/F3-gp130/hIL-6R-Zellen noch in HT-29 Zellen hemmen. Die Inhibition ist nur durch
die Amidoxime maoglich.
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Abbildung 5-19: Inhibitorische Kapazitat der Amidine PF-185 und PF-192

A: Ba/F3-gp130/hIL-6R-Zellen wurden 24 h mit 0,5 ,1, 10, 100 uM PF-192 oder PF-185 inkubiert. Nach Ablauf der
Zeit wurde ein MTS-Assay durchgefuhrt. Die Grafik reprasentiert 3 unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente mit jeweils n=5. B, C: HT-29 Zellen wurden 2 und 24 h mit 10 uM PF-192 oder PF-185 inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 30 min mit IL-4 (50 ng/ml) stimuliert. Zur Kontrolle der gleichméaRigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und -Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa:
Kilodalton, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription.
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5.2.1.7 Wirkung von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf Immunzellen

Wie in Kap. 1.4.2 aufgezeigt wurde, kommt es bei Patienten mit CED durch Zerstérung
der IECs zu einer Beeintrachtigung der Barrierefunktion. Hierdurch kénnten Tofacitinib
und die Amidoxim-Prodrugs in direkten Kontakt mit Immunzellen der Lamina propria
kommen. Somit wurde die Inhibition des JAK/STAT-Signalweges durch die drei
Wirkstoffe in Immunzellen durch den Einsatz von Modellsystemen, wie THP-1 Zellen
und Jurkat Zellen, nachgewiesen. THP-1 Zellen sind Monozyten gewonnen aus einem
Patienten mit akuter monozytarer Leukdmie. Bei den Jurkats handelt es sich um
T-Lymphozyten aus einer akuten T-Zell Leukamie.

Hierfir wurden beide Zelllinien jeweils 2 h mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 (10 uM)
behandelt und anschlieRend mit IL-4 und IL-6 stimuliert (Abbildung 5-20). Es fand
keine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges durch IL-6 in Jurkat-Zellen statt (Daten
nicht gezeigt), jedoch in THP-1 Zellen konnte eine Phosphorylierung von STAT3
nachgewiesen werden. Dabei konnte auch ein inhibitorischer Effekt durch die
Substanzen in THP-1 Zellen detektiert werden (Abbildung 5-20 A). Sowohl Tofacitinib
als auch PF-183 hemmten die IL-6-vermittelte Phosphorylierung von STAT3
vollstandig, wahrend nach der Behandlung mit PF-189 immer noch eine schwache
Phosphorylierung zu beobachten war. Im Gegensatz zu IL-6, bewirkte die Stimulation
mit IL-4 in beiden Zelllinien eine Aktivierung des JAK1/3-STAT6-Signalweges
(Abbildung 5-20 B). In Jurkat Zellen waren beide Amidoxim-Prodrugs in der Lage die
Phosphorylierung von STAT6 vollstandig zu hemmen, wahrend Tofacitinib STAT6 nur
partiell hemmte. In THP-1 Zellen zeigten Tofacitinib und PF-183 hingegen eine
vollstandige Inhibition der Aktivierung. PF-189 konnte STAT6 nur partiell hemmen.

Tofacitinib und die Amidoxim-Prodrugs hemmten in beiden Zelllinien die Aktivierung
des JAK/STAT-Signalweges. Somit wirkten die jeweiligen Substanzen nicht nur auf
den JAK/STAT-Signalweg im Modellsystem der IECs, sondern auch in Modellen der

Immunzellen.
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Abbildung 5-20: Inhibition des IL-6- und IL-4-induzierten JAK/STAT-Signalweges durch Tofacitinib, PF-189
und PF-183 in THP-1 und Jurkat Zellen

THP-1 und Jurkat Zellen wurden 2 h mit 10 uM Tofacitinib, PF-189 oder PF-183 inkubiert. A: AnschlieRend wurden
die Zellen 30 min mit IL-6 (100 ng/ml) stimuliert. B: Die Zellen wurden 30 min mit IL-4 (50 ng/ml) stimuliert. Zur
Kontrolle der gleichméaRigen Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung
der Proteinlevel erfolgte mittels Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als
Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, pM: Mikromolar, STAT: signal transducer and activator of
transcription.

5.2.1.8 Kinetik der JAK/STAT-Inhibition durch Tofacitinib, PF-189 und PF-183

Es sollten die kinetischen Parameter der durch die drei Substanzen induzierten
Inhibition des JAK/STAT-Signalweges untersucht werden. Einerseits dienen die
Ergebnisse der Schlussfolgerung beziglich der Stabilitat der eingesetzten
Verbindungen im verwendeten Medium bei einem physiologischen pH-Wert und der
Art der Inhibition und andererseits kénnen die Erkenntnisse flr spatere in vivo

Untersuchungen bezuglich der Halbwertszeit genutzt werden.

Fur diese Untersuchungen wurden zwei verschiedene Ansatze verwendet. Im ersten
experimentellen Teil wurde die Inhibitionsdauer und somit die Stabilitat der
Substanzen bestimmt, wenn diese dem Zellsystem permanent zur Verfiigung standen.
Hierfir wurden HT-29 Zellen 1, 2, 3, 4, 6, 8, 24, 48 und 72 h mit 10 uM Tofacitinib
vorbehandelt. Am Ende der jeweiligen Zeitpunkte wurden die Zellen fir 30 min mit IL-6
(Abbildung 5-21 A) oder IL-22 (Abbildung 5-21 B) jeweils in einer Konzentration von
100 ng/ml stimuliert. Die IL-6-induzierte Phosphorylierung und somit Aktivierung von
STAT1 und STAT3 wurde durch Tofacitinib tber 72 h komplett gehemmt (Abbildung
5-21 A). Somit war eine Inhibition von JAK1, Tyk 2 und JAK2 Uber 72 h gewahrleistet.
Die Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 wurde bei der IL-22-vermittelten
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Signalkaskade hingegen erst nach einer 2-stindigen Vorbehandlung mit Tofacitinib
fast vollstandig gehemmt (Abbildung 5-21 B). Somit war Tofacitinib Gber 72 h stabil
und die inhibitorische Kapazitat von Tofacitinib war im IL-6-vermittelten Signalweg

hoéher.
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Abbildung 5-21: Kinetik der Inhibition durch Tofacitinib iber 72 h

HT-29 Zellen wurden 1, 2, 3, 4, 6, 8, 24, 48, 72 h mit 10 uM Tofacitinib inkubiert. A: HT-29 Zellen wurden 30 min
mit IL-6 (100 ng/ml) stimuliert. B: HT-29 Zellen wurden30 min mit IL-22 (100 ng/ml) stimuliert. Als Negativkontrolle
diente keine Stimulation und zur Positivkontrolle die Stimulation mit den jeweiligen Zytokinen. Zur Kontrolle der
gleichmaRigen Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und 3-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel
erfolgte mittels Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle.
IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, uM: Mikromolar, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription
Diese Kinetik sollte auch fur das JAK1/JAK3-System bestimmt werden. Fir die
Bestimmung wurden HT-29 Zellen fir 1, 2, 4, 6, 24, 48, 72 h mit Tofacitinib, PF-189
oder PF-183 (10 uM) behandelt und anschlieRend fir 30 min mit IL-4 (50 ng/ml)
stimuliert. Sowohl Tofacitinib als auch PF-183 inhibierten die Phosphorylierung von
p-STATG6 Uber den Zeitraum von 72 h bzw. 48 h (Abbildung 5-22 A, C). PF-189 zeigte
dagegen keinen inhibitorischen Effekt auf diesen JAK/STAT-Signalweg (Abbildung

5-22 B).
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Abbildung 5-22: Kinetik der Inhibition des JAK1/3-STAT6-Signalweges durch Tofacitinib, PF-189 und
PF-183

HT-29 Zellen wurden 1, 2, 4, 6, 8, 24, 48 oder 72 h mit 10 puM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 30 min mit IL-4 (50 ng/ml) stimuliert. Als Negativkontrolle dient keine Stimulation
und zur Positivkontrolle die Stimulation mit IL-4. Zur Kontrolle der gleichméaRigen Proteinbeladung dienten die
unphosphorylierten Proteine und (-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels Western Blot Analyse.
DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, h: Stunde,
STAT: signal transducer and activator of transcription

Im zweiten Ansatz wurde die Dauer der kompetitiven Inhibition von Tofacitinib
bestimmt und der Frage nachgegangen, ob die neuen Molekiile ebenfalls kompetitive
Inhibitoren sind. Hierfir wurden HT-29 Zellen fir 2 h mit 10 uM Tofacitinib, PF-189
oder PF-183 vorstimuliert. AnschlieBend wurden die jeweiligen Substanzen durch
einen Mediumwechsel entfernt und die Zellen nach 1, 2, 2,5 3, 4, 6 oder 8 h fir 30 min
mit IL-6 (100 ng/ml) oder IL-22 (100 ng/ml) stimuliert (Abbildung 5-23). Eine Inhibition
der Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 durch Tofacitinib war nach den
jeweiligen Zeitpunkten bei beiden Stimulationen nicht detektierbar (Abbildung
5-23A, B). Fir die Untersuchung der kompetitiven Inhibition der Amidoxim-Prodrugs
wurde die Stimulation nur mit IL-6 (100 ng/ml) durchgefiihrt, da hier die Aktivierung der
drei JAK-Proteine (JAK1, 2 und Tyk2) abgedeckt wurde. Die Stimulation mit PF-189
zeigte die gleiche Kinetik wie Tofacitinib (Abbildung 5-23 A, C). Es hemmte den IL-6-
vermittelten Signalweg solange es im Medium verfugbar war (s. Kap. 5.2.1.5), verlor
jedoch bereits nach einer Stunde seine schwache inhibitorische Kapazitat gegentuber
der Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 (Abbildung 5-23 C). PF-183 wies
dagegen eine sehr hohe inhibitorische Kapazitat auf, da nach 8 h immer noch eine

hohe Inhibition der Phosphorylierung sowohl von STAT1 als auch von STAT3 zu
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beobachten war (Abbildung 5-23 D). Die Untersuchungen ergaben, dass Tofacitinib
und PF-189 kompetitive Inhibitoren des JAK1/JAK2/Tyk2-Signalweges sind. Dies
fuhrte zu einem Verlust der Hemmung. PF-183 wies jedoch auf diesen Signalweg eine
andauernde Inhibition auf und daruberhinaus konnte eine Stabilitat Gber 8 h

nachgewiesen werden.
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Abbildung 5-23: Abhéngigkeit der inhibitorischen Kapazitat von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 von der Zeit
A, B: HT-29 Zellen wurden 2 h mit Tofacitinib (10 uM) vorinkubiert. Anschlieend wurde das Tofacitinib aus dem
Medium entfernt und die Zellen nach 1, 2, 2,5, 3, 4, 6, 8 h mit IL-6 (100 ng/ml) oder IL-22 (100ng/ml) fir 30 min
stimuliert. C, D: HT-29 Zellen wurden 2 h mit PF-189 und PF-183 (10 uM) vorinkubiert und anschlieend entfernt.
Nach 1, 2, 2,5, 3, 4, 6, 8 h wurden die Zellen 30 min mit IL-6 (100 ng/ml) stimuliert. Zur Kontrolle der gleichm&Rigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa:
Kilodalton, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription

Diese Untersuchungen wurden auch im JAK1/JAK3-STAT6-Signalweg durchgefuhrt.
Interessanterweise konnte in IL-4-stimulierten HT-29 Zellen sowohl fur Tofacitinib als
auch fur PF-189 dieselbe Kinetik wie nach der Stimulation mit IL-6 detektiert werden

(Abbildung 5-24 A, B). Bei beiden Substanzen war bereits nach einer Stunde keine
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Inhibition der Phosphorylierungslevel von STAT6 mehr zu beobachten. Ahnlich wie
nach der Stimulation mit IL-6 zeigte PF-183 dagegen eine langanhaltende Inhibition.
Erst nach 8 h war eine schwache Phosphorylierung von STAT6 zu sehen (Abbildung
5-24 C).
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Abbildung 5-24: Kinetik der JAK1/JAK3-Inhibition durch Tofacitinib, PF-189 und PF-183

HT-29 Zellen wurden mit 10 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 2 h inkubiert und anschlieRend entfernt. Nach 1,
2,5, 3, 4, 6, 8 h wurden die Zellen mit IL-4 (50 ng/ml) 30 min stimuliert Zur Kontrolle der gleichm&Rigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und -Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, kDa:
Kilodalton, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription.

5.2.1.9 Untersuchungen der Selektivitat gegen JAK1/JAK2/Tyk?2

In diesem Abschnitt sollte bestimmt werden, ob und gegen welche JAK-Proteine die
Amidoxim-Prodrugs PF-189 und PF-183 selektiv wirken. Tofacitinib ist ein
pan-JAK-Inhibitor und inhibiert alle vier JAK-Proteine, ist jedoch selektiver gegen JAK1
und JAK3 (s. Kap. 1.3.1.1). Durch den Mangel der Selektivitat treten JAK-spezifische
Nebenwirkungen auf (s. Kap.1.2.3.1).

Um den Einfluss der Amidoxim-Prodrugs auf die verschiedenen JAK-Proteine zu
analysieren, wurden HT-29 Zellen fur 2 h mit 5, 10, 15, 20, 50, 100, 200, 500 oder
1000 pM Tofacitinib, PF-189 oder PF-183 behandelt und anschlielend 30 min mit
hyIL-6 (100 ng/ml) stimuliert. HyIL-6 aktiviert die Phosphorylierung von JAK1, JAK2

und Tyk2, so dass zunachst die Selektivitdt gegen diese JAK-Proteine bestimmt
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werden konnte. Anhand der verminderten Phosphorylierungslevel von STAT1 und
STAT3 wurde deutlich, dass die Inhibition dieser JAK-Proteine durch Tofacitinib schon
bei einer Konzentration von 50 nM (Abbildung 5-25 A) eintrat, wahrend PF-189 und
PF-183 diesen Signalweg erst ab einer Konzentration von 200 nM (Abbildung 5-25 B)
bzw. 500 nM (Abbildung 5-25 C) inhibierten.

Tofacitinib inhibierte schon in geringen Konzentrationen JAK1, JAK2 und Tyk2,
wéahrend die neuen Amidoxim-Prodrugs erst ab hohen Konzentrationen eine Inhibition
von STAT1 und STAT3 aufwiesen. Sie haben im Vergleich zu Tofacitinib eine hdhere
Selektivitat.
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Abbildung 5-25: Uberpriifung der Selektivitat von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 gegen JAK1, JAK2 und
Tyk2

HYI'-29 Zellen wurden fur 2 hmit 5, 10, 15, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 nM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen 30 min mit hylL-6 (100 ng/ml) stimuliert. Zur Kontrolle der gleichmafigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und -Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. hylL-6: hyperlL-6,
IL: Interleukin, nM: Nanomolar, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription
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5.2.1.10 Untersuchungen der Selektivitdt gegen JAK1 und JAKS3

Durch die Stimulation mit IL-4 kann eine Aussage uUber die Selektivitdt der
untersuchten Substanzen gegen JAK1 und JAK3 getroffen werden. Hier wurde der
gleiche Versuchsaufbau wie in Kap. 5.2.1.9 gewéhlt. Tofacitinib und PF-183 inhibierten
die Phosphorylierung von STAT6 und somit die Aktivierung von JAK1 und JAK3 schon
ab einer Konzentration von 100 nM (Abbildung 5-26 A, C). Wéahrend es durch die
Behandlung mit 500 nM Tofacitinib jedoch bereits zur vollstandigen Inhibition des
Signalweges kam (Abbildung 5-26 A), war fur das Amidoxim PF-183 eine hohere Dosis
von 10000 nM fur die vollstandige Hemmung notwendig (Abbildung 5-26 C). PF-189
hemmte dagegen bei einer Konzentration von 500 nM (Abbildung 5-26 B). Jedoch kam
es auch beim Einsatz einer hohen Konzentration von 10000 nM zu keiner vollstandigen
Inhibition (Abbildung 5-26 B).
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Abbildung 5-26: Uberpriifung der Selektivitat von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 gegen JAK1 und JAK3
HT-29 Zellen wurden fir 2 h mit 5, 10, 15, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 nM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen 30 min mit IL-4 (50 ng/ml) stimuliert. Zur Kontrolle der gleichmafiigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, nM:
Nanomolar, kDa: Kilodalton, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription

Nach Durchfihrung der Untersuchungen zur Selektivitat der jeweiligen Substanzen
wurde deutlich, dass sowohl Tofacitinib als auch PF-183 selektiv gegen JAK1 und
JAK3 waren. Erst bei hoheren Konzentrationen kommt es zur Inhibition des
JAK1/JAK2/Tyk2-Signalweges. PF-189 zeigte dagegen weder fur den
JAK1/JAK3-Signalweg noch fir den JAK1/JAK2/Tyk2-Signalweg eine Selektivitat.
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Ganz im Gegenteil waren erst hohe Konzentrationen notwendig, um die
Phosphorylierung von STAT1, STAT3 oder STAT6 zu inhibieren.

5.2.2 Wirkung auf die in vitro Wundheilung

Sowohl die IL-4-vermittelte Phosphorylierung von STAT6 als auch die IL-22-vermittelte
Phosphorylierung von STAT3 spielen bei der Regenerierung und Proliferation von
IECs eine wichtige Rolle (s. Kap. 1.2.3.2) [240]. In vorherigen Experimenten wurde
deutlich, dass alle drei Substanzen die Phosphorylierung von STAT3 und STAT6
inhibieren kdnnen. Aus diesem Grund wurde zunéchst untersucht, wie Tofacitinib und
die Amidoxim-Prodrugs die in vitro Wundheilung beeinflussen. Die Bestimmung des
Einflusses von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf die in vitro Wundheilung erfolgte
mittels Scratch-Assay (s. Kap. 4.3.4).

Die Zellmigration nach Stimulation mit IL-22 war signifikant hoher als die der
unbehandelten Zellen (Abbildung 5-27 A). Bei einer kombinierten Stimulation mit IL-22
zeigte keine der drei untersuchten Substanzen ein verringertes Wachstum im
Vergleich zur Stimulation nur mit IL-22 (Abbildung 5-27 A). Auf Proteinebene wurde
deutlich, dass die Phosphorylierung von STAT3 durch IL-22 teilweise von Tofacitinib
gehemmt wurde (Abbildung 5-27 B). Dies konnte nicht fur PF-189 und PF-183
beobachtet werden (Abbildung 5-28 B).

Die Stimulation mit IL-4 bewirkte eine signifikante Erh6hung der Zellmigration im
Vergleich zu unstimulierten HT-29 Zellen (Abbildung 5-27 C). Anders als bei IL-22,
konnte nach der kombinierten Behandlung mit IL-4 und Tofacitinib ein signifikant
verringertes  relatives Wachstum  detektiert werden (Abbildung 5-27 C).
Wahrenddessen konnte bei kombinierter Stimulation mit IL-4 und PF-189 oder PF-183
keine signifikante Veréanderung der Zellmigration nachgewiesen werden
(Abbildung 5-27 C). Bei der Auswertung der assoziierten IL-4-induzierten
Phosphorylierung von STAT6, konnte beobachtet werden, dass Tofacitinib die Bildung
von p-STATG6 stark inhibierte und PF-189 nur schwach (Abbildung 5-27 D). PF-183
dagegen inhibierte die Phosphorylierung nicht.

Obwohl in den Western Blot Analysen deutlich wurde, dass Tofacitinib die

IL-22-vermittelte Phosphorylierung von STAT3 inhibierte, zeigte diese Inhibition keinen
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Effekt auf die Zellmigration. Interessanterweise hemmten beide Amidoxim-Prodrugs
bei diesem Versuchsaufbau die Bildung von p-STATS3 nicht, obwohl in Kap. 5.2.1.5 die
Inhibition deutlich gezeigt wurde. Im Gegensatz dazu zeigte die Inhibition des
IL-4-vermittelten Signalweges eine signifikante Erniedrigung der Zellmigration.
Wahrend eine nicht vorhandene Inhibition auch das relative Wachstum nicht

beeinflusste.
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Abbildung 5-27: Bestimmung des Einflusses von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf die in vitro
Wundheilung

HT-29 Zellen wurden fir 2 h mit 10 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt. Anschlielend wurde der
Zellverband pro well durch 3 Risse ,verletzt“. Die Risse wurden zweimal mit DPBS gespult und die wells mit Medium
gefullt, welches die Substanzen und IL-22 (100 ng/ml) oder IL-4 (50 ng/ml) enthielt. Die Risse wurden nach 0 und
24 h unter dem Mikroskop aufgenommen und ausgewertet. Nach 24 h wurden Proteinlysate gewonnen. Die
einzelnen Proteine wurden mittels Western Blot Analyse bestimmt. Zur Kontrolle der gleichmaRigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. Scratch-Assay
wurde mittels Axiovision SE64 Rel.4.9 ausgewertet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen dreier unabhéngig voneinander durchgefuhrten Experimente mit n=3. Zur
Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt *= p< 0,05, ****= p< 0,0001. Unstim.:
unstimuliert, ns: nicht signifikant, IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, STAT: signal transducer and activator of
transcription
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Zur Simulation der Wundheilungskapazitat von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 bei
einer akuten Entziindung wurden HT-29 Zellen mit einer Kombination aus IL-22 und
der jeweiligen Substanz fur 72 h stimuliert. Dabei wurde das Medium nach 24 h
komplett gewechselt und mit neuen Stimulantien und Inhibitoren versehen. Nach 48 h
wurde eine Verletzung des intestinalen Epithels mittels Scratch-Assay simuliert und
die Zellmigration nach weiteren 24 h bestimmt. Die andauernde Stimulation der Zellen
mit IL-22 fihrte zu einer gesteigerten Zellmigration verglichen mit den unbehandelten
Zellen (Abbildung 5-28 A). Eine zusatzliche Stimulation mit Tofacitinib oder PF-189
inhibierte das relative Wachstum signifikant (Abbildung 5-28 A), wahrend PF-183 keine
signifikante Veranderung der Zellmigration hervorrief (Abbildung 5-28 A). Anders als
bei PF-189 konnte ebenfalls eine durch Tofacitinib induzierte Inhibition der
Phosphorylierung von STAT3 im Western Blot detektiert werden (Abbildung 5-28 B).

Bei einer kombinierten Inhibition und Stimulation mit Tofacitinib tGber 72 h zeigte die
Inhibition der Phosphorylierung von STAT3 einen Einfluss auf die Abnahme der
Zellmigration. Bei PF-189 war keine Inhibition von p-STAT3 zu detektieren, dennoch

verringerte es das relative Wachstum.
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Abbildung 5-28: Bestimmung der in vitro Zellmigration nach Dauerstimulation mit IL-22, Tofacitinib,
PF-189 und PF-183

HT-29 Zellen wurden fur 2 h mit 10 uM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt. Anschlie3end wurden die Zellen
mit IL-22 (100 ng/ml) stimuliert. Dies wiederholte sich 2 Tage. Nach 48 stundiger Stimulation und Inhibition wurde
der Zellverband pro well durch 3 Risse ,verletzt“. Die Risse wurden zweimal mit DPBS gespilt und die wells mit
Medium gefillt, welches die Substanzen und IL-22 (100 ng/ml) enthielt. Nach 24 h wurden Proteinlysate gewonnen.
Die einzelnen Proteine wurden mittels Western Blot Analyse bestimmt. Zur Kontrolle der gleichmaRigen
Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels
Western Blot Analyse. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. Scratch-Assay
wurde mittels  Axiovision SE64 Rel.4.9 ausgewertet. Die angegebenen  Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen dreier unabhéngig voneinander durchgefuhrten Experimente mit n=2. Zur
Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt*= p< 0,05, ****= p<0,0001. Unstim.:
unstimuliert, ns: nicht signifikant, IL: Interleukin, kDa: Kilodalton, STAT: signal transducer and activator of
transcription

5.2.3 Wirkung von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf den IFN-y-induzierten
Zelltod

Ein weiterer wichtiger Faktor wahrend einer Entzindung ist die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, die unter anderem den programmierten Zelltod
induzieren konnen. IFN-y ist ein klassisches Zytokin, das durch die Aktivierung von
STAT1 Apoptose in Zellen hervorrufen kann (1.2.3.2). In diesem Versuchsaufbau
sollte die Fahigkeit von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 bestimmt werden, ob und in
welchem Mald die Substanzen in der Lage sind, Apoptose mittels der Inhibition der
Phosphorylierung von STAT1 zu beeinflussen. Hierfir wurden HT-29 Zellen 2 h mit
den jeweiligen Substanzen behandelt und anschliel3end fiir 24, 48 oder 72 h mit IFN-y
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stimuliert. Die Zellen wurden mit AnnexinV und Propidiumiodid markiert und mittels

Durchflusszytometrie vermessen (s. Kap. 4.3.3).

Nach einer 24-stindigen Stimulation mit IFN-y zeigte sich kein signifikanter
Unterschied im Anteil apoptotischer Zellen verglichen mit unbehandelten HT-29 Zellen
(Abbildung 5-29 A).

Nach 48-stundiger IFN-y-Stimulation wurde, verglichen mit den unstimulierten Zellen
(14 £ 1,9 %), eine signifikant erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen festgestellt
(Abbildung 5-29 B). Die Behandlung mit Tofacitinib bzw. PF-189 senkte die IFN-y
induzierte Apoptose von 39 + 5,7 % auf 12 + 1,7 % bzw. auf 19,8 =+ 4,5 %. PF-183
zeigte keine signifikante Verminderung der Anzahl apoptotischer Zellen (36 + 7,4 %),

jedoch erhohte es auch nicht den Anteil an toten Zellen.

Nach 72 h zeigte die Stimulation mit IFN-y einen noch deutlicheren Anstieg
apoptotischer Zellen auf 65 £ 5 %, wahrend bei den unstimulierten HT-29 Zellen nur
17 £ 3,7 % apoptotisch waren (Abbildung 5-29 C). Die Behandlung mit Tofacitinib
senkte den Anteil apoptotischer Zellen auf 14 +2 %. PF-189 wies ebenfalls eine
inhibitorische, aber geringere Wirkung als Tofacitinib auf den IFN-y-induzierten Zelltod
auf (45 * 3,3 %). PF-183 zeigte hingegen auch nach 72 h Inkubation mit einem Anteil

von 60 * 4,5 % apoptotischer Zellen keinen protektiven Effekt.
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Abbildung 5-29: Einfluss von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf den IFN-y-induzierten Zelltod

HT-29 Zellen wurden fiir 2 h mit 10 uM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 24, 48 oder 72 h mit IFN-y (100 ng/ml) stimuliert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen mit
AnnexinV/Propidiumiodid markiert und mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil apoptotischer Zellen
bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen dreier unabhangig voneinander
durchgefiihrten Experimente mit n=3. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt
*= p< 0,05, **= p< 0,01, ***=p <0,0005, ****= p<0,0001. Unstim.: unstimuliert, ns: nicht signifikant, IFN: Interferon,
kDa: Kilodalton, uM: Mikromolar, h: Stunde, STAT: signal transducer and activator of transcription.
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Tofacitinib zeigte sich als geeigneter Kandidat zur Therapie des IFN-y-induzierten
Zelltodes wahrend einer CED, da es die Anzahl apoptotischer Zellen deutlich verringert
hat. PF-189 kdnnte in diesem Signalweg eine schwache Inhibition hervorrufen, misste
aber in vivo genauer untersucht werden. PF-183 eignet sich nicht fur die Therapie der

Apoptose, da es keine Verbesserung zeigte.
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Abbildung 5-30: Histogramme des Einflusses von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf den IFN-y-induzierten
Zelltod

HT-29 Zellen wurden fur 2 h mit 10 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 24, 48 oder 72 h mit IFN-y (100 ng/ml) stimuliert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen mit
AnnexinV/Propidiumiodid markiert und mittels Durchflusszytometrie der Anteil an apoptotischen Zellen bestimmt.
Die dargestellten Histogramme représentieren 3 unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimente.Unbeh.:
unbehandelt, SSC: sideward scatter, FSC: forward scatter, Pl: Propidiumiodid

Mittels Proteinanalytik sollte zusatzlich Uberprift werden, ob die IFN-y-induzierte
Apoptose in den HT-29 Zellen tatsachlich auf die Phosphorylierung und somit
Aktivierung von STAT1 zurtickzufuhren ist. Hierfir wurden die Zellen 2 h mit je einer
der zu testenden Verbindungen inkubiert und anschlieRend mit IFN-y fur 24, 48, 72 h
oder 2 x 24 h stimuliert. Bei 2 x 24 h wurde nach 24 h das Medium enthommen und
mit frischem Medium, welches die Substanzen und IFN-y enthielt, ersetzt.

Anschlie3end wurde eine Western Blot Analyse durchgefihrt (s. Kap. 4.5.3).

Die Stimulation mit IFN-y induzierte zu jedem der untersuchten Zeitpunkte sowohl die
Bildung des charakteristischen 89 kDa PARP-1 Spaltproduktes als auch die
Phosphorylierung von STAT1 (Abbildung 5-29 und 5-31). Diese Tatsachen kénnten
darauf hindeuten, dass IFN-y mittels der Aktivierung von STAT1 programmierten

Zelltod auslost. Tofacitinib inhibierte ebenfalls die Bildung von p-STAT1 und die
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Spaltung von PARP (Abbildung 5-31 A). Die beiden Amidoxim-Prodrugs hingegen
konnten die starke Phosphorylierung von STAT1 nicht inhibieren und auch nicht die
Bildung des Spaltproduktes (Abbildung 5-31 B, C). Lediglich bei der Stimulation mit
frischem IFN-y und Substanz Uber 2 x 24 h sah man eine verminderte Bildung des
Spaltproduktes nach Behandlung mit PF-189 und PF-183, jedoch sieht man keine
Inhibition der Phosphorylierung von p-STATL1.

Tofacitinib konnte sowohl die Phosphorylierung von STATL1 inhibieren, als auch die
Bildung des Spaltproduktes. Somit konnte die Bildung des Spaltproduktes von PARP
auf die Phosphorylierung von STAT1 zurlckzufihren sein. PF-189 und PF-183
hingegen konnten die Apoptose nicht inhibieren und dieser Einfluss muss in vivo
genauer untersucht werden. Wie schon die Ergebnisse bei der Messung der Apoptose
mittels Durchflusszytometrie zeigten, konnte PF-183 die Apoptose der Zellen nicht

ausreichend hemmen.
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Abbildung 5-31: Zusammenhang zwischen p-STAT1-Aktivierung und Apoptose

HT-29 Zellen wurden fiir 2 h mit 10 uM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen
24,48, 72 und 2 x 24 h mit IFN-y (100 ng/ml) stimuliert. Die einzelnen Proteine wurden mittels Western-Blot-Analyse
bestimmt. Zur Kontrolle der gleichméafigen Proteinbeladung dienen die unphosphorylierten Proteine und B-Aktin.
IFN-y: Interferon-y, kDa: Kilodalton, uM: Mikromolar, h: Stunde, PARP: Poly(ADP-ribose)-Polymerase, STAT: signal
transducer and activator of transcription
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5.3 In vitro Studien mit Organoiden murinen Ursprungs

5.3.1 Einfluss von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf Stammzell- und
Differenzierungsmarker der Organoide
Organoide fungieren als ein in vitro Modell zur Gewinnung von Erkenntnissen

bezuglich der Erneuerung von Geweben oder tber die Auswirkung von Wirkstoffen auf
die Entwicklung der Organoide und der Differenzierung von Stammzellen [241]. Sie
ahneln stark dem Ursprungsgewebe in Bezug auf Aufbau und Zellpopulation und sind

nicht durch Mutationen verandert.

Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Tofacitinib und den Amidoxim-Prodrugs auf
Stammzell- und Differenzierungsmarker der Organoide untersucht. Hierfur wurden die
Organoide zehn Tage mit den jeweiligen Substanzen behandelt. Bei den in der
vorliegenden Studie untersuchten Stammzellmarkern, wie Lgr5, Ascl2 und Olfm4
konnte keine verdnderte mRNA Expression durch die getesteten Substanzen
festgestellt werden (Abbildung 5-32 A, B, C). Weiterhin konnte kein Einfluss auf die
MRNA Level von Muc2, Lyz1 und Villinl beobachtet werden, die hier als respektive
Marker fur ausdifferenzierte Becherzellen, Paneth-Zellen und Enterozyten verwendet
wurden (Abbildung 5-32 D, E, F).

Die Behandlung der Organoide mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 fuhrte somit zu
keiner Beeintrachtigung der Stammzell- bzw. Differenzierungsmarker. Somit haben sie
keinen negativen Effekt auf die Regeneration und Erneuerung des intestinalen
Epithels.
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Abbildung 5-32: qPCR zur Bestimmung von Stammzell- und Differenzierungsmarkern

Nach der 4. Passage wurden die Organoide 10 Tage mit 10 pM Tofacitinib, PF-189 oder PF-183 behandelt.
AnschlieBend wurden 2 Proben gepoolt um die Anzahl der Organoide zu erhéhen und in 350 pl RLT+2-
Mercaptoethanol-Puffer aufgenommen. Mittels des RNeasy Mini Kit wurde die RNA isoliert. Die komplementére
DNA wurde hergestellt und eine qPCR durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen von
Organoiden gewonnen aus 2 verschiedenen Mausen. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als
Negativkontrolle. uM: Mikromolar, Ascl: achaete-scute complex homolog, Olfm: olfactomedin, Muc: mucin, Lyz:
lysozym
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5.3.2 JAK/STAT-Signhalweg in Organoiden

Die Inhibition des JAK/STAT-Signalweges in Organoiden wurde ebenfalls untersucht,
um die inhibitorische Kapazitat in Priméarzellen zu bestimmen. Hierbei wurden die
Organoide 2 h mit 1 oder 10 puM der jeweiligen Substanz inkubiert und anschliel3end
mit IL-22 oder IFN-y (jeweils 100 ng/ml) fir 30 min stimuliert. Wie bereits in der
humanen HT-29 Zelllinie (s. Kap. 5.2.1.5) fuhrte die Stimulation mit I1L-22 zur
Phosphorylierung und somit Aktivierung von STAT3, wohingegen nach einer
IFN-y-Stimulation die Phosphorylierung von STAT1 zu beobachten war. Andere
Zytokine, wie IL-6 und hylL-6 zeigten keine Aktivierung des Signalweges in
Organoiden (Daten nicht gezeigt). Die Kombination aus Behandlung mit 1 pM
Tofacitinib und einer IL-22-Stimulation fiihrte zu einer schwachen Inhibition der
Phosphorylierung von STAT3, wahrend die Behandlung mit 10 uM Tofacitinib eine
vollstandige Inhibition hervorrufte (Abbildung 5-33 A). Die IFN-y vermittelte
Phosphorylierung von STAT1 wurde bei beiden Konzentrationen von Tofacitinib
inhibiert (Abbildung 5-33 B). PF-189 dagegen konnte weder bei einer Konzentration
von 1 pM noch bei 10 pM die IL-22-vermittelte STAT3-Phosphorylierung inhibieren
(Abbildung 5-33 C). PF-183 inhibierte wie das Tofacitinib die Phosphorylierung von
STATS3. Dabei zeigte es eine schwache Inhibition von p-STAT3 bei einer Konzentration
von 1 uM, konnte jedoch bei einer Erhéhung der Konzentration auf 10 uM die

Phosphorylierung vollstandig inhibieren (Abbildung 5-33 D).



108 Ergebnisse

A
IL-22 B IFN-y
kbDa - ——— kba - ——
80 | - p-STAT3 85 - p-STAT1
80 L‘.‘ STAT3 85 | | STAT1
45 | e b |  B-Aktin 45 wee | B-Aktin
Tofacitinib (UM) - - A AQ Tofacitinib (M) - - 4 AQ
c D
kDa . _ =22 e . %2
80 "| p-STAT3 80 | [— | p-STAT3
80 | wemms en| STAT3 80 Ia STAT3
45 d B-Aktin 45 | waemeame| B-Aktin
PF-189 (UM) - - A A0 PF-183 (MM) - - A A0

Abbildung 5-33 Inhibition des IL-22- oder IFN-y-vermittelten JAK/STAT-Signalweges durch Tofacitinib,
PF-189 und PF-183 in Organoiden

Nach der 3. Passage wurden die Organoide 2 h vorher mit 1 oder 10 pM Tofacitinib, PF-189 oder PF-183 behandelt.
AnschlieBend wurden sie mit IL-22 (100 ng/ml) und IFN-y (100 ng/ml) fir 30 min stimuliert. Die einzelnen Proteine
wurden mittels Western Blot Analyse detektiert. Zur Kontrolle der gleichmafigen Proteinbeladung dienten die
unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. Bestimmung der Proteinlevel erfolgte mittels Western Blot Analyse. Die
dargestellten Western Blots reprasentieren zwei unabhéngig voneinander durchgefuhrten Experimente. DPBS:
Dulbecco’s Phospho buffered saline diente als Negativkontrolle. IL: Interleukin, uM: Mikromolar, kDa: Kilodalton,
STAT: signal transducer and activator of transcription

5.4 In vivo Studien
5.4.1 Expressionslevel von JAK- und STAT-Proteinen im murinen Darm

Zur Bestimmung der Expression der einzelnen JAK-/STAT-Proteine wurden aus
verschiedenen anatomischen Bereichen des murinen Darms Proben entnommen und

auf die Expression der JAK- und STAT-Proteine untersucht.

Tyk2, JAK2, STAT3 und STAT1 konnten in jedem Abschnitt des Dinndarmes und im
Kolon nachgewiesen werden. Jedoch wurde Tyk2 und STAT1 hauptsachlich im
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Jejunum und lleum exprimiert, wahrend JAK2 vorwiegend im Jejunum, lleum und
Kolon detektiert wurde. JAK1 als auch JAK3 wurden nicht im Duodenum exprimiert.
STAT6 konnte nicht im Duodenum und nur zu einer geringen Konzentration im Kolon

bestimmt werden. STATS konnte in keinem Abschnitt nachgewiesen werden.

Sowohl die JAK- als auch die STAT-Proteine sind im kompletten murinem Darm

exprimiert. Somit ist der medikamentdse Einsatz von JAK-Inhibitoren begriindet.

kDa

130 - ' JAK1

125 .” JAK2

115 JAK3

110 — - STAT6
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0 ||
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Abbildung 5-34 Expressionsmuster der JAK-/STAT-Proteine im murinen GIT

Stlicke des Doudenums, Jejunums, lleums und Kolon wurde der Maus entnommen und die einzelnen Proteine
mittels Western Blot Analytik bestimmt. Zur Kontrolle der gleichmaRigen Proteinbeladung dienen die
unphosphorylierten Proteine und B-Aktin. kDa: Kilodalton, JAK: Janus Kinase, STAT: signal transducer and
activator of transcription.

5.4.2 Bioverfugbarkeit von Tofacitinib in der Maus nach rektaler oder i.p. Gabe
Die Tofacitinib-spezifischen Nebenwirkungen treten auf, da sich Tofacitinib nach oraler

Gabe systemisch verteilt und in jedem Gewebe eine Inhibition des
JAK/STAT-Signalweges bewirkt. In diesem Abschnitt sollte geklart werden, ob eine
gezielte rektale Gabe dazu fihrt, dass Tofacitinib nur am Entziindungsort, dem Darm,
verbleibt oder ob es systemisch verteilt wird. Die intraperitoneale (i.p.) Gabe dient als

Simulation der systemischen Verteilung. Hiefir wurde der Tierversuch, wie in
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Kap. 4.7.1.1 beschrieben, durchgefihrt. Die Organe wurden dann mittels
HPLC-Analytik vermessen (s. Kap. 4.7.1.4).

5.4.2.1 Kalibrierung und Wiederfindung von Tofacitinib
Bevor die Bioverfugbarkeit von Tofacitinib in den einzelnen Organen bestimmt werden

konnte, musste die HPLC-Methode auf Linearitat, Wiederfindung und Richtigkeit

validiert werden.

Die Kalibriergerade wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,05-100 uM erstellt.
Dabei war sie linear (R?=0,9997) und die Richtigkeit in diesem Bereich betrug
100 £ 7,5 % (Abbildung 5-35). Mithilfe der Kalibriergerade wurde eine Wiederfindung
von Tofacitinib im selben Konzentrationsbereich in muriner Leber ermittelt. Dabei
betrug die Wiederfindung 99 + 8,4 % bei einer Linearitat von R?=1. Die Richtigkeit bei
der Bestimmungsgrenze von O0,5uM betrug 88 %. Ein reprasentatives

HPLC-Chromatogramm ist in Abbildung 5-36 gezeigt.

Die entwickelte HPLC-Methode zeigte eine ausreichende Wiederfindung und
Linearitat und war somit optimal zur Detektion von Tofacitinib in murinen Proben

geeignet.
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5-35: Kalibrierung und Wiederfindung von Tofacitinib

Die Kalibrierung erfolgte mit Tofacitinib in einem Konzentrationsbereich von 0,05-100 uM. Fir die Wiederfindung
wurden die Standardkonzentrationen verwendet und mit muriner Leber aufgearbeitet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung zweier unabhéngig voneinander durchgefiihrten Messungen.
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Abbildung 5-36 Reprasentatives HPLC-Chromatogramm
Dargestellt ist der Peak von 1 uM Tofacitinib mit einer Retentionszeit von 5,2 min. AU: absorption units, min: Minute

5.4.2.2 Bestimmung von Tofacitinib nach rektaler oder intraperitonealer Gabe
Es sollte bestimmt werden, ob eine gezielte rektale Gabe von Tofacitinib zu einer
verminderten systemischen Aufnahme fihrt und eine Verminderung der auftretenden

Nebenwirkungen bewirkt. Im Vergleich dazu wurde Tofacitinib i.p. gegeben.

Dabei wurde deutlich, dass die gezielte rektale Gabe die systemische Aufnahme von
Tofacitinib nicht minimiert. Ganz im Gegensatz konnten grof3e Mengen an Tofacitinib
in der Niere und geringere Mengen in Leber und Kolon detektiert werden
(Abbildung 5-37). Im Vergleich dazu zeigte die i.p. Gabe ahnliche Anreicherungen in
den Organen. Hier konnte eine hohe Konzentration in der Niere gefunden werden
(Abbildung 5-37). Interessanterweise konnte auch ein Teil von Tofacitinib im Kolon
nachgewiesen werden. Zusammengefasst konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen der rektalen und i.p. Gabe bestimmt werden.

Eine gezielte rektale Applikation vermindert die systemische Aufnahme von Tofacitinib
nicht, weil es schnell systemisch verteilt wurde und nicht mehr am Hauptort der

Entztindung, dem Kolon, wirken, konnte.
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Abbildung 5-37: Konzentration von Tofacitinib nach rektaler und intraperitonealer (i.p.) Applikation
Tofacitinib wurde C57BL/6J M&usen fir 90 min rektal oder i.p. appliziert. Die Tiere wurden getétet, die Organe
enthommen, aufgearbeitet und mittels HPLC-Analytik vermessen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von n=5 pro Applikationsweg. i.p.: intraperitoneal.

Tabelle 5-1: Tofacitinibkonzentrationen in den Organen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von Tofacitinib in den einzelnen Organen von n= 5 pro

Applikationsweg. i.p.: intraperitoneal.
Tofacitinibkonzentration in ng/ g Gewebe

Gewebe Rektal .p.
Leber 67,7 £44,5 39,5 +40,6
Niere 260,5+1244 349,6 £ 188,4
Kolon 34,4 +53,9 40,2 + 50,6

5.4.3 Uberprufung der Funktion des Amidoxim-Prodrug-Prinzips mit PF-189
und PF-183

In diesem Abschnitt sollte das Amidoxim-Prodrug-Prinzip in Bezug auf die
Funktionalitat Uberpruft werden. Dabei sollten die Amidoxim-Prodrugs PF-189 und
PF-183 rektal verabreicht werden. Im Kolon sollten sie in die IECs diffundieren, wo sie
durch das mARC-Enzymsystem zu den Amidinen reduziert werden, welche aufgrund
des physiologischen pH-Wertes protoniert vorliegen und nicht mehr durch Diffusion
aus der Zelle ausgeschleust werden kdnnen. Das wiirde dazu fiihren, dass weder in
der Leber noch in der Niere Amidoxim oder Amidin nachgewiesen werden kénnten.
Jedoch sollte das Amidin im Kolon detektierbar sein. Es ist allerdings nicht
auszuschlieen, dass auch Darmbakterien eine Reduktion von Amidoximen

katalysieren [242]. DarUberhinaus kénnte es zu einer Absorption von Amidoximen
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kommen und erst systemisch, spatestens in der Leber, zu einer Reduktion zu
Amidinen. Dann kénnten Amidine auch in Organen nachgewiesen werden. Um die
Funktion des Prodrug-Prinzips zu Uberprifen wurde ein Tierstudiendesign, wie in Kap.
4.7.2.1 dargestellt, gewahlt. Nach Beenden des Versuches wurden Leber, Niere, Milz
und Kolon enthommen, aufgearbeitet (s. Kap. 4.7.1.3) und mittels HPLC-Analytik
vermessen (s. Kap. 4.7.2.4, 4.7.2.5).

5.4.3.1 Kalibrierung und Wiederfindung von dem Amidoxim PF-189 und dem
korrespondierendem Amidin PF-192

Bevor die Konzentrationen am Amidoxim PF-189 und dem korrespondierendem

Amidin PF-192 oder dem Amidoxim PF-183 und dem korrespondierendem Amidin

PF-185 in den einzelnen Organen ermittelt werden konnten, musste die HPLC-

Methode auf Linearitat, Wiederfindung und Richtigkeit validiert werden.

Die Kalibriergerade fur PF-189 und PF-192 wurde in einem Konzentrationsbereich von
0,5-100 pM erstellt (Abbildung 5-38). Dabei war sie fur PF-189 linear (R?=0,994) und
die Richtigkeit in diesem Bereich betrug 93 + 13,7 %. Fur PF-192 betrug die Linearitat
R?= 0,999 mit einer Richtigkeit von 74 + 16,9 %. Mithilfe der Kalibriergeraden wurde
eine Wiederfindung im selben Konzentrationsbereich in der murinen Leber ermittelt.
Dabei betrug die Wiederfindung fur PF-189 74 £+ 16,4 % bei einer Linearitdt von
R?=0,989 und fur PF-192 lag die Wiederfindung bei 51 + 16,6 % bei einer Linearitat
von R2?=0,994. Die Bestimmungsgrenze betrug 1 uM. Ein reprasentatives
Chromatogramm von PF-189 und PF-192 ist in Abbildung 5-39 gezeigt.
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Abbildung 5-38: Kalibrierung und Wiederfindung

A: Die Kalibrierung und Wiederfindung in muriner Leber erfolgte mit dem Amidoxim PF-189 in einem
Konzentrationsbereich von 0,05-100 uM. B: Die Kalibrierung und Wiederfindung in muriner Leber erfolgte mit dem
Amidin PF-192 in einem Konzentrationsbereich von 0,05-100 pM. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung zweier unabhéngig voneinander durchgefihrten Messungen. uM: Mikromolar.
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Abbildung 5-39: Reprasentatives HPLC-Chromatogramm vom Amidoxim PF-189 und dem Amidin PF-192
Dargestellt sind die Peaks von 100 uM PF-189 (1) und PF-192 (2). AU: absorption units, min: Minute

5.4.3.2 Kalibrierung und Wiederfindung von dem Amidoxim PF-183 und dem
korrespondierendem Amidin PF-185

Die Kalibriergerade fir das Amidoxim PF-183 und das Amidin PF-185 wurde in einem
Konzentrationsbereich von 0,5-100 uM erstellt (Abbildung 5-40). Fiur PF-183 betrug
die Linearitat R>= 0,995 mit einer Richtigkeit von 77 + 28,2 % (Abbildung 5-40 A) und
fur PF-185 die Linearitat von R?=0,99 und die Richtigkeit in diesem Bereich betrug
80+29,9% (Abbildung 5-40 B). Mithilfe der Kalibriergeraden wurde eine
Wiederfindung im selben Konzentrationsbereich in muriner Leber ermittelt. Die
Wiederfindung wurde im selben Konzentrationsbereich bestimmt. Die Wiederfindung
von PF-183 lag bei 8 + 9,9 %. Interessanterweise lag die Wiederfindung in dem
Konzentrationsbereich von 0,5-5 uM bei 74 + 39,8 %. Fur PF-185 betrug die
Wiederfindung 41 £ 44,2 %. Ein reprasentatives Chromatogramm von PF-183 und PF-
185 ist in Abbildung 5-41 gezeigt.
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Abbildung 5-40: Kalibrierung und Wiederfindung

A: Die Kalibrierung und Wiederfindung in muriner Leber erfolgte mit dem Amidoxim PF-183 in einem
Konzentrationsbereich von 0,05-100 uM. B: Die Kalibrierung und Wiederfindung in muriner Leber erfolgte mit dem
Amidin PF-185 in einem Konzentrationsbereich von 0,05-100 pM. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung zweier unabhéngig voneinander durchgefihrten Messungen. uM: Mikromolar
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Abbildung 5-41: Reprasentatives HPLC-Chromatogramm vom Amidoxim PF-183 und dem Amidin PF-185
Dargestellt sind die Peaks von 100 uM PF-185 (1) und PF-183 (2). AU: absorption units, min: Minute.

5.4.3.3 Konzentrationen von PF-189/PF-192 und PF-183/PF-185

Zur Bestimmung der Amidoxime und Amidine wurden Leber, Niere, Milz und Kolon,
wie in Kap. 4.7.2.4 beschrieben, aufgearbeitet und mittels HPLC gemessen. PF-189
oder PF-192 konnten weder in Leber, Niere noch Milz detektiert werden, wahrend das
Amidin im Kolon nachgewiesen werden konnte. Es befanden sich 14 + 0,4 pg/g
Amidin, jedoch kein Amidoxim im Kolon.

PF-183 oder PF-185 konnten nicht in der Leber, Niere oder Milz, aber im Kolon

nachgewiesen werden. Im Kolon befand sich sowohl das Amidin mit 6 £ 0,4 pg/g, als
auch das Amidoxim mit 2 £ 1 pg/g.

Es wurde keine Substanz systemisch aufgenommen, wodurch das Risiko flr

systemische Nebenwirkungen sinkt. Somit konnten die Substanzen fur die DSS-Kolitis
verwendet werden.
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Abbildung 5-42: Konzentration von PF-189/PF-192 und PF-185/PF-183 in den Organen
Die Substanzen PF-189 und PF-183 wurden C57BL/6J Méausen fir 90 min rektal appliziert. Die Tiere wurden

getdtet, die Organe entnommen, aufgearbeitet und mittels HPLC-Analytik vermessen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von n= 4.
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5.4.4 Einfluss von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf gesunde Mause

Bevor eine akute DSS-induzierte Kolitis in den Mausen durchgefuhrt werden konnte,
musste Uberprift werden, ob die Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 einen
negativen Einfluss auf die Tiere auslbte. Hierfir wurden die Gewichtskurven der
Mause betrachtet. Zur Beurteilung des Einflusses auf das intestinale Epithel des

Kolons wurden histologische Farbungen des Kolons durchgefiihrt.

Es wurde deutlich, dass die Tiere wahrend der Behandlung kein Gewicht verloren.
Somit zeigte die Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 keinen sichtbaren
Einfluss auf die Tiere (Abbildung 5-42).
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Abbildung 5-43: Gewichtskurve gesunder Tiere wahrend der Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und
PF-183
Autoklaviertes Leitungswasser wurde Uber 10 Tage verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n= 3

(DPBS, Tofacitinib: 30 mg/kg KG, PF-183: 0,1 mg/kg KG) und n=4 (PF-189: 30 mg/kg KG, PF-183: 30 mg/kg KG).
DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline.

Die Funktionalitat von STAT3 auf die Wundheilung und Proliferation der Zellen wurde
in Kap. 5.2.2 beschrieben. Nun sollte nachgewiesen werden, ob die gezielte Inhibition
des JAK/STAT-Signalweges durch die Amidoxim-Prodrugs und Tofacitinib in IECs

eine Auswirkung auf die Proliferation hat.

Hierfir wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die zum Zeitpunkt des Todes der Mause
noch aktiv waren und die allgemeine Anzahl der proliferierenden Zellen. Zur
Bestimmung der proliferierenden Zellen, die kurz vor dem Tod der Mause noch aktiv
waren, wurde 90 min vor Tétung der Tiere BrdU (Brom-desoxyuridin) i.p. gespritzt. Es
wurde die Anzahl BrdU-postitiver Zellen von 100 Krypten unter dem Mikroskop
bestimmt (Abbildung 5-43 A).
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Eine gesteigerte Anzahl BrdU-postitiver Zellen war nach der Behandlung mit PF-183
nachweisbar (Abbildung 5-43 A).

Zur Bestimmung aller proliferierenden Zellen wurde Ki67 in IECs bestimmt, welches
als Marker fungiert (Abbildung 5-43 B). Hierbei konnte eine signifikante Abnahme der
proliferierenden Zellen nach Behandlung mit Tofacitinib nachgewiesen werden
(Abbildung 5-43 B).

Desweiteren sollte untersucht werden, ob die Behandlung mit den einzelnen
Substanzen eine Apoptose im intestinalen Epithel des Kolons der Maus induzierte.
Hierfir wurden im Kolon DNA-Fragmente markiert, die durch Apoptose in den Zellen
entstanden (Abbildung 5-43 C). Eine gesteigerte Anzahl an toten Zellen konnte nach
keiner der Behandlungen detektiert werden (Abbildung 5-43 C).

Nach Bewertung der Ergebnisse hatten die Amidoxim-Prodrugs keinen negativen
Einfluss auf proliferierende Zellen und fuhrten nicht zu einer Apoptose, wodurch sie fir
die Durchfuhrung einer akuten induzierten Kolitis geeignet sind. Tofacitinib kénnte
maoglicherweise im DSS-Kolitis-Modell zu einer Inhibition der proliferierenden Zellen

fuhren.
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Abbildung 5-44: Bestimmung proliferierender und apoptotischer Zellen nach Behandlung mit Tofacitinib,
PF-189 und PF-183

Autoklaviertes Leitungswasser wurde 10 Tage verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. A, B: In Paraffin eingebettetes Kolon wurde mit dem
Proliferationsmarker BrdU und Ki67 geféarbt. C: Markierung der apoptotischen Zellen mittels TDT. Zur Bestimung
der Anzahl positiver Zellen wurden 100 Krypten gezahlt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen von
DPBS n=3, Tofacitinib n=3, PF-189 n=4, PF-183 n= 4, PF-183* n=3. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefiihrt. *=p< 0,05. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline.
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BrdU Ki67 Tunel

Abbildung 5-45: Histologische Farbungen des Kolons nach Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183
Autoklaviertes Leitungswasser wurde 10 Tage verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. In Paraffin eingebettetes Kolon wurde mit dem Proliferationsmarker
BrdU und Ki67gefarbt und die apoptotischen Zellen mittels TDT markiert. Positive Zellen sind braun eingefarbt. Die
Bilder wurden mittels Transmissionsmikroskop ausgewertet und sind reprasentativ fir 8 Mause pro Behandlung.
Mafstabsbalken entsprechen 100 um. BrdU: Bromdesoxyuridin, Ki67: Kiel67, Tunel: terminal desoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling.
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5.4.5 Wirkung von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf eine akute DSS-Kolitis

Nachdem die Funktionalitdt der Amidoxim-Prodrugs bestétigt wurde, sollte nun die
Wirksamkeit von PF-189 und PF-183 auf eine intestinale Entziindung in einem Modell
einer akuten DSS-induzierten (dextran sodium sulfate) Kolitis bestimmt werden.
Zusatzlich sollte mit der Applikation einer geringeren Konzentration von PF-183
getestet werden, ob eine selektive Inhibition des JAK3-Proteins die Entwicklung und

das Fortschreiten einer intestinalen Entztindung hemmt.

Zuerst wurden zur Beurteilung des Krankheitsverlaufes und der Wirkung der einzelnen
Substanzen die Gewichtskurven der Mause betrachtet (Abbildung 5-45). Die Induktion
einer akuten Kolitis mittels DSS zeigte einen beginnenden Gewichtsverlust nach 4
Tagen (Abbildung 5-45).
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Abbildung 5-46: Gewichtskurve wahrend der Induktionen einer akuten Kolitis und simultander Behandlung
mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183

2 % DSS wurden lber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=8
pro Gruppe. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline.

Zum besseren Vergleich der einzelnen Behandlungen mit DPBS wurden die Grafiken
einzeln dargestellt. Die Behandlung mit Tofacitinib zeigte im Vergleich zu DPBS einen
signifikanten Unterschied (Abbildung 5-46 A). Die Tiere, die mit Tofacitinib behandelt
wurden, verloren stark an Gewicht (Abbildung 5-47 A). Die Gewichtsabnahmen nach
Behandlung mit PF-189, PF-183 oder PF-183* waren im Vergleich zu DPBS nicht
signifikant unterschiedlich (Abbildung 5-46 B, C, D).

Die Behandlung mit den Amidoxim-Prodrugs zeigte keine Zunahme des Gewichtes
gegenuber der Behandlung mit DPBS. Jedoch verlief die Behandlung mit Tofacitinib
viel schlechter als mit den Amidoxim-Prodrugs. Sie zeigen somit eine Uberlegenheit

gegenilber Tofacitinib.
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Abbildung 5-47: Gewichtskurven nach Induktion einer akuten Kolitis nach Behandlung mit Tofacitinib,
PF-189 und PF-183 im Vergleich zur wirkstofffreien Lésung

2 % DSS wurden uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Méausen liber 9 Tage rektal appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n= 8
pro Gruppe. (DPBS, Tofacitinib: 30 mg/kg KG, PF-189: 30 mg/kg KG, PF-183: 30 mg/kg KG,
PF-183*: 0,1 mg/kg KG). Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt **= p< 0,01,
DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline.

Hier sollten die Amidoxim-Prodrugs PF-189 und PF-183 direkt mit der Behandlung mit
Tofacitinib verglichen werden. Dabei fuhrte die Behandlung mit einer Konzentration
von 30 mg/kg KG im direkten Vergleich mit Tofacitinib zu einem geringeren
Gewichtsverlust (Abbildung 5-48 A, B). Nur die Gabe von 0,1 mg/kg KG PF-183
bewirkte keinen signifikanten Gewichtsverlust im Vergleich mit Tofacitinib
(Abbildung 5-47 C). Die Halfte der Tiere, die mit 0,1 mg/kg KG PF-183 behandelt
wurden, erreichten bereits einen Tag vor dem Ende des Experimentes das
Abbruchgewicht und mussten vorzeitig aus dem Experiment genommen werden. Dies

geschah nur bei dieser Behandlungsgruppe.

Im direkten Vergleich wurde deutlich, dass PF-189 und PF-183 bei einer Konzentration
von (30 mg/kg KG) einen positiven Effekt auf die akute induzierte DSS-Kolitis
ausubten, wahrend geringe Konzentrationen an PF-183 zu einer Verschlimmerung des
Krankheitsbildes fuhrten.
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Abbildung 5-48: Gewichtskurven nach Induktion einer akuten DSS-Kolitis nach Behandlung mit PF-189,
PF-183 und PF-183* im Vergleich zu Tofacitinib

2 % DSS wurden uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Méausen liber 9 Tage rektal appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n= 8
pro Gruppe. (DPBS, Tofacitinib: 30 mg/kg KG, PF-189: 30 mg/kg KG, PF-183: 30 mg/kg KG,
PF-183*: 0,1 mg/kg KG).

Zusétzlich sollte fur die Auswertung, aufgrund der vorherigen in vitro Studien in
humanen HT-29 Zellen (s. Kap. 5.2.1.5), die Inhibition der Phosphorylierung von
STAT3 bestimmt werden.

p-STAT3 ist wahrend einer Entziindung sowohl bei CU und MC Patienten als auch bei
einer akuten induzierten DSS-Kaolitis vermehrt aktiviert [243]. Durch Behandlung der
Tiere mit den jeweiligen Substanzen sollte die Phosphorylierung von STAT3 im Kolon
gehemmt sein. Hierfir wurden aus dem distalen Bereich des Kolons Proteinlysate
gewonnen und die Level von p-STAT3 mittels Western Blot Analyse bestimmt
(Abbildung 5-48 A). Waéhrend Kontrolltiere (Wasser) kein
phosphoryliertes STAT3 detektiert wurde, konnte bei den DSS-behandelten Tieren
aller Gruppen ein deutlicher Anstieg der Phosphorylierung von STAT3 nachgewiesen
werden (Abbildung 5-48 A). Die Applikation der einzelnen Substanzen bewirkte in
einigen,

im Kolon der

aber nicht in allen DSS-behandelten Tieren eine

Inhibition des
p-STAT3-Signales. Nennenswert ist hierbei jedoch auch die Heterogenitat der
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Phosphorylierungslevel von STAT3 in den DSS-behandelten Tieren, die lediglich
DPBS als Kontrolle appliziert bekamen (Abbildung 5-48 A).

Somit konnte eine erhdhte Phosphorylierung von STAT3 detektiert werden, jedoch
konnte diese durch die Behandlung sowohl mit den Amidoxim-Prodrugs als auch mit
Tofacitinib nicht inhibiert werden.

Des Weiteren sollte ermittelt werden, ob sich die lokale Entztindung im Kolon zu einer
systemischen Entziindung entwickelt hat. Es ware zu erwarten, dass nur Tofacitinib
systemisch eine Entziindung inhibiert.

Murines CXCL1 bzw. KC ist ein Zytokin aus der Familie der CXC-Chemokine und dient
der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in entziindetes Gewebe [244]. Dieser
Marker wird verwendet zur Beurteilung der Entwicklung einer systemischen
Entziindung. Die Induktion der Kolitis durch DSS zeigte keine signifikant erhéhten
Werte von CXCL1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (Wasser)
(Abbildung 5-48 B). Durch die Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 konnte
ebenfalls kein signifikanter Unteschied der CXCL1-Level zur Kontrollgruppe (DPBS)
nachgewiesen werden (Abbildung 5-48 C). Interessanterweise erhthte die Applikation
von 0,1 mg/kg KG PF-183 den CXCL1-Wert.

Zusammenfassend zeigte der CXCL1-Wert an, dass sich eine systemische
Entztindung bei der Behandlung mit geringen Konzentrationen von PF-183 entwickelt
hatte, wahrend die Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 in hoheren
Konzentrationen zu keinen erhdohten Werten von CXCL-1 fuhrte. Die erhdhten
CXCL1-Werte der mit PF-183* behandelten Mause kénnten eine mogliche Erklarung

fir den schweren Verlauf der DSS-Kaolitis sein.
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Abbildung 5-49: Bestimmung von p-STAT3 und CXCL1 nach Induktion einer akuten Kolitis und Behandlung
mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183

Kontrollgruppe (Wasser) erhielt autoklaviertes Leitungswasser tber 10 Tage. 2 % DSS wurden lber 5 Tage im
Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal
appliziert. A: Aus distalen Kolonstiicken wurden Proteinlysate gewonnen und die einzelnen Proteine mittels
Western Blot Analyse bestimmt. Zur Kontrolle der gleichmaRigen Proteinbeladung dienten die unphosphorylierten
Proteine. Dargestellt sind Proben von n=3 M&usen pro Behandlung. B: Plasma der Mause wurde mittes| KC-ELISA
vermessen und die Absoprtion bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung, DPBS (normal) n=3,
DPBS n=8, Tofacitinib n=7, PF-189 n=8, PF-183 n=6 und PF-183* n=7. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefihrt. **= p< 0,01. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline, kDa: Kilodalton, DSS:
dextran sodium sulfate, STAT: signal transducer and activator of transcription, CXCL: C-X-C motif ligand.

Weiterhin wurde die Inhibition durch die einzelnen Substanzen im Hinblick auf die
MRNA-Level von Zytokinen, wie IL-6 oder IFN-y, die mit einer Kolitis assoziiert sind,
betrachtet [55].

Die mRNA-Level von -6 konnten wahrend einer akuten DSS-Kolitis nachgewiesen
werden (Abbildung 5-49 A). Die Behandlung mit Tofacitinib fihrte tendenziell zu
erhohten mRNA-Level von IL-6 im Kolon, jedoch fihrte die Behandlung mit PF-189 zu
einer signifikanten Erniedrigung der mRNA-Level an 1I-6 im Vergleich zu Tofacitinib
und tendenziell verglichen mit DPBS. Die Behandlung mit PF-183 und PF-183* fuhrte
zu keiner verminderten Expression von II-6.

IL-22 und IL-23 sind Zytokine, die von Th2-Zellen nach Aktivierung durch Zytokine wie
IL-6 sezerniert werden. Somit sind sie T-Zellen spezifische Zytokine. Die mRNA-Level

von 1I-22 und 1I-23 waren nach den unterschiedlichen Behandlungen nicht verandert.
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Abbildung 5-50: Expression von II-6, 11-22 und II-23 nach Induktion einer Kolitis und Behandlung mit
Tofacitinib, PF-189 und PF-183

2 % DSS wurden uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. Aus distalen Kolonstiicken wurde mRNA gewonnen. Der Isolation
schloss sich die cDNA-Synthese mittels reverser Transkription an. Mit der cDNA wurde eine gPCR durchgefihrt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung. DPBS n=8, Tofacitinib n=7, PF-189 n=7, PF-183 n=8 und
PF-183* n=8. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt. *= p< 0,05. DPBS:
Dulbecco’s Phospho buffered saline, DSS: dextran sodium sulfate, IL: Interleukin.

STAT3 fungiert als Transkriptionsfaktor fir Gene, wie Reg3b und Reg3g, die als
antimikrobielle Peptide fungieren [245]. Somit kdnnen Expressionslevel von Reg3b
und Reg3g ein Anhaltspunkt fur die transkriptionelle Aktivitdt von STAT3 sein und die
Aktivierung des Immunsystems. Wahrend einer DSS-Kaolitis sind die mRNA-Level von
Reg3b erhoht (Abbildung 5-51 A). Jedoch wurden keine Unterschiede aufgrund der

verschiedenen Behandlungen deutlich, wobei die mRNA Expression von Reg3b und
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Reg3g nach der Behandlung mit PF-183 erhtht war. Hier kdnnten vermehrt

antimikrobielle Peptide gebildet werden zur Abwehr der invasiven Bakterien im Kolon.

Die Analyse der Expressionslevel von S100a8 und S100a9 sollte zusatzlich der
Bestimmung des Entziindungsgrades im Kolon dienen, da dieser von neutrophilen
Granulozyten sezernierte Proteinkomplex wahrend einer akuten und chronischen
Entziindung verstarkt vorliegt [246]. Die mRNA-Level beider Gene waren wéahrend der
Kolitis deutlich erhoht. Eine Behandlung mit Tofacitinib, PF-183 oder PF-183* sorgte
jedoch nicht fur verminderte Expressionslevel dieser Entzindungsmarker
(Abbildung 5-50 B, C), wahrend PF-189 die Expressionslevel der mRNA beider Marker

senkte.
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Abbildung 5-51: Expression von Reg3b, Reg3g und S100a8a/S100a9 im Kolon nach Behandlung mit

Tofacitinib, PF-189 und PF-183

2 % DSS wurden uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen ber 9 Tage rektal appliziert. Aus distalen Kolonstiicken wurde mRNA gewonnen. Der Isolation
schloss sich die cDNA-Synthese mittels reverser Transkription an. Mit der cDNA wurde eine gPCR durchgefihrt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen. DPBS n=8, Tofacitinib n=7, PF-189 n=7, PF-183 n=8 und
PF-183* n=8, DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline, DSS: dextran sodium sulfate, Reg: regenerating

islet-derived protein, S100a: S100 calcium-binding protein.
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5.4.6 Histologie des Kolons

Ein weiterer wichtiger Parameter fur den Verlauf einer akuten DSS-induzierten Kolitis
ist die Bestimmung der Veranderung der Kolonldnge. Wéhrend einer Entziindung
kommt es zur Zerstorung des Epithels [247]. Im Verlauf der Wundheilung wird Fibrin
ausgeschduttet, welches zu einer Verkirzung des Kolons fuhrt.

Zur besseren Beurteilung der Kolonlange wurden hier die Kontrollgruppen
aufgenommen, die kein DSS erhielten (s. Kap. 5.4.4). Diese sind in Abbildung 5-51 A
als (Wasser) dargestellt. Eine signifikante Verkirzung des Kolons nach Induktion einer
akuten DSS-Kolitis war deutlich erkennbar (Abbildung 5-51 A). Nur PF-189 zeigte

keine signifikante Verklrzung.

In Abbildung 5-51 B sind nur die Tiere mit der akuten DSS-induzierten Kolitis
dargestellt. Dabei konnte keine Veranderung der Kolonlange durch die

unterschiedlichen Behandlungen erkannt werden.

Die Induktion einer akuten DSS-Kolitis zeigte eine verkirzte Kolonlange, jedoch
konnte die Behandlung mit den einzelnen Substanzen die Verkirzung nicht

verhindern.
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Abbildung 5-52: Verkiirzung der Kolonlange nach Induktion einer akuten DSS-Kolitis trotz Behandlung mit
Tofacitinib, PF-189 und PF-183

A: Autoklaviertes Leitungswasser wurde Uber 10 Tage verabreicht. 2 % DSS wurden Uber 5 Tage im Trinkwasser
verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden C57BL/6J Mausen iber 9 Tage rektal appliziert
(Wasser). B: 2 % DSS wurden Uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS
wurden C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von
n=8 pro Gruppe. (DPBS, Tofacitinib: 30 mg/kg KG, PF-189: 30 mg/kg KG, PF-183: 30 mg/kg KG) und n=7
(PF-183*: 0,1 mg/kg KG). Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt. *= p< 0,05,
**=p< 0,01. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline, DSS: dextran sodium sulfate.

Weiterhin wurde zur Beurteilung des Schweregrades der DSS-induzierten Kolitis auch
der histologische Index des Kolons als weiterer Parameter hinzugezogen. Der Index
gibt eine Aussage Uber die Kryptenstruktur, Infiltration von Immunzellen und Bildung
von Ulzerationen an. Je héher dieser Index ist, umso schlimmer ist die Zerstérung des
intestinalen Epithels. Die Behandlung mit den einzelnen Substanzen fiihrte zu keiner
Erniedrigung des histologischen Indexes im Vergleich zur DPBS Gruppe
(Abbildung 5-52).

Die einzelnen Substanzen fiihrten somit zu keiner Verbesserung der Struktur des

intestinalen Epithels.
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Abbildung 5-53: Histologischer Index bestimmt im Kolon von C57BL/6J M&usen mit einer akuten
DSS-induzierten Kolitis nach Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183
2 % DSS wurden uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung von n= 8 pro
Gruppe. (DPBS, Tofacitinib: 30 mg/kg KG, PF-189: 30 mg/kg KG, PF-183: 30 mg/kg KG) und n=7
(PF-183*: 0,1 mg/kg KG). DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline.
Die Funktionalitat von STAT3 auf die Wundheilung und Proliferation der Zellen wurde
in Kap. 5.2.2 beschrieben. Nun sollte nachgewiesen werden, ob die gezielte Inhibition
des JAK/STAT-Signalweges in intestinalen Epithelzellen eine Auswirkung auf die

Proliferation von IECs hat.

Hierfir wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die zum Zeitpunkt des Todes der Mause
noch aktiv waren und die allgemeine Anzahl der proliferierenden Zellen. Zur
Bestimmung der proliferierenden Zellen, die kurz vor dem Tod der Mause noch aktiv
waren, wurde 90 min vor Tétung der Tiere BrdU (Brom-desoxyuridin) i.p. gespritzt. Es
wurde die Anzahl BrdU-postitiver Zellen von 100 Krypten unter dem Mikroskop
bestimmt (Abbildung 5-53 A). Es waren keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl

BrdU-positiver Zellen durch die unterschiedlichen Behandlungen nachweisbar.

Zur Bestimmung aller proliferierenden Zellen wurde Ki67 in IECs bestimmt
(Abbildung 5-53 B). Die Behandlung mit PF-189 und PF-183 zeigte eine signifikant

hohere Anzahl an proliferierenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Amidoxim-Prodrugs und Tofacitinib hatten keinen negativen Einfluss auf die

Proliferation der IECs.
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Abbildung 5-54: Bestimmung der proliferierenden Zellen im Kolon nach Induktion einer akuten DSS-Kolitis
und Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183

2 % DSS wurden Uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen Uber 9 Tage rektal appliziert. A: Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von
DPBS n=6, Tofacitinib: 30 mg/kg KG n= 6, PF-189: 30 mg/kg KG n= 7, PF-183: 30 mg/kg KG n= 5,
PF-183*: 0,1 mg/kg KG n=4, B: Mittelwerte + Standardabweichungen von DPBS n=8, Tofacitinib: 30 mg/kg KG n=6,
PF-189: 30 mg/kg KG n=8, PF-183: 30 mg/kg KG n=8, PF-183*: 0,1 mg/kg KG n=7, C: In Paraffin eingebetetes
Kolon wurde mit den Porliferationsmarkern BrdU und Ki 67 gefarbt. Positive Zellen sind braun gefarbt. Zur
Bestimmung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt. *= p< 0,05, MaRstabsbalken entsprechen
100 um. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline, BrdU: Bromdesoxyuridin, Ki67: Kiel67.
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Zur Bestimmung apoptotischer Zellen im Kolon wurden DNA-Fragmente markiert, die
durch Apoptose in den Zellen entstanden sind (Abbildung 5-55). Es konnte kein
signifikanter  Unterschied zwischen den unterschiedlichen Behandlungen
nachgewiesen werden. Nichtsdestrotz induzierte Tofacitinib tendenziell eine héhere
Anzahl apoptotischer Zellen.

IFN-y, als Apoptoseinduktor, zeigte allgemein geringe Expressionslevel im Kolon
(Abbildung 5-53 B). Durch die Behandlung mit den einzelnen Substanzen konnten
keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.

Insgesamt spielte die Apoptose wahrend der akuten DSS-induzierten Kolitis eine

geringe Rolle.
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Abbildung 5-55: Bestimmung der apoptotischen Zellen und Ifng mRNA-Level im Kolon nach Induktion
einer akuten DSS-Kolitis und Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183

A: 2 % DSS wurden Uber 5 Tage im Trinkwasser verabreicht. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 und DPBS wurden
C57BL/6J Mausen uber 9 Tage rektal appliziert. B: Im Kolon wurden die apoptotischen Zellen mittels TDT markiert.
Positive Zellen sind braun gefarbt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von DPBS n=7,
Tofacitinib: 30 mg/kg KG n=7, PF-189: 30 mg/kg KG n=8, PF-183: 30 mg/kg KG n=8, PF-183*: 0,1 mg/kg KG n=6
MaRstabsbalken entsprechen 100 pm. DPBS: Dulbecco’s Phospho buffered saline, IFN: Interferon, Tunel: terminal
desoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling.
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5.4.7 HPLC-Analytik zum Nachweis von Tofacitinib, PF-189/PF-192 und PF-
183/PF-185 nach einer akuten induzierten DSS-Kolitis
Die Bestimmung der Konzentrationen von Tofacitinib, PF-189/PF-192 und

PF-183/PF-185 sollte ebenfalls in der Kontrollgruppe (Wasser) (Gruppe 1-5) und den
DSS-behandelten Tieren (Gruppe 6-10) erfolgen. Einerseits sollte ermittelt werden, ob
PF-189/PF-192 und PF-183/PF-185 eine andere Kinetik aufweisen als das Tofacitinib
und maoglicherweise in den Organen akkumulieren und andererseits ob sie unter
entzindlichen Bedingungen zu Amidinen reduziert werden. Die letzte Gabe der
Substanzen erfolgte 24 h vorher und insgesamt wurden die Substanzen neun Mal
verabreicht. Fur die Analyse wurden die HPLC-Methoden aus Kap. 4.7.2.4 und 4.7.2.5
verwendet. Fur Tofacitinib wurde die Methode aus Kap. 4.7.2.4 verwendet.

5.4.7.1 Kalibrierung und Wiederfindung
Fir die Bestimmung von Tofacitinib musste die Kalibrierung und Wiederfindung mit der

neuen Methode erneut durchgefuhrt werden. Die Kalibriergerade wurde mit 6
Konzentrationen in einem Bereich von 0,5 -100 uM durchgefuhrt. Dabei war sie linear
(R?=0,9997) und die Richtigkeit in diesem Bereich betrug 91 + 11,3 %. Mithilfe der
Kalibriergerade wurde eine Wiederfindung im selben Konzentrationsbereich in muriner
Leber ermittelt. Dabei betrug die Wiederfindung 91 = 10,3 % mit einer Linearitat von

R?=0,9972. Die Bestimmungsgrenze betrug 1 uM.

-e— Kalibrierung
-# Wiederfindung

Flacheneinheiten

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tofacitinibkonzentration (uM)

Abbildung 5-56: Kalibrierung und Wiederfindung von Tofacitinib

Die Kalibrierung erfolgte mit Tofacitinib in einem Konzentrationsbereich von 0,5-100 yM. Fir die Wiederfindung
wurden die Standardkonzentrationen verwendet und in muriner Leber aufgearbeitet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen zweier unabhangig voneinander durchgefiihrten Messungen. pM:
Mikromolar.
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5.4.7.2 Konzentrationen von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 in Leber, Niere,
Kolon
In diesem Abschnitt wurden die Konzentrationen der einzelnen Substanzen nach der

Induktion der akuten DSS-Kolitis bestimmt. Die Bestimmung diente zusatzlich dem
Nachweis, dass die Amidoxim-Prodrugs auch nach 24 h nicht in der Leber oder Niere
akkumulieren und somit nicht systemisch aufgenommen wurden. Nach Aufarbeitung
der Organe, wie in Kap. 4.7.1.3 beschrieben, wurden die Konzentrationen von
Tofacitinib, PF-189/PF-192 und PF-183/PF-185 mit Hilfe der HPLC bestimmt (s.
Kap.4.7.2.4, 4.7.2.5). Weder PF-189/PF-192 und PF-183/PF-185 noch Tofacitinib

konnten in Leber, Niere oder Kolon nachgewiesen werden.
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6 Diskussion
Die Behandlung mit Tofacitinib, als einer der ersten JAK-Inhibitoren, fuhrt in der

klinischen Anwendung am Menschen zu schweren Nebenwirkungen. Es treten zum
Beispiel Infektionen des respiratorischen Traktes, Entwicklung von Tuberkulose,
Kopfschmerzen und erhéhte Kreatininwerte auf [189, 192, 248]. Erhohte
Kreatininwerte im Plasma treten erst auf, wenn eine 50 %-ige Einschrankung der
glomerularen Filtration bei einer Niereninsuffizienz vorliegt [249]. Eine mdgliche
Begrindung fur das Auftreten der aufgefiihrten Nebenwirkungen kénnte die Bildung
von Cyanid wéahrend der ersten Phase der Biotransformation sein. Die Strukturformel
von Tofacitinib weist eine Nitril-Gruppe mit a-Wasserstoffatomen auf. Diese stellen ein
optimales Ziel fur CYP450-Enzyme dar [195]. Nach der Hydroxylierung zum
Cyanhydrin wirde dieses in den entsprechenden Aldehyd und Cyanid zerfallen. Der
Aldehyd koénnte durch Aldehyd-Dehydrogenasen zur Carbonséure oxidiert werden
(s. Abbildung 5-1). Die Carbonséaure ist als Metabolit identifiziert worden, ohne eine
Diskussion Uber die Abspaltung von Cyanid zu fihren. Aus diesem Grund war das Ziel
der vorliegenden Arbeit zu kléaren, ob Cyanid enzymatisch abgespalten wird und ob es
verantwortlich fir das Auftreten der beschriebenen Nebenwirkungen von Tofacitinib

sein kdnnte.

6.1 Beurteilung der Analytik zum Nachweis von Cyanid
Die modifizierte UV-spektroskopische Methode zur Quantifizierung von Cyanid zeigte

eine optimale Linearitdt und eine ausreichend hohe Wiederfindung (Abbildung 5-2).
Die entwickelte Analytik war somit fir den Nachweis des gebildeten Cyanids geeignet.
Die unterschiedlichen Wiederfindungen zwischen der humanen und porcinen Probe
konnten durch eine Adsorption von Tofacitinib oder Cyanid an den Proteinen
entstehen.
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6.2 Cyanid ist ein Metabolit von Tofacitinib
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Inkubation mit porcinen

oder humanen Lebermikrosomen eine Cyanidabspaltung auftrat (s. Kap. 5.1.3.).
Weitere Untersuchungen bestétigten, dass CYP450-Enzyme fir die Oxidation
verantwortlich waren. Es wurde jedoch auch deutlich, dass die gebildete Cyanidmenge
um das 66-fache geringer war, als die Mengen, die in den Intoxikationsstudien am

Kaninchen nachgewiesen wurden [250].

Zur ldentifizierung der fur die Umsetzung verantwortlichen Isoenzyme wurden
Inkubationen mit rekombinanten CYP450-I1soenzymen durchgefuhrt. Dabei wurde die
Beteiligung der Enzyme CYP3A4, CYP2D6 und CYP2C9 identifiziert.
Interessanterweise sind diese Isoenzyme hauptsachlich an der Metabolisierung von
Tofacitinib beteiligt [195].

Zusétzlich konnte der Mechanismus durch die Verwendung des JAK-Inhibitors PF-069
bestatigt werden. Es wurde nachgewiesen, dass der Austausch des
a-Wasserstoffatoms gegen einen Cyclopropylrest die Bildung von Cyanid inhibierte.
Somit kann die Abspaltung von Cyanid durch die Blockade des a-Wasserstoffatoms
verhindert werden. Die Modifizierung des Grundgeristes von Tofacitinib, wie bei
PF-068, fuhrte zu einer verminderten Abspaltung von Cyanid. Mdglicherweise passt
das Substrat durch die Veranderung nicht mehr optimal in die Bindungstaschen der
Enzyme. Um diese Hypothese endgliltig bestatigen zu kénnen, miussten noch weitere

Verbindungen mit modifizierten Grundgeristen getestet werden.

Bei einer akuten Intoxizitdit mit Cyanid kommt es zur Inhibition der
Cytochrom-c-Oxidase, wodurch in der Zelle vorhandener Sauerstoff nicht mehr
verwertet werden kann [251]. Dabei kann schon eine Aufnahme von 0,5-3,5 mg/kg KG
(KG: Korpergewicht) Cyanid zum Tode fiuhren [252]. Kleine Mengen an Cyanid
verursachen Kopfschmerzen, Schwindel und Schleimhautirritationen [253]. In einer
Studie mit einer Langzeitgabe von 36,5 mg Cyanid pro Tag, wodurch eine chronische
Intoxizitdt simuliert wurde, wiesen Kaninchen eine Veranderung der Leber- und
Nierenwerte auf [250]. Wahrend die Aktivitat der alkalischen Phosphatase und der
Alanin-Aminotransferase in der Leber gesenkt war, waren die Aktivitaten im Serum

erhodht. Zusatzlich konnten erhdhte Werte der Harnsaure und des Kreatinins im Serum
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der Tiere nachgewiesen werden. Des Weiteren kann eine chronische Intoxizitat mit
Cyanid zu neurologischen Storungen fihren [254]. Afrikanische Stamme zeigten nach
einer konstanten Einnahme der cyanidhaltigen Cassava-Pflanze Degenerationen des
Sehnervs, Nerventaubheit und Storungen der Bewegungskoordination [255]. Nach
jahrelanger Gabe von Tofacitinib sollten Patienten deshalb auf mégliche neurologische

Stérungen hin untersucht werden.

Fur die Arzneimitteltherapie mit Tofacitinib sind Erkenntnisse tber die Bildung von
Cyanid in Abhéangigkeit der verwendeten Substratkonzentration von grol3er
Bedeutung. Dies betrifft vor allem bei Patienten mit einer eingeschréankten
Nierenfunktion, da die glomerulare Filtration aufgrund der erhdhten Kreatininwerte
sowohl durch Cyanid als auch Tofacitinib beeintrachtigt wird [248, 250]. In der
vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass bei steigender Konzentration von
Tofacitinib mehr Cyanid gebildet wird. Dartber hinaus kénnen geringe Mengen an
Cyanid mittels der Rhodanid-Synthetase durch Ubertragung eines Schwefelatoms und
der Bildung von Thiocyanat entgiftet werden [256]. Hohe Konzentrationen an
Thiocyanat wirken goitrogen, da Thiocyant die Hemmung der lodaufnahme hemmt und
so zu einer VergréRerung der SchilddriRe fuhrt [257]. Die dafir notwendigen
Konzentrationen an Cyanid, die durch Tofacitinib gebildet wurden, waren allerdings

geringer.

Anhand der gewonnenen Erkenntnisse dieser Studie kann demnach ein mdglicher
Zusammenhang zwischen einem Teil der Nebenwirkungen (s. Abbildung 6-1) und der
Abspaltung von Cyanid nach langerer Einnahme von Tofacitinib nicht ganz
ausgeschlossen werden. Auch kdnnte eine mogliche Schilddrisenvergof3erung durch
die Bildung von Thiocyanat aus Cyanid moglich sein. Fur eine Langzeittherapie mit
Tofacitinib sollten trotzdem mdgliche Folgen durch die Cyanidbildung beriicksichtigt

werden.
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Abbildung 6-1: Folgen einer chronischen Intoxifikation mit Cyanid

Nach Abspaltung von Cyanid wird es durch die Rhodanid-Synthetase zum Thiocyanat detoxifiziert. Thiocyanat wirkt
als Goitrogen und fordert die Entwicklung einer SchilddrisenvergréRerung. Wird Cyanid nicht umgewandelt, so
kann es zu Leber- und Nierenschaden fihren. Zusatzlich sorgen grof3e Mengen an Cyanid zur Bildung von
Kopfschmerzen und neurologischen Paresen. S: Schwefel, CN: Cyanid, SCN: Thiocyanat

6.3 In vitro Charakterisierung von Tofacitinib, PF-189 und PF-183
Der JAK-Inhibitor Tofacitinib fuhrte in einer Studie mit Colitis Ulcerosa Patienten zu
einer Remission der Krankheitssymptome, aber auch zu Tofacitinib-spezifischen
Nebenwirkungen [173]. Diese Nebenwirkungen umfassten neben einer Veranderung
der neutrophilen Granulozyten auch Infektionen im respiratorischen Trakt, die
Entwicklung einer Tuberkulose oder Anamien [189, 190, 192].

Nach vorheriger Bestimmung der Konzentration an gebildetem Cyanid wurde deutlich,
dass Cyanid nicht Uberwiegend am Auftreten dieser Nebenwirkungen beteiligt sein
kann, sondern eher die unselektive Inhibition der JAK-Proteine in allen Zellen. Um
diese unselektive systemische Inhibition zu verhindern, wurden die
Amidoxim-Prodrugs PF-189 und PF-183 synthetisiert. Amidoxim-Prodrugs sollten
nach Diffusion durch die Zellmembran mithilfe der mitochondrialen Amidoxim
reduzierenden Komponente (MARC) zu einem Amidin mit JAK-inhibitorischen
Eigenschaften reduziert werden. Amidine liegen bei physiologischen pH-Werten

protoniert vor, wodurch sie nicht mehr durch die Diffusion die Membran passieren
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koénnen und in der Zelle verbleiben. Die Anwendung dieses Konzeptes und die
zusatzliche rektale Applikation sollten die systemische Aufnahme der JAK-Inhibitoren
verhindern und die durch die JAK-Inhibition induzierten Nebenwirkungen minimieren.
Fur die neuen Amidoxim-Prodrugs waren jedoch noch keine Daten beziiglich der
Toxizitat auf Kkolorektale Adenokarzinomzellen oder die Wirkung auf
JAK/STAT-Signalwege, induziert durch verschiedene Zytokine, bekannt. Aus diesem
Grund sollte zuerst eine in vitro Charakterisierung der einzelnen Verbindungen

erfolgen.

6.3.1 Physiologische Relevanz der verwendeten Konzentrationen

Zu Beginn wurden die optimalen Konzentrationen fur die einzelnen Experimente
ermittelt. Fur in vitro Studien lag die optimale Konzentration bei 10 uM. Bei dieser
Konzentration konnte eine vollstandige Inhibition des JAK/STAT-Signalweges
beobachtet werden. Diese Bedingung musste erfillt sein, da fur nachfolgende in vivo
Untersuchungen 30 mg/kg KG gewahlt wurden. Diese Konzentrationen wurden schon
in anderen Mausstudien mit Tofacitinib verwendet [258, 259]. Zusatzlich mussten nicht
physiologische Konzentrationen von Zytokinen verwendet werden, um die Aktivierung
des JAK/STAT-Signalweges in Karzinomzelllinien zu gewahrleisten, da es sich bei
Karzinomzellen um immortalisierte Krebszellen handelt, die robuster und langlebiger
sind. Die verwendeten Konzentrationen konnten bedenkenlos fir weitere Experimente
eingesetzt werden, da 10 pM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auch in Organoiden,
einem 3-D-Modell des murinen Dinndarmes, keinen Einfluss auf die Entwicklung und

Differenzierung der Stammzellen des Dinndarmes hatten.

Normalerweise erhalten Patienten 5 bis 10 mg Tofacitinib pro Tag, was einer
Plasmakonzentration von 39,7-79,4 ng/ml und einer Molaritdit von 72-144 nM
entspricht [195]. Die in dieser Arbeit verwendete Konzentration von 10 uM entspricht
somit nicht der Konzentration von Tofacitinib nach 5 bis 10 mg Gabe (im Folgenden
als physiologische Konzentration bezeichnet). Jedoch erwies sich die Konzentration
von 1-10 uM Tofacitinib in einer Studie mit humanen CD4+ T-Zellen als unbedenklich
fur Primarzellen und am effektivsten fir die Inhibition der Phosphorylierung von STAT1
und STAT3 [260].
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6.3.2 Tofacitinib, PF-189 und PF-183 zeigen keinen Einfluss auf die
Zellviabilitat von HT-29 Zellen
Zur Charakterisierung der neuen Substanzen erwies sich die Zelllinie HT-29 als

geeignetes Modell. Diese Zelllinie exprimierte JAK1, JAK2, JAK3 und Tyk2 (Abbildung
5-8), somit alle vier Mitglieder der JAK-Familie. Die Bestimmung der Zellviabilitat
mittels MTS-Assay ermoglicht eine Aussage uber die metabolische Aktivitat von Zellen
und Uber eine Beeintrachtigung des endoplasmatischen Retikulums. Es konnte keine
Beeintrachtigung der Viabilitdt von HT-29 Zellen in einem Konzentrationsbereich von
0,1-100 uM nachgewiesen werden (s. Kap. 5.2.1.3). Erst ab einer Konzentration von
500 puM konnte bei allen drei Substanzen und zu den verschiedenen Zeitpunkten eine
verminderte Zellviabilitat durch die Substanzen beobachtet werden. Dies ist jedoch
eine Konzentration, die keine physiologische Relevanz hat. Dieses Ergebnis wurde an
humanen Lymphozyten als weiteren Zelltyp im Konzentrationsbereich von 0,1-100 uM
Tofacitinib bestatigt [261].

6.3.3 Tofacitinib, PF-189 und PF-183 induzieren keine Apoptose von HT-29
Zellen bei niedrigen Konzentrationen
Neben dem Einfluss auf die Zellviabilitat, sollten die neuen Substanzen im Vergleich

mit Tofacitinib in vitro hinsichtlich einer méglichen Induktion von Apoptose untersucht
werden. Sollten die Amidoxim-Prodrugs Apoptose oder Nekrose in diesem Modell
auslosen, waren sie flr weitere Untersuchungen nicht geeignet, da sie spater im
Tiermodell den Verlauf einer akuten induzierten DSS-Kolitis negativ beeinflussen
wurden. Die Apoptose beschreibt den physiologischen Untergang der Zelle, wahrend
sich Nekrose erst nach irreversiblen Veranderungen im Zellkern oder Zytoplasma
durch Einwirken von Toxinen, Hitze oder chemischen Substanzen manifestiert und

dadurch den pathologischen Untergang der Zelle einleitet [262].

Tofacitinib und die Amidoxim-Prodrugs fuhrten weder zur Apoptose noch Nekrose in
Konzentrationen, die nahe dem physiologischen Bereich waren. Erst ab einer
Konzentration von 100 pM PF-183 konnten nekrotische Zellen und eine
Caspase-abhangige Induktion des Zelltodes durch Bildung des PARP-Spaltproduktes
nachgewiesen werden. Somit schadigt PF-183 die DNA der Zellen bei
nicht-physiologischen Konzentrationen. Dieses Ergebnis wurde durch eine andere
Studie mit Tofacitinib bestatigt [261].
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6.3.4 Tofacitinib, PF-189 und PF-183 als potentielle Inhibitoren von Zytokin-
vermittelten JAK/STAT-Signalwegen
CED zeichnet sich durch eine erhéhte Sekretion von inflammatorischen Zytokinen, wie

IL-6, hylL-6, IFN-y,IL-22, IL-4 aus [56, 263]. Diese Zytokine binden an spezifische
Rezeptoren und fuhren so zur Aktivierung verschiedener JAK- und STAT-Proteine. In
der vorliegenden Arbeit wurde daher die Inhibition der Phosphorylierung von STAT1,

3 und 6 genauer untersucht.

IL-6, hylL-6 und IL-22 induzieren sowohl die Phosphorylierung von STAT1 als auch
von STAT3, wahrend IFN-y lediglich zur Phosphorylierung von STAT1 fuihrt. Mehrere
Studien identifizierten sowohl in Tiermodellen als auch in humanen Proben STAT1 als
einen Haupttranskriptionsfaktor zur Induktion von Apoptose [133, 264],. wohingegen
IL-4 die Phosphorylierung von STAT6 induziert [239].

STAT3 und STATG stellen gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren dar. So sind sie
in intestinalen Epithelzellen (IEC) fur die Proliferation und Differenzierung relevant,
wahrend ihre Aktivierung in Immunzellen zur Proliferation von Immunzellen fuhrt, was

zur Progression einer Entztindung fihren kann [239, 265].

Der JAK/STAT-Signalweg hat eine zentrale Bedeutung in der Entstehung und dem
Verlauf von CED. Die Inhibition dieses Signalweges durch die Amidoxim-Prodrugs
wirde somit eine neue Therapiemoglichkeit fir die Behandlung von CED darstellen.

6.3.4.1 Inhibition des IL-6-vermittelten JAK/STAT-Signalweges

IL-6, als ein Vertreter der IL-6-R-Familie, ist zellspezifisch ein proinflammatorisches
oder antiinflammatorisches Zytokin, das sowohl in MC als auch in CU Patienten erhéht
ist [266]. Es wird hauptsachlich durch Makrophagen, Fibroblasten, dendritische Zellen
und CD4+T-Zellen der Lamina propria sezerniert [56]. Wenn IL-6 nach Sekretion auf
Immunzellen wirkt, fuhrt es zur Aktivierung von Thl- und Thl7-Zellen, die weitere
proinflammatorische Zytokine, wie IFN-y und IL-1B, ausschutten, wodurch es zur
Progression der Entziindungsreaktion kommt. Aul3erdem induziert es die Bildung der
Akute-Phase-Proteine, die wiederum das Komplementsystem aktivieren. Im
Gegensatz dazu hat IL-6 eine antiinflammatorische Wirkung in IECs. Hier aktiviert es
die Phosphorylierung von STAT3, welches wichtig fir das Uberleben und die

Proliferation der IECs ist. So zeigten II-67- Mause, gekennzeichnet durch eine erhdhte
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Infiltration der Immunzellen und einen stéarkeren Verlust der Kryptenstruktur des
intestinalen Epithels, einen signifikant schlechteren Krankheitsverlauf bei einer DSS-
induzierten Kaolitis als die Wildtyp Mause [267]. Die Aktivierung des Signalweges durch
IL-6 muss daher differenziert betrachtet werden, weil seine Wirkung abhangig davon

ist, auf welchen Zelltyp es wirkt [268].

In vitro konnte die Inhibition der Aktivierung der IL-6 oder hyperlL-6-vermittelten
Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 durch Tofacitinib, PF-189 und PF-183
sowohl in Modellen intestinaler Epithelzellen (Abbildung 5-15) als auch in Immunzellen
(Abbildung 5-20) demonstriert werden. Eine Aktivierung des Signalweges ohne
vorherige Stimulation mit Zytokin konnte basal nicht nachgewiesen werden. Erst nach
Stimulation mit IL-6 oder hyperIL-6 wurde eine Phosphorylierung von STAT1 und
STAT3 nachweisbar. Die Amidoxim-Prodrugs kénnten somit eine protektive Wirkung
auf die Progression einer Entziindung und Aktivierung des Immunsystems haben. Die
vorliegende Studie demonstrierte, dass sowohl PF-189 als auch PF-183 trotz ihrer
Modifikationen die Kapazitat besitzen, die Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 in
den IECs und Immunzellen zu inhibieren. Hierbei ist es jedoch wichtig zu
differenzieren, da durch diese Inhibition eine moégliche IL-6-vermittelte Apoptose, aber
auch die Proliferation gehemmt werden kénnen. Somit sollte in den nachfolgenden in
vivo Studien uberprift werden, welchen Effekt die getesteten Substanzen wahrend
einer akuten DSS-induzierten Kaolitis im intestinalen Epithel der Maus haben.

Ahnlich wie in der vorliegenden Studie, konnte eine Inhibition des IL-6-vermittelten
JAK/STAT-Signalweges durch Tofacitinib in humanen CD4+T-Zellen nachgewiesen
werden [260].
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6.3.4.2 Inhibition des IFN-y-vermittelten JAK/STAT-Signalweges
IFN-y gehort zu den Typ 1l Interferonen und bindet an den IFN-Gammarezeptor Typ Il

[113]. Dieser Rezeptor besteht aus zwei Subtypen, IFN-GR1 und IFN-GR2, und ist
assoziiert mit JAK1 und JAK2. Die Bindung von IFN-y flhrt zur Phosphorylierung von
STAT1 und der Induktion von Apoptose [56, 116]. Zusatzlich wird die bakterielle
Immunabwehr durch die verstarkte Expression von
Haupthistokompatibilitattskomplexen (MHC) | und 1l auf T-Zellen und
Antigen-prasentierenden Zellen, wie Makrophagen, hochreguliert. Die Proliferation
von T-Zellen wird gesteigert [269]. IFN-y wird vor allem in T-Zellen und Natirlichen
Killerzellen (NK) gebildet. In IECs bewirkt IFN-y eine erhdhte Expression von MHC I,
um die Anzahl Antigen-prasentierender Zellen zu erhéhen und somit die Immunantwort
zu verstarken [270]. Des Weiteren ist es fir epitheliale Zellen potenziell toxisch und
kann die Barriere zerstdoren [271]. Es konnten sowohl erhéhte Konzentrationen an
IFN-y als auch erhdhte Aktivitaten an STAT1 in Patienten mit CED gefunden werden
[133, 272], weshalb eine erhéhte Anzahl an apoptotischen Zellen wahrend einer
DSS-induzierten Kolitis zu erwarten ist [273]. In dieser Studie sollte bestimmt werden,

ob Tofacitinib und die Amidoxim-Prodrugs diesen Signalweg ausreichend inhibieren.

In vitro zeigten nur Tofacitinib und PF-183 eine Inhibition der Phosphorylierung von
STATL1 (Abbildung 5-16). Auch in dieser Studie war keine basale Phosphorylierung
von STAT1 detektierbar. Erst nach Stimulation mit IFN-y konnte die Phosphorylierung
von STAT1 nachgewiesen werden. In in vivo Studien ist eine erhdhte Apoptose der

Zellen in den Mausen, die PF-189 appliziert bekommen, zu erwarten.

Die gewonnenen Ergebnisse mit Tofacitinib werden durch die Studie mit murinen
CD4+T-Zellen unterstitzt. Die CD4+T-Zellen wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Tofacitinib vorab inkubiert und anschlieRend mit IFN-y flr 30 min
stimuliert. Eine deutliche Abnahme der Spiegel an phosphoryliertem STAT1 wurden
beobachtet [260].
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6.3.4.3 Inhibition des IL-22-vermittelten JAK/STAT-Signalweges
IL-22, ein Vertreter der IL-10-R-Familie, wird von Th2-Zellen sezerniert und zahlt zu

den antiinflammatorischen Zytokinen, die nur auf Oberflachenzellen, wie den IECs,
wirken [274]. Durch die Aktivierung von STAT3 durch IL-22 in IECs kommt es zu einer
gesteigerten Proliferationsrate und Differenzierung der Zellen [245]. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression von IL-22-abh&ngigen Genen in Patienten mit MC
deutlich héher ist als in CU Patienten. Dabei wird es vermehrt ausgeschuttet, um die

Regeneration des intestinalen Epithels zu induzieren[275].

In vitro fuhrte die Behandlung mit Tofacitinib und den Amidoxim-Prodrugs zu einer
Inhibition der Phosphorylierung von STAT1 (Abbildung 5-17). Aufgrund der Inhibition
der IL-6-vermittelten Phosphorylierung von STAT3 ware auch die Inhibition der
IL-22-vermittelten Phosphorylierung von STAT3 zu erwarten. Jedoch konnte nur nach
Behandlung mit Tofacitinib, jedoch nicht mit den Amidoxim-Prodrugs eine Inhibition
nachgewiesen werden. Vermutlich ist die IL-22-vermittelte Phosphorylierung von
STATS3 starker als die IL-6-vermittelte, so dass die Amidoxim-Prodrugs diese nicht
inhibieren konnten. Die Inhibition mittels Tofacitinib wurde in dieser Arbeit erstmalig

gezeigt.

Die IL-22-vermittelte Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges muss anhand der in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Aktivierungen von STAT1 und STAT3
differenziert betrachtet werden. Die Aktivierung von STAT3 durch IL-22 fuhrt zu einer
vermehrten Proliferation der IECs. Diese wird durch die Substanzen nicht inhibiert.
STAT1 wiederum induziert Apoptose in IECs. Durch die Inhibition von p-STAT1 wird
somit die Zerstérung der intestinalen Barrierefunktion verhindert. Die
Amidoxim-Prodrugs kdénnten im Vergleich zum Tofacitinib somit in vivo positiv auf die

Regenerierung der intestinalen Epithelzellen wirken.
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6.3.4.4 Inhibition des IL-4-vermittelten JAK/STAT-Signalweges
IL-4 gehort zur IL-2-R-Familie und aktiviert JAK1 und JAK3, wodurch die

Phosphorylierung von STAT6 induziert wird [166]. IL-4 wird von Th2-Zellen sezerniert
und spielt eine Rolle in der Proliferation von T- und B-Zellen [161]. Uber STAT6
vermittelt IL-4 auch eine proliferative Wirkung auf IECs [240].

In der vorliegenden Studie wurde in vitro in HT-29 Zellen eine vollstéandige Inhibition
durch Tofacitinib und eine zeitabhangige Inhibition durch PF-183 nachgewiesen. In
Immunzellen inhibierte zusatzlich PF-189 die Phosphorylierung von STAT6
(Abbildung 5-18). Erstaunlicherweise wiesen sowohl PF-189 als auch PF-183 einen
starkeren inhibitorischen Effekt in Immunzellen (THP-1, Jurkat) auf, als in IECs (HT-29)
(Abbildung 5-20). Moglicherweise ist der inhibitorische Effekt in Immunzellen starker.
Sie konnten somit die Aktivierung der Immunzellen und die Sekretion von Zytokinen
durch Immunzellen in der Lamina propria in vivo durch Inhibition des
JAK/STAT-Signalweges verringern und einen geringeren inhibitorischen Effekt auf die

intestinalen Epithelzellen austben.

Die Inhibitionsdaten dieser vorliegenden Studie konnen durch Goreschi et al. bestatigt
werden [260]. Es wurden CD3+T-Zellen aus humanem Vollblut isoliert, welches vorher
mit  Tofacitinib inkubiert und anschlieBend mit IL-4 stimuliert wurde.
Druchflusszytometrische Messungen zeigten eine deutliche Abnahme der

IL-4-induzierten Phosphorylierung von STAT6 nach Behandlung mit Tofacitinib.

6.3.4.5 Inhibition des JAK/STAT-Signalweges in Organoiden
Bevor die Substanzen in einer akuten DSS-induzierten Kolitis getestet werden sollten,

wurden sie zunachst in Organoiden untersucht. Diese stellen Mikrodarme dar, die der
physiologischen Anatomie entsprechen [241]. Durch die Erhaltung regenerativer
Prozesse, wie der Erneuerung des Epithels durch die Ausdifferenzierung von
Stammzellen, stellt dies ein optimales Modell fur in vitro Untersuchungen des
JAK/STAT-Signalweges dar. Die IL-22-vermittelte Phosphorylierung von STAT3 war
starker als die IFN-y-vermittelte STAT1-Phosphorylierung (Abbildung 5-33), obwohl in
HT-29 Zellen die Aktivierung durch IFN-y stark war. Ein Grund fir diese Ergebnisse
kénnte sein, dass es sich bei den Organoiden um ein Modell der intestinalen
Epithelzellen handelt. Der IL-22-Rezeptor ist ein Oberflachenrezeptor und befindet

sich mit einer hohen Dichte auf intestinalen Epithelzellen, weshalb die IL-22-vermittelte
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Phosphorylierung der STAT-Proteine in diesem Modell starker ist. Die Rezeptordichte
fur IFN-y ist geringer, wodurch weniger IFN-y an den Rezeptor bindet und zu einer
geringen Aktivierung von STAT1 fuhrt. Wie bereits fur die HT-29 Zelllinie konnte die
Inhibition nach langerer Inkubation mit Tofacitinib und PF-183 auch in diesem Modell
erfolgreich nachgewiesen werden. Die Substanzen wirken somit auch in einem
komplexen, aus einem Zellverband bestehenden Modell und sind demnach fir in vivo

Studien geeignet.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass Tofacitinib und PF-183 bei allen
in der vorliegenden Studie getesteten Zytokinen eine hdhere inhibitorische Kapazitat
als PF-189 aufweisen. Eine mdgliche Erklarung kénnte die schlechtere Selektivitat von
PF-189 gegentber JAK3 sein (Abbildung 5-24). Um die gleiche Inhibition von JAK3 zu
erreichen, benottigt man die 600-fache bzw. 55-fache Menge an PF-189 als an
Tofacitinib bzw. PF-183. Die Selektivitdtsstudien konnten diese Erklarung
untermauern. PF-189 zeigte bei der hylL-6 bzw. IL-4-vermittelten JAK1-, JAK2- und
Tyk2- bzw. JAK3-Aktivierung eine geringe inhibitorische Kapazitat bei niedrigen
Konzentrationen verglichen mit Tofacitinib oder PF-183 (Abbildung 5-25). Das
Ersetzen der Nitril-Gruppe gegen eine Amidoxim-Gruppe scheint demnach die
inhibitorische Kapazitat zu beeinflussen. Die ICso-Werte fur Tofacitinib betragen
1,6 nM. Das Amidin von PF-189 weist aber einen ICso-Wert von 654 nM auf, was zu

einer starken Abnahme der inhibitorischen Kapazitéat fuhrt.

Strukturanalysen ergaben, dass die Nitril-Gruppe in die phosphatbindende
glycinreiche Region (p-Loop) ragt [237]. Mdglicherweise ist aufgrund der
Amidin-Gruppe die Bindung von PF-192 in der ATP-Tasche nicht ausreichend stark
oder die positive Ladung des Amidins wird dort abgestol3en, sodass es schnell durch
ATP verdrangt werden kann. PF-185, das Amidin von PF-183, wurde mit einem
verdnderten Grundgerust synthetisiert, um dadurch eine erhohte Selektivitat
gegenuber JAK3 zu schaffen [276]. Laufer et al. zeigten hierbei, dass die
Amidin-Gruppe die Selektivitdt erhoht, in dem es das Aspartat 912 in der

ATP-Bindetasche bindet, welches nur in JAK3-Proteinen gefunden wurde.

In der vorliegenden Studie konnte in HT-29 zusatzlich gezeigt werden, dass PF-183

selektiver als Tofacitinib ist, da es erst bei hohen Konzentrationen die
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hylL-6-vermittelte Aktivierung von JAK1, JAK2 und Tyk2 hemmt (Abbildung 5-25). Die
Selektivitat in HT-29 Zellen gegeniber JAK3 ist jedoch mit der Selektivitdt von
Tofacitinib vergleichbar, da beide bei gleichen Konzentrationen die IL-4-vermittelte
Aktivierung von JAK1 und JAK3 inhibierten (Abbildung 5-26). Bei Kinase-Assays
gegen JAK3 konnten jedoch hohere ICso-Werte von PF-183 verglichen mit Tofacitinib
bestimmt werden. In der Arbeitsgruppe von Laufer konnten ICso-Werte flr Tofacitinib
gegen JAK3 von 1,6 nM, fur PF-183 von 21,1 nM und fir das korrespondierende
Amidin 12,2 nM bestimmt werden. PF-183 ist flr eine Behandlung von Vorteil, da es
bei geringen Konzentrationen JAKS inhibiert, aber nicht JAK1,2 und Tyk2 und somit

zu einer Verringerung der Nebenwirkungen fiihrt.

6.3.5 PF-183 fuhrt zu einer langeren Inhibition als PF-189
Die Bestimmung der Kinetik der neuen Amidoxim-Prodrugs diente der Untersuchung,

ob PF-189 und PF-183 kompetitive Inhibitoren gegenuber JAK-Proteinen sind. Eine
kompetitive Inhibition liegt vor, wenn der Inhibitor durch das Substrat des Enzyms

verdrangt werden kann und somit die Inhibition aufgehoben wird.

In der vorliegenden Studie konnte in ersten in vitro Versuchen gezeigt werden, dass
alle drei Substanzen kompetitive Inhibitoren sind (Abbildung 5-21, 5-22). Jedoch
besitzt PF-183 eine langere Inhibitionskapazitat gegentber allen vier JAK-Proteinen
verglichen mit Tofacitinib und PF-189. Diese Erkenntnisse geben erste Hinweise fir
neue Therapieansatze. Zurzeit wird Tofacitinib taglich oral in Konzentrationen von 5-10
mg /Tag verabreicht. Diese Konzentrationen gentigen bereits zum Auftreten schwerer
Nebenwirkungen. PF-183 konnte zur selektiven Inhibition von JAK3 in geringeren
Konzentrationen verabreicht werden, wodurch es trotz langerer Inhibition zur

verringerten Manifestation von Nebenwirkungen fuhren kénnte.



Diskussion 149

6.4 Induktion einer akuten dextran sodium sulfate-Kolitis
Nachdem die neuen Substanzen in vitro erfolgreich auf ihre inhibitorische Kapazitat

getestet wurden, sollten sie in einem DSS-Kolitis-Modell in der Maus untersucht
werden. Tofacitinib fihrte zur Remission der Krankheitssymptome in CU-Patienten,
weshalb die JAK-Inhibitoren PF-189 und PF-183 ebenfalls in diesem Krankheitsbild
untersucht werden sollten [174]. Des Weiteren wurde getestet, ob eine selektive
JAK3-Inhibition auch einen Vorteil bei CED hat.

Das bekannteste Tiermodell zur Untersuchung der experimentellen Kolitis ist die
Induktion einer akuten Entziindung im Kolon durch Gabe von DSS (dextran sodium
sulfate) [277]. Durch die Gabe des negativ geladenen Polysaccharides im Trinkwasser
kommt es zur Zerstdrung des intestinalen Epithels, wodurch die Permeabilitat erhoht
wird und Bakterien in die Lamina propria eindringen kdnnen. Der Krankheitsverlauf ist
durch zwei Phasen gekennzeichnet. Nach ca. 5 Tagen kommt es zur Entwicklung der
Entziindung, gezeichnet durch eine starke Gewichtsabnahme, rektalen Blutungen und
Durchfall. Nach ungefahr sieben Tagen tritt die zweite Phase auf, in der es zur
Regeneration durch Zunahme des Gewichtes und Verfestigung des Stuhles kommt.
Die Ursache fur die Entwicklung der Entziindung im Kolon, sowie der Mechanismus
der Zerstbrung des intestinalen Epithels, sind noch unklar. Laroui et al. postulierte eine
Bildung von Nanolipokomplexen mit mittelkettigen Triglyceriden im Kolon, wodurch die

Phospholipidmembran zerstort wird und die Permeabilitat steigt [230].

6.4.1 Die Behandlung mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 fihrte zum
Gewichtsverlust
Die Induktion der akuten DSS-Kolitis in der C57BL/6J Maus konnte erfolgreich

durchgefuhrt werden. Die Mause hatten an Gewicht verloren, das Kolon hatte sich
verkirzt und histologisch konnte ein Verlust der Kryptenstruktur beobachtet werden
(Abbildung 5-46). Dieses sind charakteristische Parameter, die wahrend einer akuten

induzierten DSS-Kolitis beobachtet werden kdnnen [247].

Durch die Behandlungen der Mause mit Tofacitinib, PF-189, PF-183 und PF-183*
konnte keine Verbesserung der Parameter festgestellt werden. Interessanterweise
fuhrte die Behandlung mit Tofacitinib einen Tag vor dem Ende des Experimentes zu
einer signifikanten Reduktion des Gewichtes (Abbildung 5-47 A), was fur eine

drastische Verschlechterung des Krankheitsverlaufes spricht. Wahrend die
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Behandlung mit PF-189 und PF-183 weder eine signifikante Verschlechterung noch
eine Verbesserung hervorrief (Abbildung 5-47 B, C). Es konnte eine tendenzielle
Uberlegenheit der Amidoxim-Prodrugs in hoheren Konzentrationen gegeniiber
Tofacitinib festgestellt werden. Ein méglicher Grund fur die schlechteren Ergebnisse
mit Tofacitinib ist die systemische Verteilung von Tofacitinib, so dass es nicht im Kolon
wirkt, sondern schnell in die Leber und Niere gelangt, metabolisiert und ausgeschieden
wird. Die systemische Verteilung von Tofacitinib konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden (Abbildung 5-37). Die Amidoxim-Prodrugs wurden nur im Kolon
nachgewiesen, so dass davon auszugehen ist, dass sie langer als Tofacitinib im Kolon
wirksam waren. Durch ihre lokale Applikation konnten sie sowohl in den IECs als auch
in den Immunzellen der Lamina propria wirken. Womaglich fuhrt diese Eigenschaft zu
einer geringeren Schwere des Krankheitsverlaufes. Das Versagen von Tofacitinib
wahrend einer akuten DSS-induzierten Kolitis konnte auch von De Vries et al. bestatigt
werden [258]. Die orale Gabe von Tofacitinib in einer Konzentration von 30 mg/kg KG
fuhrte zu keiner Verbesserung der Kryptenstruktur, des histologischen Indexes und
bewirkte keine Gewichtszunahme der C57BL/6J Mé&use. Ahnlich wie PF-189 und
PF-183 konnte der von De Vries et al. verwendete selektive JAK1-Inhibitor keine

Verbesserung der klinischen Parameter in einer akuten Kolitis hervorrufen.

6.4.2 PF-189 induzierte die Reduktion von S100a8, S100a9 und II-6
Der Kalzium-bindende Proteinkomplex S100A8/S100A9, auch Calprotectin genannt,

wird als Biomarker wahrend der CED gemessen [278]. Es kann Kalzium-lonen, aber
auch Zink- und Mangan-lonen binden, wodurch es in der Lage ist, antibakteriell zu
wirken. Die Sekretion dieses Proteinkomplexes wird durch IL-1, TNF-a oder NF-kB
induziert [246, 279]. Die Ausschittung von S100A8/S100A9 konnte auch mit der
gesteigerten Sekretion von IL-22 in Verbindung gebracht werden [280].

Steigt die Expression dieses Komplexes vor allem im Stuhl eines CED Patienten, so
ist das ein Zeichen fur eine Ansammlung von Neutrophilen Granulozyten, aktivierten
Monozyten und Makrophagen im Darm und somit fir einen Entziindungsprozess [281-
283]. Die Reduktion dieses Proteinkomplexes signalisiert wiederrum eine Remission

der Entztindung und eine beginnende Wundheilung [284].
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In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass nur PF-189 zu einer
Verminderung der mRNA-Level sowohl von S100a8 als auch von S100a9 fihrte
(Abbildung 5-51). Ein Grund kénnte die mangelnde Selektivitat von PF-189 sein. Da
die Ausschittung des Proteinkomplexes durch TNF-a oder IL-22 JAK-abhangig
induziert wird, hemmt PF-189 die Sekretion, weil es alle JAK-Proteine inhibiert und
womoglich andere Kinasen hemmen koénnte [285-287]. Bei den Mausen, die mit
PF-189 behandelt wurden, hatte vermutlich die Wundheilung aufgrund der Abnahme
des Proteinkomplexes begonnen. Die Behandlung mit Tofacitinib und PF-183 zeigte
dagegen keinen Einfluss auf die mRNA-Level dieses Proteinkomplexes. Tofacitinib ist
wegen der systemischen Verteilung im Kolon nicht wirksam und PF-183 ist vermutlich

zu selektiv.

Weiterhin zeigte lediglich PF-189 wéhrend der akuten DSS-induzierten Kolitis eine
verminderte Expression der mRNA von II-6. PF-189 als unselektiver Inhibitor hemmte
es vermutlich auch den IL-17-vermittelten JAK/STAT-Singalweg, der die Ausschittung
von IL-6 induziert. Bei der Behandlung mit Tofacitinib konnten erhdhte Il-6-Level
detektiert werden. IL-6 wird zum Beispiel durch IL-17 induziert und vermehrt in
Makrophagen, Fibroblasten, dendritische Zellen und CD4+T-Zellen der Lamina propria
gebildet [56, 288]. IL-17 induziert die Aktivierung von JAK1, 2, 3 und Tyk2 [289]. PF-
189 hat vermutlich die Ausschiuttung von IL-6 durch die Inhibition des
IL-17-vermittelten JAK/STAT-Signalweges in Immunzellen inhibiert und zeigt somit
eine Uberlegenheit gegenuiber Tofacitinib und PF-183.

6.4.2.1 Einfluss geringer PF-183 Konzentrationen auf den Verlauf der akuten
DSS-induzierten Kolitis
Die Behandlung mit Tofacitinib wies einen positiven Einfluss auf die Entziindung in

CU-Patienten auf. Tofacitinib inhibiert vor allem JAK1 und JAK3, weshalb die selektive

Inhibition von JAK3 durch eine geringe Konzentration von PF-183 getestet wurde.

Die Behandlung mit geringen Konzentrationen an PF-183 fuhrte zu extremen
Gewichtsabnahmen. Vier Tiere mussten friihzeitig aus den Versuchen genommen
werden, da sie 20 % des Ursprungsgewichtes verloren hatten. Eines dieser Tiere
musste sogar zwei Tage vor dem Ende aus dem Experiment genommen werden.
Griunde fur das vorzeitige Abbrechen konnten mithilfe des CXCL-1-ELISAs ermittelt

werden. Die akute DSS-induzierte Kolitis beschrankt sich zu Beginn hauptsachlich auf
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das Kolon und kann sich spater systemisch ausbreiten. CXCL-1 dient als klassischer
Marker fur eine Entziindung. Im Plasma der mit 0,1 mg/kg KG PF-183 behandelten
Mause wurden erhohte CXCL-1-Werte nachgewiesen (Abbildung 5-49). Das bedeutet,
die Entzindung hatte sich systemisch verteilt, weshalb die Tiere friher aus dem
Experimenten genommen werden mussten. Auch die Verkirzung des Kolons dieser
Gruppe verglichen mit den anderen Gruppen war signifikant hoher (Abbildung 5-52).
Eine Hypothese fur diesen schlechteren Krankheitsverlauf ware, dass die Gabe einer
geringeren Konzentration von PF-183 eine selektivere Inhibition von JAK3 hervorrief,
was zu einer spezifischen Inhibition der Signaltransduktion von IL-2, IL-4, IL-7, IL-9,
IL-15 und IL-21 zur Folge haben kénnte (Abbildung 6-2). Durch Kumra et al. konnte
gezeigt werden, dass die IL-2-vermittelte JAK3/STAT5-Aktivierung relevant fir die
Zellmigration und damit auch fir die Wundheilung der IECs ist [128]. Dabei wurde ein
sogenannter Scratch-Assay mit HT-29 CI-19A Zellen durchgefuihrt und es konnte
nachgewiesen werden, dass die IL-2-vermittelte Wundheilung tGber JAK3 aktiviert
wurde. AuRerdem wurden in einer weiteren Studie STAT5%EC Mause generiert, die
eine Deletion des STAT5-Gens in den IECs aufwiesen. Diese Tiere waren anfalliger
fur eine DSS-induzierte Kolitis, verbunden mit einer verspateten Induktion der
Wundheilung [290]. Auch die IL-4-vermittelte JAK3-Aktivierung in IECs ist von grol3er
Bedeutung fur die Proliferation [240]. Mc Gee et al. zeigten in IEC-6, einer intestinalen
Epithelzelllinie von Ratten, dass die Stimulation mit IL-4 Uber die Aktivierung von
STAT6 durch JAK1 und JAKS3 zu einer gesteigerten Zellproliferation fuhrte. Zusatzlich
konnte Mishra et al. in einer Jak3-defizienten Maus demonstrieren, dass der Verlust
von Jak3 einerseits zu einer Reduktion der Expression bestimmter
Differenzierungsmarker in IECs fuhrte und andererseits die vollstandige Architektur
des intestinalen Epithels, einschlielich der Muzinschicht, beeintrachtigt [127]. So
zeigten Jak3’- Mause eine erhohte Infiltration der Immunzellen, einen starkeren Verlust
der Kryptenstruktur des intestinalen Epithels sowie einen signifikant schlechteren

Krankheitsverlauf bei einer DSS-induzierten Kolitis als die Wildtyp-Mause.

Die selektive JAK3-Inhibition ist somit wahrend einer akuten DSS-induzierten Kaolitis
fur die Regeneration des intestinalen Epithels von Nachteil. Obwohl man vermuten
wirde, dass eine JAK3-Inhibition in Immunzellen einen positiven Effekt auf den Verlauf
der Kolitis hat, da auch die IL-2- oder IL-4-vermittelte Aktivierung des JAK3-Proteins
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zur Proliferation der Immunzellen der Lamina propria fuhrt. Zusatzlich wies die orale
Gabe von Tofacitinib gute Ergebnisse in der CU-Studie auf, was daflrspricht, dass
eine JAK3-Inhibition wichtig fur die Verminderung der Entziindung ist [174]. In diesem
Modell der DSS-Kaolitis ist jedoch die STAT5- oder STAT6-vermittelte Regeneration
des Epithels fur die Verbesserung der Symptome und den Krankheitsverlauf

entscheidend, als die erhohte Aktivitat der Immunzellen.

Ein weiterer Aspekt der gezielten JAK3-Inhibition durch geringe Konzentrationen an
PF-183 ist, dass andere JAK-Proteine nicht gehemmt werden. Dadurch konnen
Zytokine, wie IL-6 oder IL-22 weiterhin den JAK/STAT-Signalweg aktivieren und zur
Progression der Entzindung fihren. Das kénnte die Entwicklung der systemischen
Entziindung nur bei der niedrig dosierten Gabe von PF-183 in der vorliegenden Arbeit
erklaren.

IL-2, IL4, IL-7, -
IL-9, IL-15, IL-21 ' -
- OO O
é’\q/ - @ —> L6
Selektive Inhibition > \
durch PF-183 g\'v\\ v \ Makrophagen
/ ® -
JAKA O
@ —» |L-22
O Th2-Zelle
. STAT6E

Wundheilung gehemmt
keine Differenzierung der Zellen

Abildung 6-2: Mdgliche Erklarung der Folgen selektiver Inhibition von JAK3 durch geringe Konzentrationen
an PF-183

Die Grafik stellt einen hypothetischen Mechanismus zur Klarung der Frage dar, weshalb die mit PF-183*
behandelten M&ause einen schlechteren Krankheitsverlauf aufwiesen und eine systemische Entziindung
entwickelten. Durch Zerstérung der intestinalen Schutzbarriere kommt es zu einem verstérkten Einstrom von
Bakterien, wodurch es zur Aktivierung von Immunzellen in der Lamina propria kommt. T-Zellen sezernieren
daraufhin IL-2, welches an den IL-2R bindet. Durch die selektive Inhibition durch PF-183* ist nur JAK3 inhibiert,
was zu einer verminderten Differenzierung und Proliferation der IECs fihrt. Wahrenddessen schitten weitere
Immunzellen Zytokine aus. Die JAKs an deren Rezeptoren sind nicht gehemmt. Es kommt zu einer gesteigerten
Immunantwort. JAK: Januskinase, STAT: signal transducer and activator of transcription, Th: T-Helfer,
IL: Interleukin,
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6.5 Einfluss von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 auf die

Wundheilung
Im physiologischen Zustand befinden sich die IECs in einem Gleichgewicht zwischen

Zellmigration, -proliferation und —differenzierung. Kommt es zu einer Verletzung, so
verandern die benachbarten Zellen ihre Form und migrieren in den geschadigten
Bereich. Dort kommt es einerseits durch vermehrte Proliferation der Enterozyten zur
Wiederherstellung des Zellverbandes, andererseits jedoch auch durch die verstéarkte
Differenzierung zur Rekonstitution des Barriereschutzes [291]. STAT3 ist ein
bedeutender Transkriptionsfaktor fir die Wundheilung, da er an der Proliferation und
Migration gewebespezifischer Zellen beteiligt ist [265]. In den IECs ist vor allem die
IL-22-vermittelte Aktivierung von STAT3 an der Wundheilung beteiligt. Die
IL-6-vermittelte Phosphorylierung von STAT3 spielt dabei eine untergeordnete Rolle
[245]. Ein weiterer fur die Wundheilung relevanter Transkriptionsfaktor ist, wie in Kap.
6.3.4.4 beschrieben, STAT6.

CED fuhrt zu einer massiven Schadigung des intestinalen Gewebes, weshalb eine
Therapie, bei der die Wundheilung nicht negativ beeinflusst wird, notwendig ist.
Deshalb sollten Tofacitinib und die neuen Amidoxim-Prodrugs in in vitro Studien auf
ihre inhibitorische Kapazitat bezuglich der Wundheilung getestet werden. Spater kann
basierend auf diesen Erkenntnissen eine mdgliche Aussage uber die in vivo

Wundheilung gemacht werden.

6.5.1 PF-189 und PF-183 inhibierten die Wundheilung in vivo aber nicht in vitro
Es wurde ein Scratch-Assay verwendet, welches ein Modell fur die in vitro

Zellmigration darstellt [292]. Fir die IL-22-vermittelte Wundheilung wurden zwei
Versuchsanordnungen gewahlt, dabei wurden die HT-29 Zellen entweder 24 h oder
72 h stimuliert und gleichzeitig inhibiert. Weder Tofacitinib noch die beiden neuen
Substanzen beeintrachtigten bei der 24-stindigen Inkubation die Wundheilung
(Abbildung 5-27 A). Obwohl die Phosphorylierung von STAT3 durch Tofacitinib
inhibiert wurde, konnte keine verminderte Zellmigration beobachtet werden. Nach
dauerhafter Stimulation von 72 h und gleichzeitiger Inhibition wurde eine verminderte
Zellmigration nach der Behandlung mit Tofacitinib und PF-189 nachgewiesen
(Abbildung 5-28). Dabei konnte nach langerer Stimulation mit IL-22 eine signifikant

hohere Zellmigration als nach 24-stindiger Stimulation beobachtet werden. Vermutlich
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ist bei kurzer IL-22-vermittelten Phosphorylierung von STAT3 die Zellmigration nicht
abhangig von STAT3, wahrend STAT3 erst nach langerer Aktivierung eine wichtige
Rolle in der Zellmigration spielt. PF-183 flhrte bei beiden Anséatzen zu keiner Inhibition

der Zellmigration, jedoch inhibierte es nicht die Phosphorylierung von STAT3.

Weiterhin wurde ein JAK3/STAT6-aktivierendes Zytokin betrachtet, um die STAT6
abhangige Wundheilung zu bestimmen. Die IL-4-vermittelte STAT6-Phosphorylierung
fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der Zellmigration, die jedoch durch Tofacitinib
inhibiert wurde (Abbildung 5-27 B). PF-189 und PF-183 hemmten die
Phosphorylierung von STAT6 nicht, jedoch auch nicht die Zellmigration.

Somit wurde fur das in vivo Experiment erwartet, dass PF-183 keinen negativen
Einfluss auf die Induktion der Wundheilung ausuiben wird, wéahrend Tofacitinib diese

verstarkt hemmt.

Die Markierung der Zellen mittels BrdU und Ki67 dient der Bestimmung proliferierender
Zellen. Die Anzahl BrdU-positiver Zellen zeigte keinen Unterschied zwischen den
einzelnen Behandlungsgruppen (Abbildung 5-54 A). Die Anzahl Ki67-positiver Zellen
war nach der Behandlung mit PF-189 und PF-183 signifikant erhdht (Abbildung 5-54
B). Betrachtet man jedoch den histologischen Index (Abbildung 5-53), der die
Wundheilung miteinbezieht, war kein Unterschied zwischen den einzelnen
Verbindungen festzustellen. Die Markierung mit Ki67 farbt alle proliferierenden Zellen,
auch Stammzellen. Tofacitinib, PF-189 und PF-183 induzierten in Organoiden die
MRNA-Expression von Stammzellmarkern Ascl2, Lgr5 und OIlfm4. Stammzellen
differenzieren dann zu Becherzellen oder Paneth-Zellen. Diese Zellen haben keinen
grol3en Einfluss auf die Wundheilung. Deshalb konnte keine verbesserte Regeneration

des intestinalen Epithels in der akuten DSS-induzierten Kolitis nachgewiesen werden.

Die Spiegel an phosphoryliertem STAT3 waren in Tieren, die eine DSS-induzierte
Kolitis hatten, erhdht, jedoch konnte nur in einigen Mausen die Inhibition durch
Tofacitinib, PF-189 und PF-183 nachgewiesen werden (Abbildung 5-49).
Moglicherweise wurde einerseits durch die inhomogene Aufnahme des Trinkwassers,
wodurch unterschiedliche Mengen an DSS in das Kolon gelangten, die Entziindung
nicht gleichméafig induziert. Andererseits wurden die Kolonproben nach 24-stindiger

Applikation gesammelt. Dadurch waren bei einigen Mausen die Substanzen schon



156 Diskussion

abgebaut worden. Die Theorie wird durch die in vitro Kinetik der Substanzen
untermauert. Auch Suzuki et al. bestéatigten durch ihre Beobachtungen die hohen
Phosphorylierungslevel von STAT3 wahrend einer akuten induzierten DSS-Kolitis
[243].

Durch Expressionsanalysen der erhohten mRNA-Level von Reg3b und Reg3g konnte
die erhohte Transkription von STAT3 nach Behandlung mit PF-183 nachgewiesen
werden. Reg3b und Reg3g sind Gene, deren Transkription durch die Phosphorylierung
von STAT3 aktiviert wird [293]. Sie sind antimikrobiell wirksam und werden vermehrt
nach Aktivierung von STAT3 ausgeschittet. Die Behandlung mit PF-183 zeigte
tendenziell erhéhte Werte an mRNA-Level von Reg3b und Reg3g, jedoch schwankte
die Standardabweichung, so dass keine Signifikanz bestimmt werden konnte. Der
Grund hierfur ist, dass vier der behandelten Tiere geringe und die anderen vier
erhohten Expressionslevel aufwiesen. Ein sogenannter ,Cage-Effekt® kann
ausgeschlossen werden, da die Tiere nicht in einem Kafig gehalten wurden. Somit
inhibiert PF-183 nicht die Freisetzung der antimikrobiell wirksamen Peptide, die zur

Abwehr der invasiven Bakterien in der Lamina propria notwendig sind.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Amidoxim-Prodrugs zwar im in
vitro Modell zu keiner Inhibition der Zellmigration fuhrten, jedoch in vivo keine
Regeneration des intestinalen Epithels induzierten. Auch Tofacitinib versagte in
diesem Modell komplett, obwohl es in CU-Patienten zu einer Remission der

Krankheitssymptome fuhrte [174].

Eine Erklarung fir die Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo kbénnte die Komplexitat
der Inhibition von STAT3 in den intestinalen Epithelzellen sein. In vitro wurde der Effekt
von PF-189 und PF-183 auf die Zellmigration hochstens 72 h bestimmt, wahrend in
vivo die Inhibition Uber neun Tage stattfand. Nach 72 h konnte man schon eine
Inhibition durch PF-189 sehen. Bei langerer Inkubation mit PF-183 héatte man
wahrscheinlich auch einen Effekt auf die Wundheilung gesehen. Eine Inhibition von
STAT3 in intestinalen Epithelzellen fihrte zu einer verminderten Proliferation und
Regenerierung des intestinalen Epithels. Diese Ergebnisse konnten durch die
Untersuchungen an Stat32EC Mausen, in denen die Deletion in den IECs generiert

wurde, untermauert werden [245]. In diesen Mausen wurde eine akute DSS-induzierte
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Kolitis durchgefiihrt und sie zeigten einen verschlechterten Krankheitsverlauf,
gezeichnet durch eine rapide Gewichtsabnahme, eine zerstdrte Kryptenstruktur mit

einer erhéhten Anzahl apoptotischer Zellen.

AulRerdem wurde in vitro nur der Einfluss der Inhibition auf ein STAT-Protein
untersucht. In vivo spielt die Inhibition mehrerer STAT-Proteine, wie STAT5 oder
STATG6 eine Rolle. Die Relevanz von STATS5 und STATG6 fur die Differenzierung von
IECs wurde bereits in Kap. 6.3.4.4 umfassend diskutiert. Somit kdnnte die gezielte
Inhibition Uber langere Zeit von STAT3, STATS5 und STATG6 ein Faktor fur die fehlende

Induktion der Wundheilung sein.

6.5.2 Tofacitinib fuhrte zu einer erhéhten Anzahl apoptotischer Zellen

Bevor die Apoptose in vivo untersucht werden sollte, wurde sie in vitro durch IFN-y
induziert und die inhibitorische Kapazitat von Tofacitinib und den Amidoxim-Prodrugs
getestet. Es konnte in vitro nachgewiesen werden, dass die IFN-y-vermittelte
STAT1-Phosphorylierung zur Apoptose fuhrt (Abbildung 5-31). Weiterhin konnte in
vitro demonstriert werden, dass nur Tofacitinib die IFN-y-vermittelte
STAT1-Phosphorylierung inhibierte und somit den Zelltod verhinderte. Dieser Zelltod
war auch Caspase-abhangig, welches durch die Bildung des Spaltproduktes von
PARP verdeutlicht wurde.

In vivo konnte jedoch in den mit Tofacitinib behandelten Tieren eine erhéhte Anzahl
an apoptotischen Zellen gemessen werden, wahrend die Behandlung mit PF-189 und
PF-183 zu keiner Induktion der Apoptose flhrte. Hier ist eine deutliche Diskrepanz
zwischen den in vitro und in vivo Daten festzustellen. Eine gezielte Wirkung im Kolon
sorgte somit zu einer verminderten Phosphorylierung von STAT1 und zu einer

verminderten Apoptose.

Die Induktion der Apoptose durch STAT1 wurde auch in Statl’- Mausen bestatigt
[134]. In einem 3-Methylcholanthren-Modell zur Induktion von Tumoren konnte
nachgewiesen werden, dass die Induktion IFN-y-vermittelt war, da in INFy”- Mause ein
schnelleres Wachsen von Tumoren zu beobachten war. Zusatzlich zeigten die STAT1-
I~Mause im selben Modell die gleiche Anfalligkeit und Entwicklung von Tumoren. Somit

ist die IFN-y-vermittelte STAT1-Phosphorylierung fur die Induktion der Apoptose
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notwendig. Des Weiteren wiesen Horino et al. eine erhdhte Anzahl apoptotischer

Zellen wahrend einer akuten DSS-induzierten Kolitis nach [273].

6.5.3 Bestatigung des Prodrug-Prinzips

Die Bestimmung der oralen Bioverfiigbarkeit von Tofacitinib nach rektaler Applikation
ergab keinen messbaren Vorteil zur intraperitonealen bzw. oralen Gabe. Als oral
zugelassener JAK-Inhibitor verteilt sich Tofacitinib in allen Organen [195]. In der
vorliegenden Arbeit konnte trotz rektaler Gabe die Distribution ebenfalls in Leber und
Niere beobachtet werden (Abbildung 5-37). Die Ergebnisse der Verteilung und
Absorption von Tofacitinib demonstrieren einerseits, dass die rektale Gabe von
Tofacitinib langerfristig zum Auftreten Tofacitinib-spezifischer Nebenwirkungen fiihren
konnte und andererseits die erfolgreiche Applikation mittels viskoser Klistiers. Die
entwickelte HPLC-Methode zur Quantifizierung und Qualifizierung von Tofacitinib
zeigte eine gute Linearitdt. Die Wiederfindung gibt an, wie viel Wirkstoff nach
Aufabrbeitung wiedergefunden werden konnte. In diesem Fall war diese Uber 90 %
und demnach optimal zur Bestimmung von Tofacitinib in den Organen. Die Richitigkeit
gibt die Abweichung des Messwertes vom wahren Wert an. Diese lag ebenfalls tber
90 %.

Der Einsatz eines Amidoxim-Prodrugs, welches nach Aufnahme und Reduktion in das
Amidin protoniert vorliegt und somit nicht mehr die IECs verlassen kann, zeigte
erfolgsversprechende Ergebnisse. Nach 90-mindtiger Applikation der Substanzen
konnten diese weder in der Leber noch in der Niere nachgewiesen werden (Abbildung
5-42). Jedoch konnten sie im Kolon quantifiziert werden, wobei sich Tofacitinib nach
dieser Zeit bereits systemisch verteilt hatte. Wahrend nur noch das Amidin PF-192
bestimmt werden konnte, wurde sowohl PF-183 als auch das Amidin PF-185
detektiert. Eine mdgliche Erklarung ist hier, dass das Kolon nach Entnahme nicht
ausreichend gespdlt wurde und PF-183 ebenfalls quantifiziert wurde. PF-189 kann
aufgrund der langeren Aufarbeitung in ein nicht untersuchtes Zwischenprodukt
zerfallen sein, so dass es nicht mehr quantifiziert werden konnte. Mdglicherweise
wiesen die Prodrugs eine andere Kinetik als Tofacitinib auf, jedoch konnten sie auch
nach 24-stundiger Applikation nicht mehr quantifiziert werden. Die Bestimmung der
Kinetik in vitro zeigte, dass Tofacitinib und PF-192 nach einer Stunde und PF-183 nach

sechs Stunden nicht mehr wirksam waren und womoéglich abgebaut wurden
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(Abbildung 5-23, 5-24). Dies konnte eine Erklarung fir das Fehlen der Substanzen in

Leber, Niere und Kolon sein.

Die Mangelnde Stabilitat von PF-189 wurde durch Stabilitdtsuntersuchungen bestétigt
(Abbildung 5-9). Die Stabilitat von PF-183 konnte bei pH 7 und 9 mittels HPLC-Analytik
nicht bestimmt werden. Die Substanz fiel bei den pH-Werten aus und lag als
Suspension vor. Fur die Untersuchungen mittels HPLC-Analytik wurden die Proben
vor der Beflllung der Vials gemischt, um eine fein verteilte Suspension zu erhalten,
jedoch standen die Proben langer bis sie anschlieRend vermessen wurden.
Wahrenddessen sedimentierte der Feststoff und die Injektion in die HPLC erfolgte
dann inhomogen. Trotzdem zeigte die Messung der Kinetik und der inhibitorischen
Kapazitat in HT-29 Zellen, dass PF-183 uber 72 h stabil fur die Inhibition im jeweiligen

Zellmedium vorlag.

Schon am Amidoxim-Derivat des Pentamidins konnte Clement et al. zeigen, dass
dieses nach Injektion in Ratten zum Pentamidin reduziert wird [294]. Zusatzlich konnte

durch dieses Prinzip die Bioverfugbarkeit des Pentamidins erhdht werden.

Fur die Bestimmung von PF-189/PF-192 wurde dieselbe HPLC-Methode, wie zur
Bestimmung von Tofacitinib verwendet. Trotzdem ist die Wiederfindung von PF-189
als auch von PF-192 geringer. Der Grund fir diese Diskrepanz ist die Wellenlange, bei
der gemessen wurde. Das Amidoxim und Amidin weisen ein Absorptionsmaximum bei
210 nm bis 240 nm auf. In diesem Bereich konnte jedoch nicht gemessen werden, da
auch Proteine bei 190 nm bis 230 nm absorbierten und somit zu einer Uberdeckung
der Amidoxim- oder Amidin-Signale fiihren konnten. Zusatzlich ist es moglich, dass
PF-192 als Amidin bei physiologischen pH-Werten positiv geladen vorlag und an das

Protein band, so dass eine geringe Menge an Amidin ebenfalls préazipitierte.

Die geringe Wiederfindung von PF-185 und PF-183 lasst sich auch mit der
Verwendung einer WellenlAnge bei der nicht das Absoprtionsmaximum der
Substanzen liegt, erklaren. Ihr Maximum befand sich bei 210 nm bis 230 nm. Bei
250 nm ist keine Absorption zu sehen, weshalb die Starke des Signals gering war.
Zusatzlich liel3 sich das Amidin in keinem Losungsmittel I6sen und lag als Suspension
vor. Dies kbnnte dazu fihren, dass in der Losung das Molekil nicht homogen verteilt

vorlag und somit nicht gleichméfiig aufgenommen werden konnte.
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Abbildung 6-3: Amidoxim-Prodrugs (PF-189, PF-183) und die korrespondierenden Amidine (PF-192, PF-185)

6.5.4 Amidoxim-Prodrugs zeigen keinen Effekt auf eine akute DSS-Kolitis

Obwohl die Amidoxim-Prodrugs vielversprechende Resultate in in vitro Experimenten
aufwiesen und die Funktionalitat des Konzeptes nachgewiesen wurde, konnten sie in
dem hier verwendeten Modell der DSS-induzierten Kolitis keine Verbesserung des
Krankheitsbildes hervorrufen. Erstaunlicherweise zeigte jedoch auch Tofacitinib in
diesem Modell keinen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf, obwohl es
erfolgreich in einer CU-Studie angewendet wurde [174]. Da die Referenzsubstanz
schon nicht positiv wirkte, ist ein Mangel der Wirksamkeit der modifizierten
JAK-Inhibitoren keine Uberraschung. Durch die Akkumulation der Prodrugs im Kolon
konnten diese jedoch eine geringe Verbesserung des Krankheitsverlaufes

hervorrufen.

Die Bestimmung der Expression der einzelnen JAK- und STAT-Proteine in den
Abschnitten des murinen Darmes ergab, dass vor allem STAT3 eine grof3e Rolle im
Kolon spielt. Da STAT3 sowohl fiir die Proliferation der IECs als auch der Immunzellen
relevant ist, lieRe sich vermuten, dass die Inhibition zu einem Ruckgang der
Entziindung fiuhrt. Es wurde jedoch deutlich, dass die Regeneration des intestinalen

Epithels wichtiger fir den Krankheitsverlauf ist, als die Inhibition der Aktivierung des
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Immunsystems. Die Aktivierung des Immunsystems bzw. die Inhibition des
JAK/STAT-Signalweges in Immunzellen ist von untergeordneter Bedeutung, weshalb
die gezielte Gabe und Wirkung der Amidoxim-Prodrugs im Kolon leider keine
ausreichende Therapie dieses Modells darstellt. Eine optimale Therapie beinhaltet die
Inhibition des JAK/STAT-Signalweges in Immunzellen, jedoch nicht in intestinalen

Epithelzellen.
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6.5.5 Zusammenfassung der in vitro und in vivo Daten von Tofacitinib, PF-189

und PF-183
Tabelle 6-1: Tabellarische Darstellung der in vitro und in vivo Daten der vorliegenden Arbeit
Verbindung in vitro in vivo
Tofacitinib Toxikologisch: DSS-Kolitis:
i, = keine = signifikanter Einbruch
Beeintrachtigung der der Gewichte
S N Zellmigration =  erhdhte mRNA-Level
N \”/\ = keine Apoptose von II-6,
i N JAK/STAT-Signalweg S100a8/S100a9
(HT 29): => kein Einfluss auf
Inhibition der Immunzellen

N \
9

IL-6-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK2 und

Tyk2 und p-STAT1

und p-STAT3
= |nhibition der
IFN-y-vermittelten

Aktivierung von JAK

1 und JAK2 und
p-STAT1

= |nhibition der
IL-22-vermittelten

Aktivierung von JAK

1 und Tyk2 und

p-STAT1/p-STAT3

* Inhibition der
IL-4-vermittelten
Aktivierung von
JAK1/JAK3 und
p-STAT6

= Selektivitat gegen
JAK1/JAK3

JAK/STAT-Signalweg

(Jurkat THP-1):
Inhibition der
IL-6-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK2, Tyk2
und p-STAT3

= [nhibition der
IL-4-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK3 und
p-STAT6

keine Verbesserung
des histologischen
Indexes und der
Wundheilung
Induktion der
Apoptose
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Verbindung

in vitro

in vivo

Wundheilung:

= |nhibition der
STAT3-und
STATG6-vermittelten
Zellmigration

STAT1-induzierte

Apoptose:

= [nhibition der
IFN-y-vermittelten
Apoptose

Toxikologisch:

= Kkeine
Beeintrachtigung der
Zellmigration

= keine Apoptose

JAK/STAT-Signalweg

(HT 29):
Inhibition der
IL-6-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK2 und
Tyk2 und p-STAT1
und p-STAT3

* Inhibition der
IL-22-vermittelten
Aktivierung von JAK
1 und Tyk2 und
p-STAT1

JAK/STAT-Signalweg

(Jurkat THP-1):
Inhibition der
IL-6-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK2, Tyk2
und p-STAT3

* Inhibition der
IL-4-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK3 und
p-STAT6

Wundheilung:

= Inhibition der
STAT3-vermittelten
Zellmigration

DSS-Kolitis:

keine Verschlechterung
der DSS-Kolitis
Gewichtsabnahmen
entsprechen der
unbehandelten Gruppe
Inhibition des
JAK/STAT-Signalweges
in Immunzellen durch
verringerte mMRNA-Level
von 1I-6 und
S100a8/S100a9
Induktion proliferierender
Zellen

keine Induktion der
Apoptose
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Verbindung in vitro in vivo
STAT1-induzierte
Apoptose:
* Inhibition der
IFN-y-vermittelten
Apoptose
PF-183 Toxikologisch: DSS-Kolitis:
= Kkeine = keine
Beeintrachtigung der Verschlechterung der
Zellmigration DSS-Kaolitis

= keine Apoptose

JAK/STAT-Signalweg

(HT-29):

» Inhibition der
IL-6-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK2 und
Tyk2 und p-STAT1
und p-STAT3

» Inhibition der
IFN-y-vermittelten
Aktivierung von JAK
1 und JAK2 und
p-STAT1

JAK/STAT-Signalweg

(HT-29):

= Inhibition der
IL-22-vermittelten
Aktivierung von JAK
1 und Tyk2 und
p-STAT1/

» Inhibition der
IL-4-vermittelten
Aktivierung von
JAK1/JAK3 und
p-STAT6

» bessere Selektivitat
gegen JAK1/JAK3
als Tofacitinib

» Jangandauernde
Inhibition Gber 8 h

=  Gewichtsabnahmen
entsprechen der
unbehandelten
Gruppe

= Induktion
proliferierender
Zellen

= Induktion der
Sekretion
antimikrobiell
wirksamer Peptide

DSS-Kolitis:

= keine Induktion der
Apoptose
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Verbindung in vitro in vivo

JAK/STAT-Signalweg

(Jurkat, THP-1):

* Inhibition der
IL-6-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK2, Tyk2
und p-STAT3, und
der IL-4-vermittelten
Aktivierung von
JAK1, JAK3/
p-STAT6

6.6 Ausblick
Obwohl Tofacitinib in einer CU-Studie zur Remission der Symptome fuhrte, konnte die

Behandlung in diesem Modell der DSS-induzierten Kolitis  keine
erfolgsversprechenden Resultate erzielen [174]. Diese Ergebnisse schlie3en die
Wirkung der Amidoxim-Prodrugs in vivo nicht aus, da offenbar das falsche Modell

gewahlt wurde.

Eine mogliche Anwendung der Amidoxim-Prodrugs in der Behandlung von Darmkrebs
ist vorstellbar. Ein STAT3-abhéngiges Wachstum von Tumoren im Kolon wurde durch
Bollrath et al. demonstriert [295]. Mause mit einer Deletion des STAT3-Gens in den
intestinalen Epithelzellen wiesen in einem Kolitis-induzierten Krebsmodell eine
geringere Anzahl an Tumoren im Darm auf. In diesem Modell wird die Entwicklung von
Krebs im Kolon durch eine Entziindung des intestinalen Epithels induziert. Die Mause
erhalten hierfir DSS im Trinkwasser und Azoxymethan intraperitoneal, wodurch es zur
Entstehung von Tumoren kommt [296]. Dabei konnte bestimmt werden, dass die
Bildung der Tumore von der Aktivierung des STAT3-Proteins abhangig ist. Die
Amidoxim-Prodrugs reichern sich nach der Bildung des positiv geladenen Amidins in
den Zellen an und kdnnen dadurch die Phosphorylierung des STAT3 inhibieren. Dabei
ware es vorstellbar, die Wirkstoffe durch die rektale Applikation gezielt in das Kolon zu
beférdern, wodurch sie eine Therapiemdglichkeit in der Kolitis-induzierten

Krebsentwicklung darstellen.

Merciris et al. zeigten in ihrer Arbeit eine Verbesserung der klinischen Parameter durch

einen selektiven JAK1-Inhibitor in einer chronischen DSS-Kolitis [297]. Mdglicherweise
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stellt die akute DSS-induzierte Kolitis nicht das optimale Modell dar, da auch De Vries
et al. keine Verbesserung der klinischen Parameter bei der Behandlung mit einem
JAK1-Inhibitor erzielen konnte [258].

In einem anderen Modell wurden Mause generiert, deren Enterozyten vermehrt IL-15
sezernieren [259]. Dies stellt ein pathologisches Modell der Zéliakie dar. IL-15 ist ein
proinflammatorisches Zytokin, das uber die Aktivierung von JAK1 und JAK3 zur
Phosphorylierung von STAT5 und damit zum Uberleben von CD8+T-Zellen. Es spielt
somit eine Rolle bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, wie der Zoliakie
[298]. In diesem Modell fihrte die Behandlung mit Tofacitinib, und somit eine Inhibition
des JAK1/JAK3-STAT5-Signalweges, zu einer Verbesserung des Krankheitsbildes der
Zoliakie. Aufgrund der hohen Selektivitat von PF-183 gegeniber JAK3 konnte es fur
die Therapie der Zoliakie besonders geeignet sein.

Eine topische Anwendung der Amidoxim-Prodrugs konnte ebenfalls in der Psoriasis-
Behandlung vielversprechend sein. Psorias ist eine chronische Entziindung der Haut,
hervorgerufen durch die UbermaRige Infiltration von T-Zellen und vermehrte
Ausschuittung von proinflammatorischen Zytokinen [299]. Die Zytokine, die eine Rolle
in der Erkrankung spielen, aktivieren vor allem JAK1 und JAK3. Tofacitinib zeigte in
einer Studie mit Psoriasis Patienten bereits eine erfolgreiche Remission der Symptome
[300]. Ein anderer JAK3-Inhibitor wurde in Mausen getestet, die eine Defizienz des
Proteins CD18, auch Integrin-p-2 genannt, aufwiesen [301]. Menschen ohne dieses
Protein leiden am sogenannten Leukozytenadhasionsdefekt, wodurch es verstarkt zu
Infektionen kommt [302]. In dem Modell der CD18-defizienten M&use entwickeln diese
eine Entzindung der Haut. Nach oraler Gabe des JAK3-Inhibitors konnte eine
Verminderung der Entziindung beobachtet werden. Somit kdnnte PF-183 nach

topischer Applikation ebenfalls eine Verbesserung der Entziindung hervorrufen.

Die Inhibition des JAK/STAT-Signalweges flihrte zu einer Stimulation der Proliferation
von Stammzellen in Haarfollikeln. Tofacitinib zeigte zusammen mit Ruxolitinib
erfolgsversprechende Ergebnisse in einer Mausstudie [303]. Eine topische Gabe von
Tofacitinib kdnnte hdchstwahrscheinlich zu systemischen Nebenwirkungen fihren,
weshalb eine topische Applikation der Amidoxim-Prodrugs eine gezielte Wirkung am

Ort garantiert.



Zusammenfassung 167

7 Zusammenfassung
Zu den chronisch entziindlichen Darmerkankungen (CED) z&hlen unter anderem die

beiden haufigsten Formen, Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (UC). Die
Ursachen dieser entziindlichen Erkrankungen sind noch nicht vollstandig gekléart,
jedoch spielen neben Umwelteinfliissen auch genetische Faktoren eine wichtige Rolle.
Genomweite Assoziationsstudien konnten JAK2 und STAT3 als Risikoloci
identifizieren. Durch das Zusammenspiel dieser Faktoren kommt es zur Zerstérung der
intestinalen Epithelschicht, wodurch Bakterien eindringen kodnnen und das
Immunsystem aktivieren. Diese Aktivierung erfolgt unter anderem durch Zytokine, die

durch den JAK/STAT-Signalweg eine Entziindung hervorrufen konnen.

Die Beteiligung der JAK-Proteine wurde nicht nur in CED, sondern auch in weiteren
Entztindungserkrankungen, wie rheumatoider Arthritis oder Psoriasis festgestellt. Zur
Familie der JAK-Proteine zahlen JAK1, JAK2, JAK3 und Tyk2. Die Rolle der ubiquitar
vorhandenen Proteine JAK1, JAK2 und Tyk2 in CED wurde bereits charakterisiert.
Dagegen ist JAK3 hauptsachlich in hAmatopoetischen Zellen exprimiert und somit ein
mdogliches Ziel fur die Therapie entzindlicher Erkrankungen. Trotzdem wurde seine
Rolle in CED bisher nicht hinreichend geklart. Daher stellt die JAK-Inhibition fir CED
eine attraktive Therapiemdglichkeit dar.

Tofacitinib wurde 2012 als einer der ersten oral verfugbaren JAK-Inhibitioren zur
Therapie der rheumatoiden Arthritis in den USA zugelassen. Eine Zulassung in Europa
wurde aufgrund der schweren Nebenwirkungen nach Behandlung mit Tofacitinib

abgelehnt.

Es sollte die Frage geklart werden, ob es zu einer Cyanidabspaltung nach der
Metabolisierung von Tofacitinib in der Leber kommt und ob es einen Zusammenhang
zwischen der gebildeten Menge an Cyanid und den auftretenden Nebenwirkungen
gibt. Da die Strukturformel von Tofacitinib eine Nitril-Gruppe mit einem
ao-Wasserstoffatom aufweist, ist eine Abspaltung von Cyanid mdglich. Die
verantwortlichen Enzyme waren CYP3A4, CYP2D6 und CYP2C9. Abschlieend
wurde durch den Austausch des a-Wasserstoffs gegen einen Cyclopropylrest der
Mechanismus der Abspaltung vollstandig geklart. Die detektierte Menge an Cyanid

nach Inkubationen mit humanen oder porcinen Lebermikrosomen war nicht
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ausreichend hoch, um einen Zusammenhang zwischen den Nebenwirkungen und der
Abspaltung des Cyanids festzustellen. Die Nebenwirkungen von Tofacitinib entstehen
vermutlich durch eine Inhibition des JAK/STAT-Signalweges in allen Zellen. Durch eine
gezielte rektale Applikation und durch die Anwendung des Amidoxim-Prodrug-Prinzips
sollte die systemische Verteilung von Tofacitinib verhindert werden. Hierfur wurden die
Amidoxim-Prodrugs PF-189 und PF-183 synthetisiert. Mit diesem Prinzip sollte der
Wirkstoff aufgrund seiner hohen Lipophilie in die Zelle diffundieren, wo es durch das
MARC-Enzymsystem zu einem Amidin reduziert wird und aufgrund der positiven
Ladung nicht mehr aus der Zelle diffundieren kann. Dieses Prinzip konnte sowohl auf
die intestinalen Epithelzellen als auch auf Immunzellen innerhalb der Lamina propria
Ubertragen werden. Im Gegensatz zu PF-189 weist PF-183 nach der Umsetzung zu

einem Amidin eine hohere Selektivitat gegen JAK3 auf.

Diese neuen Amidoxim-Prodrugs wurden zuerst in vitro in einem intestinalen
Karzinomzellsystem charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal
der Einfluss der Inhibition des JAK/STAT-Signalweges in intestinalen Epithelzellen
durch Tofacitinib nachgewiesen. Die Amidoxim-Prodrugs zeigten im Vergleich zur
Referenzsubstanz Tofacitinib eine ausreichende inhibitorische Kapazitat der
JAK-Proteine und eine geringe Toxizitat bei den physiologisch relevanten
Konzentrationen. Auch zeigte PF-183 eine hdhere Selektivitat als PF-189 gegentber
JAK3 und eine langer andauernde Inhibition aller vier JAK-Proteine im Vergleich zu
Tofacitinib und PF-189.

In der vorliegenden Studie wurde die in vitro Inhibition des JAK/STAT-Signalweges
und der Einfluss von Tofacitinib und zwei Amidoxim-Prodrugs auf die STAT3- und
STAT6-vermittelte Wundheilung getestet. Nur PF-183 zeigte weder eine STAT3- noch
eine STAT6-Inhibition und sollte sich fir die Behandlung eignen. Allerdings zeigte die
Referenzsubstanz Tofacitinib gegenuber der IFN-y-induzierten Apoptose einen
hoheren protektiven Effekt.

Die Amidoxim-Prodrugs wurden in einem DSS-Kolitis-Modell in der Maus auf ihre
Wirkung getestet. Weder Tofacitinib noch, PF-189 und PF-183 zeigten im Vergleich
zur DPBS-Gabe einen protektiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Nur PF-189
konnte mRNA-Expression von IL-6, S100a8 und S100a9 inhibieren.
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Zusatzlich wurde die Funktion des Amidoxim-Prodrug-Prinzips in vivo bewiesen.
Tofacitinib verteilte sich nach rektaler Gabe in Nieren, Leber und Kolon, wahrend die
beiden Amidoxim-Prodrugs weder in Leber noch in Niere detektiert wurden. Im Kolon

konnte die enzymatische Katalyse der Amidoxime zum Amidin nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde die Funktionsweise des Amidoxim-Prodrug-Prinzips bei
PF-189 und PF-183 bewiesen. Allerdings zeigten weder Tofacitinib, noch die beiden
neuen Substanzen eine protektive Wirkung auf eine akute induzierte DSS-Kolitis in der
Maus nach rektaler Applikation.

Trotz der fehlenden protektiven Wirkung in dem getesteten System koénnten
Amidoxim-Prodrugs Therapiemoglichkeiten bei anderen Erkrankungen, wie

Darmkrebs, darstellen.
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8 Summary
Inflammatory bowel disease (IBD) includes the two common forms Crohn’s disease

(CD) and Ulcerative colitis (UC). The mechanisms of these inflammatory diseases are
not yet fully understood. Besides environmental factors, genetics play an important role
in the pathogenesis of IBD. Genom-wide association studies identified JAK2 and
STATS3 as genetic risk loci for IBD. Furthermore, the intestinal homeostasis depends
on the interaction between the function of the intestinal barrier, the intestinal microbiota
and a regulated immune response. The disruption of the intestinal barrier causes a
high invasion of the bacteria into the Lamina propria, which leads to an increased

inflammatory response due to the activation of JAK/STAT-signaling by cytokines.

The role of JAK proteins has been recognized in IBD and other inflammatory diseases
like rheumatoid arthritis or psoriasis. The JAK family consists of four members JAK1,
JAK2, JAK3 and Tyk2. JAK1, JAK2 and Tyk2 are ubiquitously expressed proteins,
whose function in IBD is already known. JAK3 is mainly expressed in hematopoetic
cells, which offers a target for the treatment of inflammtory diseases. Nevertheless, the

role of JAK3 proteins in IBD is not yet determined.

Tofacitinib was approved in 2012 in the US as the first orally available JAK-inhibitor for
the treatment of rheumatoid arthritis. The approval in the EU was refused because of

the severe side effects of Tofacitinib.

Due to the molecular structure of Tofacitinib, the dissociation of cyanide after
biotransformation in the liver is possible, which could lead to these side effects. First
of all, the mechanism of the formation should be identified and if the amount of cyanide
is sufficient for the appearance of the symptoms. The responsible enzymes were
CYP3A4, CYP2D6 and CYP2C9. Finally, the complete mechanism could be identified
by exchanging the a-hydrogen atom for a cyclopropyl group. After incubation of
Tofacitinib with human or porcine liver microsomes, the amount of cyanide was not
high enough to cause the severe side effects. Probably, the cause of the side effects
is the distribution of the drug and inhibition of the JAK/STAT-signaling in every cell.
Targeted rectal application and the use of the amidoxime prodrug concept prevent the
systemic distribution of drugs. Therefore, the amidoxime prodrugs PF-189 and PF-183
were synthesized. By using this concept, the lipophilic prodrug will diffuse into the cells
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and be reduced by the mitochondrial amidoxime reducing component to an amidine,
which is not able to pass the cell membrane due to the positive charge. This concept
is applicable in both IECs and immune cells of the lamina propria. Due to the amidine

group, the amidine of PF-183 has a higher selectivity against JAK3.

First of all, the new amidoxime prodrugs had to be characterized in vitro in a colon
carcinoma cell line, where compared with Tofacitinib a sufficient inhibitor capacity for
PF-189 and PF-183 and a slight toxicity could be detected. In addition, a higher
selectivity of PF-183 against JAK3 and a prolonged inhibition of all four JAK proteins
by PF-183 was demonstrated.

The present work investigated the role of the inhibition of the STAT3- and
STATG6- induced wound healing by Tofacitinib, PF-189 and PF-183 for the first time.
Only PF-183 had no influence on the migration of cells in vitro, therefore it might be
the most promising compound for the therapy of DSS-induced colitis. However, the
reference compound Tofacitinib was more efficient in inhibiting the apoptosis induced
by IFN-y.

In this investigation, amidoxime prodrugs were used for the treatment of an acute
DSS-induced colitis in mice. Unfortunately, neither Tofacitinib nor amidoxime prodrugs
showed a striking effect on the reconstitution of the intestinal epithelia cells when
compared with the untreated mice, but in PF-189 treated mice a decreased expression
of MRNA levels of 1I-6, S100a8 and S100a9 could be detected.

Additionally, the concept of the amidoxime prodrugs could be proved in vivo. After
rectal application, Tofacitinib could be determined in liver and kidney while the
amidoxime prodrugs only distributed in the colon and were reduced to amidines by the

mitochondrial amidoxime reducing component.

In summary, the concept of amidoxime prodrugs was successfully applied and showed
a reliable inhibition of the JAK/STAT-signaling pathway in vitro, though the new
compound could not prevent the development and progression of the DSS-induced

colitis in vivo.

Despite these results, the prodrugs may present a possibility for the treatment of other

diseases like colon cancer.
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Kurzfassung

Durch die Invasion von Bakterien in die Lamina propria des Darmes wird das
Immunsystem aktiviert. Diese Aktivierung erfolgt unter anderem durch Zytokine, die
durch den JAK/STAT-Signalweg eine Entziindung hervorrufen kénnen, weshalb die
JAK Inhibition flir chronisch entzindliche Darmerkrankungen eine attraktive
Therapiemoglichkeit darstellt. Dabei wurde die bedeutende Rolle der JAK-Proteine in
entzundlichen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis gezeigt. Zur Familie der
JAK-Proteine zahlen JAK1, JAK2, JAK3 und Tyk2. Die Bedeutung von JAK1, JAK2
und Tyk2 in CED wurde bereits beschrieben. Dagegen ist die Funktion von JAK3 in
CED bisher nicht hinreichend geklart. Tofacitinib wurde 2012 als einer der ersten oral
verfugbaren JAK-Inhibitoren zur Therapie der rheumatoiden Arthritis in den USA
zugelassen. Eine Zulassung in Europa wurde aufgrund der schweren Nebenwirkungen
nach Behandlung mit Tofacitinib abgelehnt. Die Nebenwirkungen von Tofacitinib
entstehen vermutlich durch die unselektive Inhibition der vier JAK-Proteine. Durch eine
gezielte rektale Applikation und durch die Anwendung modifizierter JAK Inhibitoren
sollte die systemische Verteilung von Tofacitinib verhindert werden. Hierfir wurden
zwei JAK-Inhibitoren zur Anwendung im Kolon synthetisiert. Die Verbindungen

unterscheiden sich zusatzlich aufgrund der Selektivitat gegentber den JAK-Proteinen.

Die Verbindungen und Tofacitinib als Referenzsubstanz wurden zuerst in vitro in einem

intestinalen Karzinomzellsystem charakterisiert.

Aufgrund der Giberzeugenden in vitro Daten wurden die Verbindungen in einem akuten
DSS-induzierten Kolitis Modell in der Maus auf ihre Wirkung getestet. Dabei fihrte
weder die Behandlung mit Tofacitinib noch mit den neuen Verbindungen zur

Verbesserung der Wundheilung und der klinischen Parameter.

Trotz der fehlenden protektiven Wirkung in dem getesteten System kdnnten die neuen
Substanzen Therapiemoglichkeiten bei anderen Erkrankungen, wie Darmkrebs,

darstellen.



