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Strukturformelverzeichnis 

 

Tofacitinib 

 
3-((3R,4R)-4-methyl-3-(methyl(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)amino)piperidin-1-
yl)-3-oxopropanenitril 
PF-183 

 
3-(1-cyclohexyl-1,6-dihydrodipyrrolo[2,3-b:2',3'-d]pyridin-3-yl)-N'-
hydroxybenzimidamid 
PF-185 

 
3-(1-cyclohexyl-1,6-dihydrodipyrrolo[2,3-b:2',3'-d]pyridin-3-yl)benzimidamid 
PF-189 

 
(Z)-N'-hydroxy-3-((3R,4R)4-methyl-3-(methyl(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-
yl)amino) piperidin-1-yl)-3-oxopropanimidamid 

  



VI Strukturformelverzeichnis 
 

 

PF-192 

 
3-((3R,4R)-4-methyl-3-(methyl(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)amino)piperidin-1-
yl)-3-oxopropanimidamid 
PF-068 

 
(±) cis-3-[4-Methyl-3-(3-methyldipyrrolo[2,3-b:2',3'-d]pyridin-1(6H)- 
yl)piperidin-1-yl]-3-oxopropanenitril 
PF-069 

 
(±) cis-1-{[4-Methyl-3(3-methyldipyrrolo[2,3-b:2',3'-d]pyridin-1(6H)-yl)piperidin-1- 
yl]carbonyl}cyclopropanecarbonitril 
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2 Einleitung 
 

 

Entzündung betroffen sind. Die Entzündung 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 Entzündung bei CU auf das Kolon begrenzt und betrifft nur die Mukosa 

und Submukosa [9]. Anders als bei MC ist CU durch eine kontinuierliche Entzündung 

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 näher 

beschrieben. 

1.1.1 Risikofaktoren chronisch entzündlicher Darmerkrankungen 
1.1.1.1 Umweltfaktoren 

Eines der meist untersuchten Umweltfaktoren stellt das Rauchen dar. Während das 

Rauchen die Entstehung und Verschlechterung von MC begünstigt, zeigt es bei 

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

Die hohen Inzidenzraten für CU und MC in Industrieländern im Vergleich zu nicht 

entwickelten Ländern lassen vermuten, dass die westliche Ernährungsweise und der 

höhere Hygienestandard weitere Risikofaktoren für CED darstellen [15, 16]. Eine 

gesteigerte Aufnahme von Fetten, wie beispielsweise mehrfach ungesättigten 

Fettsäuren und Omega-6-Fettsäuren führten zu einem erhöhten Risiko von CU. 

Dagegen wird das Risiko für MC durch den Genuss von Ballaststoffen und Früchten 

gesenkt [15]. Auch wurde gezeigt, dass die Einnahme von Gemüse das Risiko für CU 

senkt [17]. Außerdem wird angenommen, dass eine zu geringe Aufnahme von 

Antigenen in der frühen Lebensphase aufgrund übermäßiger Hygiene eine 

mangelhafte Entwicklung oder eine Überreaktion des angeborenen Immunsystems 

begünstigt [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 erhöhten Risiko 

für CED assoziiert sind [19]. 1996 wurde der erste Risikolocus inflammatory bowel 

disease 1 (IBD1) für MC auf Chromosom 16 gefunden [20]. Später wurde dieser Locus 

als nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 (NOD2) identifiziert 

[21]. NOD2 ist als intrazellulärer Rezeptor für die Erkennung und Bindung von 

Muramyldipeptid aus der Bakterienmembran und somit für die Auslösung 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 Speiseröhre, Magen, Dünndarm und Dickdarm und hat die 

Verdauung und Absorption von zugeführter Nahrung als Hauptaufgabe [25]. Nachdem 

die Nahrungsbestandeile im Magen enzymatisch gespalten und homogenisiert 

wurden, wandert der Speisebrei in den Dünndarm.  

Der Dünndarm wird in drei Abschnitte gegliedert: das Duodenum (Zwölffingerdarm), 

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

Im Dünndarm erfolgt durch die Motilität die Durchmischung aber auch die Absorption 

der Nahrung. Die Darmschleimhaut (Mukosa) ist speziell für eine effiziente 

Nährstoffaufnahme aufgebaut. Durch die Bildung von Schleimhautfalten, den 

sogenannten Kerckringschen Falten erfolgt eine Oberflächenvergrößerung. Auf diesen 

Falten befinden sich Zotten, die aus einschichtigen intestinalen Epithelzellen 

(IEC: intestinal epithelial cells) bestehen, und die zweite Stufe der 

Oberflächenvergrößerung 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 ständigen 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 Nährstoffen auf ihrer luminalen 

Seite Mirkovillis, die ebenfalls der Oberflächenvergrößerung 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 Lymphgefäße 

lokalisiert. Charakteristisch für das Duodenum sind die Brunner-Drüsen zur Produktion 

eines muzin- und bikarbonatreichen Sekrets. Das Ileum unterscheidet sich durch eine 

höhere Anzahl von Becherzellen und eine geringere Dichte an Zotten. Zusätzlich 

befindet sich in den Falten lymphatisches Gewebe, die sogenannten Peyerschen 

Plaques, die einen Teil des darm-assoziierten lymphatischen 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 Dünndarm aufgebaut, allerdings weist 

die Schleimhaut des Dickdarms keine Zotten auf. Außerdem sind die Krypten tiefer 

und dichter als im Dickdarm [26].  

Auf der Oberfläche der Muzinschicht des Dickdarmes ist eine Vielfalt von 300-500 

verschiedenen Arten von Bakterien angesiedelt [29]. Es befinden sich zehn mal mehr 

Bakterienzellen (1014) auf der Oberfläche des Darmes als eukaryotische Zellen (1013) 

im gesamten Organismus [30]. Den Hauptanteil an der Zusammensetzung der 

Bakterienflora machen obligat anaerobe Bakterien aus. Dazu zählen 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 Fettsäuren gebildet werden. Als 

Hauptprodukt der Fermentation dienen sie anschließend 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 Mäusen zeigten eine höhere Anfälligkeit für 

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, abhängig 

[36]. 

1.1.2.2 Barrierefunktion und intestinales Immunsystem 

Der erste Schutzmechanismus des GIT ist die Magensäure mit einem pH von 2 [37]. 

Diese saure Flüssigkeit führt zur Denaturierung pathogener Proteine und zur 

Zerstörung 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 anschließend 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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Außerdem wird der JAK/STAT-Signalweg durch die Zytokine IL-6, -22 und viele andere 

aktiviert [55].  

 
Abbildung 1-1: Aktivierung des intestinalen Immunsystems nach Störung 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 anschließend zu T-Helfer 1, 2 oder 17 Zelle und schütten 
Zytokine zur Aktivierung weiterer Zellen aus. Th1 und Th17-Zellen sind vorwiegend in Patienten mit MC vorhanden, 
während Th2-Zellen hauptsächlich 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 entzündlicher Darmerkrankungen 

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine Heilung für CED. Die Therapie von CED 

richtet sich nach der Schwere und dem Ausmaß der Entzündung. Dabei sind die 

Leitlinien für die Behandlung von MC und CU ähnlich [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 Schüben sind die Aminosalicylate. Dazu gehören 5-Aminosalicylsäure 

(Mesalazin), Olsalazin und Sulfasalazin. Die wirksame Komponente ist das Mesalazin, 

die beiden anderen Verbindungen sind Prodrugs des Mesalazins. Der Einsatz 

verschiedener galenischer Formulierungen ist abhängig von der Lokalisation der 
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Tabelle 1-1: Darstellung der jetzigen Therapien von CED 

Arzneistoffgruppe Substanz Strukturformel 

5-Aminosalicylate 5-Aminosalicylsäure 

(Mesalazin) 

 

 Olsalazin  

 Sulfasalazin  

  

 

Glucocorticoide Budesonid 

 

 Prednisolon  

Immunsuppressiva Azathioprin 

 

 6-Mercaptopurin 

 

Immunsupressiva Methotrexat 
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1.2.1 Janus Kinasen 

Die Janus Kinasen (JAK) gehören zu den intrazellulären 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 Tyrosinkinaseaktivität und sind demnach auf die 

katalytische Aktivität der JAKs angewiesen. 

Während JAK1 und 2 ubiquitär verteilt sind, werden JAK3-Proteine nur von 

hämatopoetischen Zellen, wie natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und T-Lymphozyten 

synthetisiert [83-85]. JAKs sind aus über 1000 Aminosäuren bestehende Proteine. Die 

Struktur der Proteine wurde aufgrund von Homologien in der Aminosäuresequenz in 

sieben JAK-Homologe Regionen (JH1-7) eingeteilt (Abbildung 1-2). Am N-Terminus 

befinden sich fünf konservierte Bereiche (JH 7-3). Diese Bereiche sind für die 

kovalente Bindung der JAKs an die Rezeptoren notwendig [86, 87]. Am C-Terminus 

der Polypeptidkette ist die Kinase-Domäne JH1 lokalisiert, die eine enzymatische 

Aktivität aufweist [82]. N-Terminal davon befindet sich die pseudo-Kinase Domäne 

(JH2). Studien an der D. melanogaster, aber auch Studien an Fibroblasten-Zelllinien, 

in denen die JH2-Domäne deletiert wurden, zeigten, dass diese Domäne eine 

regulatorische Funktion auf die Aktivität der einzelnen JAK-Proteine ausübt [88, 89]. 

Fehlt diese Domäne kommt es zu einer erhöhten Kinase-Aktivität und verstärkten 

Phosphorylierung der STAT-Proteine [89]. 

 

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Aufbaus der JAK-Domänen (angelehnt an [90]) 
JAK-Proteine besitzen 7 JAK-homologe Regionen (JH1-JH7) und vier funktionelle Domänen 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 intrazellulären Teil des Rezeptors homo- oder heteromer verteilt und 

aktivieren sich selbst aufgrund der entstehenden räumlichen Nähe und/oder der 

Konformationsänderung des Rezeptors. Dabei wird die Phosphatgruppe des 
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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-abhängige Funktionen 
JAK1 knock-out (KO) Mäuse zeigen eine perinatale Lethalität. Phänotypisch zeigen 

Jak1-/- Mäuse keine Veränderungen. Es konnten weder in Herz, Niere, Leber und 

Gehirn, noch in der Anzahl der Blut- und Immunzellen Unterschiede zum Wildtyp 

festgestellt werden. Jedoch führt die Deletion zu einer gestörten Bildung der 

Thymozyten, den Vorläuferzellen der T-Lymphozyten. Die Tiere weisen einen 

verkleinerten Thymus und eine reduzierte Anzahl von Thymozyten auf. Als Ursache 

hierfür gilt die Beteiligung von JAK1 an Signalwegen, die zur Reifung von 

T-Lymphozyten zählen [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 führen diese hauptsächlich 

zur Rekrutierung von STAT5-Proteinen, wobei manche Mitglieder der Familie, wie IL-4 

oder IL-13 auch STAT1, 3 und 6 aktivieren können [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 anschließenden Differenzierung naiver T-Zellen zu Th17 

und T-zytotoxischer Zellen, wobei die Differenzierung T-regulativer Zellen gehemmt 

wird [107]. Zusätzlich wird die Bildung von Antikörpern durch B-Zellen erhöht 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 Mäusen isolierte Makrophagen, dass eine Deletion des Proteins 

zwar zu einer geringeren Signalübertragung führt, jedoch keine komplette 

Einschränkung nachweisbar war [101]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die 

beiden anderen JAKs das Fehlen von JAK1 kompensieren. Jedoch ist die 
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Ruxolitinib (Jakafi®), 2011 von der FDA zugelassen, wird bei myeloproliferativen 

Neoplasien, wie der primären 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 verfügbarer JAK-Inhibitor zugelassen. Es ist als Filmtablette erhältlich 

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 erhältlich. 

Seit 2017 ist es auch in Europa zugänglich. 

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 täglich 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 Effektivität bei Psoriasis zeigen [176]. Studien an 

Patienten mit Psoriasis und zusätzlich einer Psoriasis-Arthritis wurden durchgeführt, 

jedoch ist das Ergebnis noch nicht veröffentlicht [177]. Studien an Patienten mit 

Alopecia universalis (Haarausfall), atopischen Ekzemen wurden ebenfalls 

durchgeführt [178-180]. Die orale Behandlung des Haarausfalles mittels Tofacitinib 

führte zu einem Wachstum des Haares sowohl im Kopf- als auch Gesichtsbereich 

[181]. Eine Milderung des atopischen Exzems traf bei allen Studienteilnehmern ein.  

 

Abbildung 1-5: Sturkturformel des Tofacitinibcitrates 
Zur Erhöhung der Löslichkeit 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 JAKs. 

In Untersuchungen mit über 300 Kinasen, zeigte Tofacitinib eine hohe Selektivität 

gegen JAKs [182]. Es inhibiert JAK3 mit einer Aktivität 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-Grundgerüst essentiell für die 

Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen mit der Hinge-Region der Kinase ist 

[184]. Eine Veränderung des Grundgerüstes führt zum Verlust der Bindung. Das N-19 

des Grundgerüstes bildet Wasserstoffbrückenbindungen mit einem Wassermolekül 

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 für die Selektivität 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. Tyr1007 von JAK2 

bzw. Tyr980 von JAK3, führen zu einer Steigerung der Kinaseaktivität [186, 187]. 

Während die Phosphorylierung von Tyr1008 (JAK2) bzw. von Tyr981 (JAK3) zu einer 

Abnahme der Aktivität führt. 

Abbildung 1-6: Bindung von Tofacitinib in der Kinasedomäne (pdb3LXK, [184]) 
Tofacitinib bindet in der ATP-Tasche der JAKs und verdrängt kompetitiv das ATP.   
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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 beeinträchtigt. 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-II-Biotransformation unterliegt Tofacitinib der Konjugation an die 

Glucuronsäure [197]. So wird ca. 30 % nach der glomerulären Filtration renal 

ausgeschieden. Die restlichen 70 % werden in der Leber verstoffwechselt und 

anschließend über 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 Fäzes (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 eingeführt [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 ausüben, 

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 höheren 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 Erhöhung der chemischen Stabilität, Verbesserung der Löslichkeit, 

Maskierung von schlechtem Geschmack und/oder Geruch, Verbesserung der oralen 

Bioverfügbarkeit oder Erniedrigung der Toxizität [201]. Sie können 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]. 

Für die vorliegende Arbeit ist insbesondere die intestinale Bioverfügbarkeit 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 überwiegt [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 b5 

und NADH-Cytochrom b5-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 Basizität (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 für die 

Interaktion mit dem Zielprotein [208]. Es imitiert die Struktur des Arginins, wodurch es 

nach Ausbildung ionischer Wechselwirkungen eine hohe Affinität zum Zielprotein 

aufweist. Daher gibt es trotz geringer Bioverfügbarkeit Arzneistoffe, die eine 

Amidin-Funktion aufweisen und erhältlich sind, wie zum Beispiel Pentamidin und 

Dabigatran [209, 210]. 

In vivo wurde die Erhöhung der Bioverfügbarkeit unter anderem auch am 

Amidoxim-Prodrug Ximelagatran gezeigt [211]. Aufgrund der doppelten 

Prodrug-Strategie konnte Ximelagatran 2004 als erstes orales Antikoagulanz 

eingeführt werden und die Bioverfügbarkeit im Menschen von 3-7 % auf 20 % erhöht 

werden. Es weist neben dem Amidoxim-Konzept zusätzlich noch eine veresterte 

Säuregruppe auf. Leider wurde Ximelagatran 2006 aufgrund seiner hohen 

Lebertoxizität vom Markt genommen. Es konnte aber kein Zusammenhang zwischen 

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

Das Amidoxim-Prodrug Konzept könnte eine Möglichkeit darstellen, den Wirkstoff 

gezielt in das Kolon zu applizieren. Eine Kombination aus rektaler Gabe und die 

Applikation eines Amidoxim-Prodrugs könnte die Bioverfügbarkeit eines Arzneistoffes 

erhöhen und gewährleisten, dass der Arzneistoff gezielt im Kolon wirkt. Bei einer CED 

kommt es aufgrund der Entzündung zur Störung des intestinalen Zellverbandes, 

wodurch das Amidoxim auch in Immunzellen der Lamina propria gelangen könnte. 

Durch das Konzept wird aber eine systemische Verteilung verhindert, da das Amidin 

in den Immunzellen verbleibt. Dieses Konzept könnte 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 Zerstörung 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 

hierfür sind die Salazine, welche in der Therapie der CED angewendet werden 

(s. Kap. 1.1.3). Die Prodrugs sind Azoverbindungen bestehend aus 

5-Aminosalicylsäure und einem aminhaltigen Molekül, 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 führte zur Entwicklung des 

Sulfonamides. Diese Strategie kann auf andere Moleküle übertragen werden. Eine 

Substitution mit Glykosiden, Cyclodextrinen, Glukuronaten oder Dextranen ermöglicht 

ebenfalls eine Kolon-spezifische Freigabe des Wirkstoffes, da hauptsächlich die 

Bakterien im Kolon diese glykosidischen Bindungen spalten können [215]. Nicht nur 

chemische Veränderungen des Moleküls, sondern auch Veränderungen der 

Arzneiform durch säurestabile Ummantelung oder Überzüge mit Polysacchariden 

können 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-Aminosalicylsäure gespalten. 
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Zusätzlich sollte der Metabolismus von Tofacitinib auf die Bildung von Cyanid 

untersucht werden, um ausreichende Klarheit über die Toxizität von Tofacitinib zu 

schaffen.  



32 Material und Geräte 
 

 

3 Material und Geräte 
3.1 Enzyme 
Tabelle 3-1: Liste der verwendeten Enzyme 

Isoenzym spezifische Aktivität 
(pmol x min-1 x pmol p450-1) 

Hersteller 
 

CYP1A2 30 BD Bioscience (Bedford, 
MA, USA) 

CYP2A6 11,1 BD Bioscience (Bedford, 
MA, USA) 

CYP2B6 4,9 BD Bioscience (Bedford, 
MA, USA) 

CYP2C8 5,4 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 
Adenokarzinom-
zellen 

DSMZ 

Caco-2  human kolorektale 
Adenokarzinom-
zellen 

DSMZ 

SW480 ACC-313 human kolorektale 
Adenokarzinom-
zellen 

DSMZ 

Ba/F3-
gp130/hIL-6R 

 murin Prä-B-Zellen freundliche Gabe von 
Prof. Dr. Rose-John 

THP-1 ACC-16 human Monozyten DSMZ 

Jurkat ACC-282 human T-Zellen DSMZ 
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Chemikalien Hersteller 

Tofacitinibcitrat Acorn Pharmatech (Redwood City, CA, USA) 

Trifluoressigsäure AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland) 

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

Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

 

3.7 Geräte 
Tabelle 3-8: Liste der verwendeten Geräte 

Geräte Hersteller 

Bandelin Sonorex Super RK 106 
Ultraschallbad 

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

Brutschrank  
Cary 50 Scan UV-Visible Microplate Reader Varian GmbH (München, Deutschland) 
Cary 50 Scan/ 50 MPR 
Cary Win UV-Software 2.0 

Varian GmbH (München, Deutschland) 

Cellometer Auto T4 Plus Heraeus (Hanua, Deutschland) 
Eppendorf Multipette plus Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Referenz Pipetten 
10 µl, 100 µl, 200 µl , 1000 µl , 2500 µl 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Gefriertrockner Alpha 2-4 Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen 
GmbH (Osterode am Harz, Deutschland) 

GFL 1033 Schüttelwasserbad GFL Gesellschaft für 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  
Kleinschüttler IKA-VF2 IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen, 

Deutschland) 
Laminar Air Flow Werkbank Thermo Scientific (Bremen, Deutschland) 
pH-Messgerät inoLab® pH level 1 Wissenschaftlich-Technische Werkstätten 

GmbH (Weilheim, Deutschland) 
Tecan Infinite F200 pro plate reader Tecan Group AG (Männedorf, Schweiz) 
Tissue lyser II Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Vibrationsmischer IKA Vibrax-VXR IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen, 

Deutschland) 
Waage Sartorius CP225D Sartorius AG (Göttingen, Deutschland) 
Waage Sartorius L2200P Sartorius AG (Göttingen, Deutschland) 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 

Zentrifugen-Tubes, konisch Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 
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 eisgekühltem 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 Stücke zerkleinert und solange gewaschen, 

bis das Waschwasser klar wurde. Die Organstücke wurden im handelsüblichen 

Fleischwolf zerkleinert und der entstandene Brei wurde in den 

Durchflusshomogenisator gegeben. Das Homogenat wurde durch ein Sieb von groben 

Stücken 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 bestimmt. 

Hierfür wurde das BCA Protein Assay Kit des Herstellers Pierce (Rockford, USA) 

gemäß Herstellerangaben verwendet. Die Bestimmung basiert auf der Reduktion von 

Cu2+ zu Cu+ durch Proteine im alkalischen Medium. Anschließend reagiert das Kupfer-

Ion mit Bicinchoninsäure (BCA) zu einem violettem Komplex, das bei 562 nm 

photometrisch vermessen werden kann. Die Quantifizierung erfolgte mit einer 

Kalibriergeraden, zu deren Erstellung man eine Rinderserumalbuminlösung 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-HCl-Puffer pH 7,4 verdünnt und anschließend 

wurde eine Spatelspitze Natriumdithionit hinzugegeben und in der Küvette gerührt. 

Nun wurde das erste Spektrum bei 400-500 nm aufgenommen. Nach 20-sekündiger 
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einem Halogen. Anschließend reagiert dieses mit Pyridin und einem primären Amin zu 

einem Farbstoff der mittels UV-Spektroskopie vermessen werden kann [222]. Diese 

Methode wurde durch Asmus et. al. modifiziert, um die Sensitivität des Verfahrens zu 

erhöhen. Sie benutzen statt eines primären Amins eine Mischung aus Pyridin und 

Barbitursäure [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 Barbitursäure mit 

1,3-Dimethylbarbitursäure. 

Der Überstand von 100 µl wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und mit 5 µl einer 

1 %-igen Chloramin T-Lösung versetzt, gevortext und exakt 5 Minuten bei RT stehen 

gelassen. Nach Ablauf der Zeit wurden 15 µl des Mischreagenzes (s.u.) 

hinzugegeben, gevortext und exakt 8 min bei RT stehen gelassen. Anschließend 

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

Mischreagenz 

6 % 1,3-Dimethylbarbitursäure 

30 % Pyridin 

6 % konz. Salzsäure 

 Aqua bidest 

4.1.6 Kalibrierung und Wiederfindung 

Eine Kalibrierung wurde vor jeder in vitro Biotransformation durchgeführt. Dafür wurde 

Kaliumcyanid in 100 mM Tris-HCl Puffer pH 7,4 gelöst und verdünnt. Zu den jeweiligen 

Verdünnungen wurden wie in Kapitel 4.1.5 beschrieben die Lösungen hinzugegeben 

und vermessen.  

Die Wiederfindung wurde mit den Verdünnungen im gleichen Konzentrationsbereich 

durchgeführt. Es wurde genauso verfahren, wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben. Die 

Reaktion wurde jedoch sofort nach Zugabe von NADPH mit eiskaltem Methanol 

gestoppt.  
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frischem Nährmedium resuspendiert und im gewünschten Splitverhältnis auf die neuen 

Zellkulturflaschen verteilt oder für Experimente mit definierter Zellzahl ausplattiert. Die 

Zellzahl wurde in einer Einmalzählkammer bestimmt. Alle Schritte an offenen 

Zellkulturen wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer Laminar Air Flow 

Werkbank (Thermo Sientific, Bremen, Deutschland) durchgeführt. 

Für jegliche Untesuchungen in Zellen wurde Tofacitinib in DPBS und PF-189/PF183 

in DMSO gelöst. Die Prodrug-Lösungen wurden dann soweit verdünnt, dass nicht 

mehr als 5 % DMSO zur Behandlung verwendet wurde. 

 

Tabelle 4-1: Überblick über die eingesetzten Zellzahlen für verschiedene Experimente 

Experiment Zellkulturplatte Zellzahl/well Volumen des 

Mediums (ml) 

Stimulation 12-well Platte  3 x 105 1 

Proteinlysate 12-well Platte 3 x 105 1 

RNA-Isolierung 12-well Platte 3 x 105 1 

FACS-Messung 6-well Platte 4 x 105 2 

MTS-Assay 96-well Platte 2 x 104 0,1 

Scratch-Assay 12-well Platte 3 x 105 1 

 

4.3.2 Zellviabilitätsmessung mittels MTS-Assay 

Zu Untersuchungen der Beeinflussung der Zellviabilität durch die einzelnen 

Substanzen wurde ein MTS-Assay durchgeführt. Durch eine Inhibierung der 

Proliferation können sich die Zellen nicht mehr oder nur im geringen Maße vermehren. 

Für 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 über 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 für 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 µl MTS und 1 µl PMS pro well 

hinzugefügt 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 PharmingenTM FITC 

Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Bioscience, Heidelberg). Die Vermessung 

erfolgte durch ein Durchflusszytometer (FACSCaliburTM, BD Biosciences, Heidelberg). 

Die Daten wurden mithilfe des Programmes CellQuestTM Pro (Version 5.2, 

BD Biosciences, Heidelberg) ausgewertet. 

Für jede Messung wurden 10.000 Zellen analysiert. Zunächst wurden die Zellen mit 

einem Zellschaber auf Gummi von der 6-well Platte gelöst und mit Zellkulturmedium in 

2 ml Reaktionsgefäßen gesammelt. Nun wurden die Zellen 5 min bei 1000 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet mit 200 µl 

Waschpuffer resuspendiert und in 96-well Platten verteilt. Die Platte wurde wieder bei 

1000 rpm 5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Daraufhin wurden die 

Zellen in 50 µl der Färbelösung resuspendiert und nach 10 min vermessen. 

Färbelösung 

10x Annexin Binding Buffer (1:10 in H2O) 

1:20 FITC Annexin V 

1:20 Propidiumiodid 

 

4.3.4 in vitro Wundheilung 

Für 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 

zugefügt wurden, wurden die Zellen 2 h mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 behandelt. 

Anschließend wurde das Medium entfernt, einmal mit DPBS gewaschen und Risse 
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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 µl RLT-Puffer, supplementiert mit 10 µl/ml 2-Mercaptoethanol, lysiert und über 

eine QiaShredder®-Säule und anschließender Zentrifugation bei 13.000 rpm für 2 min 

aufgeschlossen. Kolonstücke wurden zuerst in 350 µl RLT-Puffer (10 µl/ml 2-

Mercaptoethanol) aufgenommen und die Zellen mittels des Tissuelyser II (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) aufgeschlossen, so dass die RNA frei wird. Anschließend wurde 

die Suspension in eine QiaShredder®-Säule gegeben und zentrifugiert. Der Durchfluß 

wurde mit einem gleichen Anteil an 70 %-igem Ethanol versetzt und auf eine RNeasy 

Spin-Säule überführt. Durch das Zentrifugieren bei 10.000 rpm für 30 sec wurde die 

RNA nun an die Säule gebunden. Nach einem weiteren Waschschritt mit RW1-Puffer 

wurde die RNA mit 80 µl DNase-Lösung 30 min bei RT inkubiert. Nun wurde die Säule 

erneut mit RW1-Puffer gewaschen und anschließend 2x mit 500 µl RPE-Puffer 30 sec 

bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt zur Trocknung 

wurde RNase-freies Wasser auf die Säule gegeben und 5min bei RT inkubiert. Das 

Wasser löst die RNA von der Säule und durch die Zentrifugation konnte die Gesamt-

RNA eluiert werden. Die isolierte RNA wurde bei -80 °C aufbewahrt und jeder weitere 

Schritt auf Eis durchgeführt. 

Die Konzentration der gewonnen RNA wurde mit dem NanoDrop® ND-1000 

Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) ermittelt.  
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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 durchgeführt [226]. Dabei wurden die Proteine nach Größe 

aufgetrennt und anschließend mittels Westernblot untersucht. Nach Bestimmung der 

Proteinkonzentrationen wurden die Proben auf 15 µg/10 µl mit DPBS und Ladepuffer 

verdünnt und bei 95 °C für 5 min vollständig denaturiert. Je nach Größe des gesuchten 

Proteins, wird der Anteil an Acrylamid variiert. Für die hier genannten Untersuchungen 

wurden 7,5 %ige, 10 %ige und 15%-ige Acrylamid-Gele verwendet. Nachdem die 

Protein-Lösungen geladen wurden, fand eine Fokussierung bei 300 V und 15 mA im 

Sammelgel statt. Anschließend 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 Trägermembran übertragen.   

Trenngel:   

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

  

Sammelgel (3% Acrylamid): 

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

 

4.5.3.2 Western Blot 

Für eine Immunodetektion der nach Größe getrennten Proteine wurden die Proteine 

vom Polyacrylamid-Gel im Halbtrockenenverfahren auf eine Polyvinylidenfluorid-

Membran (PVDF) übertragen. Der Transfer erfolgte in einem Trans-Blot® SD Semi-

Dry Transfer Cell System (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) bei 

25 V für eine Stunde. Dabei wurden mehrere Filterpapiere in Kathodenpuffer, 
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sofort nach der rektalen Gabe getötet. Diese Gruppe diente als Kontrolle des 

Spülschrittes. Es sollte damit überprüft werden, ob trotz Waschvorgangs keine Reste 

von Tofacitinibcitrat im Kolon verbleiben um bei der quantitativen Bestimmung keine 

falschen Ergebnisse zu erhalten. Nach Tötung 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 Überführen des Blutes in 

Microvetten, die mit Natrium-EDTA beschichtet sind. Anschließend wurden die 

Microvetten 5 min bei 2000 g zentrifugiert und der Überstand 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 

Natriumchloridlösung verwendet.  

Es wurden Leber, Niere, und Dickdarm bei Raumtemperatur aufgetaut. Je nach Organ 

wurden 300-400 mg Gewebeproben mit 400 µl Aqua bidest. in einem POTTER-

ELVEHJEM Homogenisator mit Glaspistill homogenisiert. Anschließend wurde das 

Glaspistill mit 400 µl Aqua bidest. gespült. Nach Zugabe von 1000 µl eiskaltem 

Acetonitril, zur Präzipitation der Proteine, wurden die Ansätze 10 min im Ultraschallbad 

behandelt und anschließend 30 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 

1,5 Tage gefriergetrocknet. Nach vollständigem Einengen der Probe wurde diese in 

100 µl eines Gemisches aus Acetonitril mit 0,01 % Trifluoressigsäure in Aqua bid. 

(13/87) gelöst. 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, Dünndarm und Dickdarm aus 

der Maus verwendet. Etwa 50 mg Gewebeproben wurden jeweils mit 6 verschiedenen 

Tofacitinibkonzentrationen im Bereich von 0,5-100 µM versetzt. Jede Konzentration 

wurde doppelt aufgearbeitet und zweimal vermessen. Die erhaltene Menge an 

Tofacitinib wurde in ng/g angegeben.  
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gelöst. Die Lösung wurde unter der Laminar air flow Sicherheitswerkbank steril filtriert 

und in Spritzen gefüllt. 

4.7.2 in vivo Testungen des Prodrug-Prinzips 
4.7.2.1 Tierstudiendesign 

Der Versuch wurde mit 15 11 Wochen alten Mäusen des Stammes C57BL/6J 

durchgeführt. Die Mäuse 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 Überprüfung des Prodrug-Prinzips 

Gruppe Tiere Art der 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 Mäuse nach 90 min getötet. Nach Tötung 

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 µM 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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eingebetteten, zerteilten Stücke wurden 5 min mit Hämalaun gefärbt und anschließend 

mit Leitungswasser gespült. Danach wurden die Stücke 2 min mit Eosin G eingefärbt, 

gespült, durch Veränderung 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-Kolitis 

mit HE gefärbten Kolonstücken [230]. Die Kolonstücke werden blind auf das 

Eindringen von Immunzellen, die Zerstörung 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 

Entzündung 

Kryptenstruktur Ulzeration 

0 geringe Anzahl an 

Immunzellen in der 

Lamina propria 

intakt keine 

1 erhöhte Anzahl an 

Granulozyten in der 

Lamina propria 

1/3 der Kryptenstruktur 

zerstört 

1-2 Ulzerationen  

2 Erweitertes 

Eindringen von 

immunzellen in die 

Submukosa 

2/3 der Kryptenstruktur 

zerstört 

3-4 Ulzerationen 

3 Transmurale 

Ausbreitung der 

Immunzellen 

komplett zerstört zusammenwachsende 

Ulzerationen 

4  Veränderung der 

epithelialen Oberfläche 

mit Erosionen 

 

5  komplette Erosion  
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4.9.4 Diaminobenzidin (DAB)-Färbung 

Diaminobenzidin (DAB) dient als Substrat der Meerrettichperoxidase zur Verstärkung 

einer antikörpermarkierten Zielstruktur.  Diese erscheint dann braun. Hierfür wurden 

die Stücke rehydratisiert und das Antigen wurde durch 20-minütiges Kochen im 

Citratpuffer (pH 6,0) freigelegt. Das Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen 

und die Inaktivierung natürlicher Peroxidasen erfolgte durch die Zugabe von 5 % (v/v) 

Ziegen-Serum in DPBS und der Behandlung mit einer 3 %-igen Lösung von 

Wasserstoffperoxid. Die Stücke wurden dann mit einem primären Antikörper inkubiert, 

dabei richtete sich die Zeit je nach Antikörper. Die DAB-Färbung 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 Färbung wurde mit dem ApopTag® Plus 

Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) 

nach Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Hierfür wird ausgenutzt, dass bei 

einer Apoptose DNA-Stränge fragmentiert werden und die an den Enden 

freiwerdenden Hydroxylgruppen mit dem Enzym terminal deoxynucleotidyl transferase 

markiert und mittels der DAB-Färbung sichtbar gemacht werden. 
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gewählt, worin die Enzyme lokalisiert sind. Um die Aktivitäten 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 während 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 µM erstellt 

(Abbildung 5-2). Dabei war sie linear (R2=0,9908) und die Richtigkeit in diesem Bereich 

betrug 93 ± 10,4 %. Die Richtigkeit an der Bestimmungsgrenze von 2 µM betrug 96 %. 

Mithilfe der Kalibriergerade wurde eine Wiederfindung in Inkubationsansätzen 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 Linearität von 

R2=0,9729. Die Wiederfindung der humanen Lebermikrosomen wies eine Linearität 

von R2=0,9925 auf und lag bei 53 ± 11,0 %. 

 

Abbildung 5-2: Kalibrierung und Wiederfindung von Kaliumcyanid 
Die Kalibrierung und Wiederfindung erfolgte mit Kaliumcyanid als Standardsubstanz in einem Bereich von 2-20 µM. 
Als Proteinquelle dienten porcine (SLM) und humane (hLM) Lebermikrosomen. Die angegebenen Konzentrationen 
sind Mittelwerte ± Standardabweichungen zweier Inkubationsansätze 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 zunächst die Frage geklärt werden, ob Cyanid nach der Inkubation 

mit Tofacitinibcitrat freigesetzt wird. Hierfür wurde die Inkubation mit einem Ansatz, wie 
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wurde nach Inkubation mit den humanen Lebermikrosomen beobachtet. Ein Grund 

hierfür könnte der Ursprung der humanen Leberprobe sein. Diese stammt aus einer 

Biopsie eines Patienten mit eingeschränkter Leberfunktion und Enzymaktivität. 

 

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-HCl pH 7.4. A: Der 
spezifische Gehalt von CYP450 betrug bei Inkubationsansätzen mit porcinen Lebermikrosomen 2076,78 pmol/ml 
B: Der spezifische Gehalt von CYP450 betrug bei Inkubationsansätzen mit humanen Lebermikrosomen 
1516,2 pmol/ml. C: Die Inkubation mit 20 µM Kaliumcyanid als Standardsubstanz wurde bei 37 °C für 15, 30, 45, 
60, 75 und 90 min durchgeführt. Nach Abstoppen der Reaktion mit 150 µl eiskaltem Methanol wurden 100 µl des 
Überstandes entnommen und zur Bestimmung von Cyanid verwendet. Die angegebenen Werte sind 
Mittelwerte ± Standardabweichungen zweier unabhängig voneinander durchgeführten Inkubationsansätze 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 zunächst ein linearer Bereich der Umsetzung ermittelt. Der Einfluss der 
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Abbildung 5-4: Einfluss der Substratkonzentration von Tofacitinib auf die Umsetzungsrate zu Cyanid 
Die Linearität wurde aus den vorherigen Inkubationen mit Tofacitinib abhängig von der Zeit ermittelt (A: porcin, B: 
human). Zur Bestimmung der Substratabhängigkeit enthielt ein Inkubationsansatz 0, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 oder 
1500 µM Tofacitinibcitrat, 1 mM NADPH in 10 mM Tris-HCl pH 7.4 (C). Der spezifische Gehalt von CYP450 betrug 
bei Inkubationsansätzen mit porcinen Lebermikrosomen 2076,78 pmol/ml und bei Ansätzen mit humanen 
Lebermikrosomen 1516,2 pmol/ml. Nach 7 min wurde die Reaktion mit 150 µl eiskaltem Methanol abgestoppt und 
100 µl des Überstandes wurden zur Bestimmung von Cyanid verwendet. Die angegebenen Werte sind 
Mittelwerte ± Standardabweichungen zweier unabhängig voneinander durchgeführten Inkubationsansätze mit n= 3 
pro Konzentration. 
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Abbildung 5-10: Messung der Zellviabilität 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 µM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 für 24, 48 oder 72 h 
behandelt und die Zellviabilität mittels MTS-Assay bestimmt. Die Grafiken repräsentieren 
Mittelwerte ± Standardabweichungen 3 unabhängig voneinander durchgeführten Experimente mit jeweils n=5. 

Des Weiteren wurde die Induktion der Apoptose in HT-29 Zellen durch die einzelnen 

Substanzen bestimmt. Hierfür wurden HT-29 Zellen mit 1, 10 und 100 µM der 

jeweiligen Verbindungen für 24, 48 und 72 h behandelt (Abbildung 5-11). Als 

Positivkontrolle diente die Behandlung mit 100 µM Etoposid. Es wird als Zytostatikum 

in der Arzneimitteltherapie verwendet und hemmt die Topoisomerase II, wodurch es 

Apoptose in den Zellen induziert [231]. Als Negativkontrolle wurden die Zellen nur im 

Medium für die jeweiligen Zeitpunkte inkubiert. Die Bestimmung der Apoptose wurde 

anschließend, wie in Kap. 4.3.3 beschrieben, durchgeführt.  

Nach 24 h konnte bei den Konzentrationen 1 und 10 µM aller drei Substanzen kein 

Unterschied zur Negativkontrolle beobachtet werden (Abbildung 5-11 A). Hingegen 

wies die Behandlung mit 100 µM PF-183 einen signifikant erhöhten Anteil an toten 

Zellen (28 ± 5,3 %) auf, wobei es sich hauptsächlich um nekrotische Zellen handelte. 

Bei einer andauernden Stimulation über 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 führte nach 48 h Inkubation zu einem 

starken Anstieg apoptotischer Zellen (57 ± 7,8 %), dabei befanden sich die Zellen in 

der späten Apoptose (Abbildung 5-11 B). In diesem Stadium konnten sie AnnexinV 

binden und ihre Membran war ebenfalls durchlässig für 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 höher, jedoch war die Zahl nicht mit der Zeit gestiegen (29 

± 11,6 %) (Abbildung 5-11 C). 

 

Abbildung 5-11: Messung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie 
HT-29 Zellen wurden mit 1, 10 100 µM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 für 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 
unabhängig voneinander durchgeführten Experimente mit jeweils n=3. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein 
ungepaarter t-Test durchgeführt *= 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 µM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 für 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 repräsentativ für 3 unabhängig 
voneinander durchgeführten Untersuchungen. unbeh.: unbehandelt, SSC: sideward scatter, FSC: forward scatter, 
PI: 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 übertragen 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 übermäßigen Verbrauch von NAD+ kommt, wird vermehrt ATP verbraucht 
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Zellen erhöht. Somit konnten für weitere Untersuchungen die niedrigen 

Konzentrationen (1 und 10 µM) 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 gewählt, dessen Proliferation essentiell von der Aktivierung des 

JAK/STAT-Signalweges abhängt. Hierfür transfizierten Rose-John et al. Ba/F3-Zellen 

mit der Untereinheit gp130 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, können 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 µM für 24 h inkubiert. Nach Ablauf der 

Zeit wurde ein MTS-Assay durchgeführt. Hierbei wurde deutlich, dass die Proliferation 

der Zellen durch alle drei Substanzen inhibiert wurde. Eine Inhibition ist schon bei 1 µM 

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 µM 

Tofacitinib und PF-183 betrug die Viabilitätsrate nur noch 36 %. PF-189 wies hingegen 

erst bei 100 µM einen inhibitorischen Effekt auf (26 % lebender Zellen), für 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 µM Tofacitinib, PF-189 und PF-183 für 24 h 
behandelt. Nach Ablauf der Zeit wurde ein MTS-Assay durchgeführt. Die Grafik repräsentiert 3 unabhängig 
voneinander durchgeführte Experimente mit jeweils n=5. 
 

Sowohl Tofacitinib als auch die modifizierten Wirkstoffe sind in der Lage 

JAK/STAT-Aktivierung zu inhibieren. Diese Tatsache wurde anschließend in HT-29 

Zellen überprüft. 

 

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 Stärke der Inhibition 

durch Tofacitinib als Referenz für die neuen Wirkstoffe. Die Inhibition der einzelnen 

JAK-Proteine konnte aufgrund unselektiver Antikörper gegen phosphorylierte JAKs, 

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 hyperIL-6 (hyIL-6) besteht aus einem löslichen 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 gp130-Einheit auf Hepatozyten, 

Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen exprimiert wird, sondern auch als löslicher 
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Rezeptor vorliegen kann [234, 235]. Als Komplex mit sezerniertem IL-6 kann es nun 

an gp130 binden, welches transmembran auf jeder Zelle exprimiert wird [236]. Die 

Bindung von IL-6 oder hyIL-6 führt zu einer Autophosphorylierung von JAK1, JAK2 und 

Tyk2 und anschließend zu einer Aktivierung von STAT1 und STAT3 [237]. Durch 

vorherige Inkubation mit 1 µM Tofacitinib konnte die hyIL-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 Stärke des inhibitorischen Effekts von Tofacitinib 

zeitabhängig bei der Inhibition von p-STAT1. Hierbei war nach 24 h eine stärkere 

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-stündiger Inkubation mit 10 µM Tofacitinib war die Phosphorylierung der STAT1- und 

STAT3-Proteine vollständig inhibiert (Abbildung 5-15 A). Diese Inhibition war auch 

nach einer Vorinkubation für 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-stündigen, als auch nach 24 h 

Behandlung konnte bei beiden Konzentrationen eine vollständige Inhibition von STAT1 

und STAT3 nachgewiesen werden (Abbildung 5-15 B). Da die Stimulation mit hyIL-6 

die Aktivierung von JAK1, JAK2 und Tyk2 hervorruft und somit den gleichen Signalweg 

stimuliert, wurde die Inhibition durch die Amidoxim-Prodrugs des hyIL-6-Signalweges 

bestimmt (Abbildung 5-15 C). Hierbei wurden HT-29 Zellen nur mit 10 µM der 

Amidoxim-Prodrugs behandelt. Die anschließende Stimulation mit hyIL-6 zeigte, dass 

PF-189 und PF-183 die Aktivierung von STAT1 und STAT3 nach beiden Zeitpunkten 

inhibierten (Abbildung 5-15 C). 













88 Ergebnisse 
 

 

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 Zerstörung 

der IECs zu einer Beeinträchtigung der Barrierefunktion. Hierdurch könnten 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 monozytärer Leukämie. Bei den Jurkats handelt es sich um 

T-Lymphozyten aus einer akuten T-Zell Leukämie.  

Hierfür wurden beide Zelllinien jeweils 2 h mit Tofacitinib, PF-189 und PF-183 (10 µM) 

behandelt und anschließend 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 

vollständig, während 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 vollständig zu hemmen, während Tofacitinib STAT6 nur 

partiell hemmte. In THP-1 Zellen zeigten Tofacitinib und PF-183 hingegen eine 

vollständige 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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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 können. Aus diesem Grund wurde zunächst 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 höher 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 für PF-189 und PF-183 

beobachtet werden (Abbildung 5-28 B).  

Die Stimulation mit IL-4 bewirkte eine signifikante Erhöhung 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). 

Währenddessen konnte bei kombinierter Stimulation mit IL-4 und PF-189 oder PF-183 

keine signifikante Veränderung 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-STAT6 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-STAT3 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. 

Während eine nicht vorhandene Inhibition auch das relative Wachstum nicht 

beeinflusste. 
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Zur Simulation der Wundheilungskapazität von Tofacitinib, PF-189 und PF-183 bei 

einer akuten Entzündung wurden HT-29 Zellen mit einer Kombination aus IL-22 und 

der jeweiligen Substanz für 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 führte zu einer gesteigerten Zellmigration verglichen mit den unbehandelten 

Zellen (Abbildung 5-28 A). Eine zusätzliche Stimulation mit Tofacitinib oder PF-189 

inhibierte das relative Wachstum signifikant (Abbildung 5-28 A), während PF-183 keine 

signifikante Veränderung 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 über 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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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 

bezüglich der Erneuerung von Geweben oder über die Auswirkung von Wirkstoffen auf 

die Entwicklung der Organoide und der Differenzierung von Stammzellen [241]. Sie 

ähneln stark dem Ursprungsgewebe in Bezug auf Aufbau und Zellpopulation und sind 

nicht durch Mutationen verändert. 

Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Tofacitinib und den Amidoxim-Prodrugs auf 

Stammzell- und Differenzierungsmarker der Organoide untersucht. Hierfür 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 veränderte 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 Villin1 beobachtet werden, die hier als respektive 

Marker für 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 führte somit zu 

keiner Beeinträchtigung der Stammzell- bzw. Differenzierungsmarker. Somit haben sie 

keinen negativen Effekt auf die Regeneration und Erneuerung des intestinalen 

Epithels.  
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Abbildung 5-36 Repräsentatives HPLC-Chromatogramm  
Dargestellt ist der Peak von 1 µM 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 führt 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 große 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 ähnliche 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 

Entzündung, 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 Mäusen für 90 min rektal oder i.p. appliziert. Die Tiere wurden getötet, die Organe 
entnommen, 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 i.p. 

Leber 67,7 ± 44,5 39,5 ± 40,6 
Niere 260,5 ± 124,4 349,6 ± 188,4 
Kolon 34,4 ± 53,9 40,2 ± 50,6 

 

5.4.3 Überprüfung der Funktion des Amidoxim-Prodrug-Prinzips mit PF-189 

und PF-183 

In diesem Abschnitt sollte das Amidoxim-Prodrug-Prinzip in Bezug auf die 

Funktionalität überprüft 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 können. Das würde dazu führen, dass weder in 

der Leber noch in der Niere Amidoxim oder Amidin nachgewiesen werden könnten. 

Jedoch sollte das Amidin im Kolon detektierbar sein. Es ist allerdings nicht 

auszuschließen, dass auch Darmbakterien eine Reduktion von Amidoximen 

katalysieren [242]. Darüberhinaus könnte es zu einer Absorption von Amidoximen 








































































































































































