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ZUSAMMENFASSUNG
» I ransporter-vermittelte Aufnahme des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib in
humanen dermalen Fibroblasten*
von Oertel, Katharina
Die systemische Sklerose ist eine Kollagenose, die sich durch profibrotische Prozesse
auszeichnet und gegen die momentan keine effektive Therapie zur Verfiigung steht. Die
Tyrosinkinase-Inhibitoren, mit der Leitsubstanz Imatinib, sind nach ihrer erfolgreichen
Einfiihrung zur zielgerichteten Therapie bei chronisch myeloischer Leukdmie auch als
Therapeutikum bei Krankheitsentititen, die auf Fibrose-Prozessen beruhen, untersucht
worden.
Imatinib wirkt bei systemischer Sklerose als Tyrosinkinase-Inhibitor hemmend auf den
Rezeptor des ,,platelet-derived growth factor* (PDGF) und auf die zytosolische Tyrosinkinase
c-Abl, die beide in der Pathogenese der systemischen Sklerose eine Rolle spielen. Da Imatinib
im Blut teilweise als organisches Kation vorliegt und nicht frei in die dermalen Fibroblasten,
die Effektorzellen der systemischen Sklerose, diffundieren kann, ist eine Transporter-
vermittelte Aufnahme notig.
Die vorliegende Arbeit untersucht die Beteiligung der Transporter der SLC22A- und der
SLC47A-Familie (hOCT-, hOCTN- und hMATE-Transporter) an der Imatinib-Aufnahme in
Fibroblasten bei Patienten mit systemischer Sklerose. Die Eigenschaften des Transport-
Prozesses werden charakterisiert und mit den Prozessen bei gesunden Hautfibroblasten
verglichen.
Durch mikrofluorimetrische Messungen und eine HPLC-Bestimmung der Imatinib-
Konzentration in dermalen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass der zelluldre Transport
von Imatinib in die Fibroblasten ein pH-abhingiger Prozess ist. Die spezifische Aufnahme des
Imatinib in die Fibroblasten der systemischen Sklerose fiel signifikant niedriger aus als in den
gesunden Hautfibroblasten. Durch Inhibitions-Experimente konnte der hOCTN1 (SLC22A4)
als aufnehmender Transporter bei den dermalen Fibroblasten identifiziert werden. Seine
Expression wird durch Stimulation mit dem Mediator PDGF induziert. Zusammengefasst
konnte die Expression des hOCTNI1 als Pradiktor fiir den Therapieerfolg dienen und die
niedrigere Expression in den Fibroblasten der systemischen Sklerose eine Erklarung fiir das

schlechte Ansprechen auf eine Therapie sein.
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1. Einleitung

1.1. Systemische Sklerose — Eine systemische Kollagenose

Die systemische Sklerose, kurz SSc, ist eine seltene Autoimmunerkrankung aus der Gruppe der
Kollagenosen, die sich durch einen systemischen Befall, vorwiegend an Bindegewebe und
Blutgeféafen, auszeichnet. Die SSc ist eine komplexe und heterogene Krankheitsentitdt. Sie wird
in eine diffuse Form und eine limitierte Form unterteilt (van den Hoogen et al., 2013; Wollheim,

2005).

Die diffuse SSc (deSSc) ist durch eine schnell voranschreitende dermale Fibrose proximal und
distal der Ellenbogen und Knie, eine Fibrose der Lunge und anderer innere Organe charakterisiert

(LeRoy und Medsger, 2001; LeRoy et al., 1988).

Die limitierte SSc (IcSSc) manifestiert sich v. a. vaskuldr. Sie schreitet insgesamt langsamer
voran und weist nur eine begrenzte Haut- und Organfibrose mit Hautbeteiligung distal der
Ellenbogen/Knie auf (LeRoy et al., 1988). Das CREST-Syndrom ist eine Unterform der 1cSSc
mit einer typischen Symptomkombination aus Calcinosis cutis, Raynaud-Phinomen, Osophagus-
Dysmotilitét, Sklerodaktylie und Teleangiektasie. Calcinosis cutis bezeichnet eine Ablagerung
von Kalziumsalz-Prizipitaten in Dermis und Subkutis, Osophagus-Dysmotilitit ist eine
Bewegungsstorung der Speiserohre durch zunehmende Sklerosierung und Sklerodaktylie eine
Sklerose der Fingerhaut. Die Teleangiektasien und das Raynaud-Phénomen unterstreichen die
Gefilbeteilung: Teleangiektasien sind makroskopisch sichtbare, irreversibel erweiterte
Kapillargefde der Haut und das Raynaud-Phénomen umfasst eine anfallsartige
Minderdurchblutung von Fingern und Zehen durch Vasospasmen. Oft zeigt sich der typische
triphasische Verlauf mit Ischimie (Weillfairbung der Akren), Zyanose (Blaufirbung) und
reaktiver Hyperdamie (Rotfirbung), was als Trikolore-Phénomen bezeichnet wird. Da nicht alle
CREST-Patienten alle Symptome des Komplexes zeigen und auch Patienten mit dcSSc Calcinosis
cutis und Teleangiektasien entwickeln konnen, wurde der Begriff weitestgehend durch ,,limitierte

SSc ersetzt (LeRoy und Medsger, 2001; Wigley, 2001; Wollheim, 2005).
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1.1.1. Priavalenz und Inzidenz

Beziiglich Pravalenz und Inzidenz finden sich in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben. Bei
der Privalenz werden Zahlen zwischen 0,7/100.000 und 150/100.000 angegeben und bei der
jahrlichen Inzidenz Angaben zwischen 0,6/1.000.000/Jahr und 19/1.000.000/Jahr, die sich durch
geographische Variationen, unterschiedliche Suszeptibilitit fiir SSc beziiglich Alter, Geschlecht
und ethnischer Herkunft sowie durch heterogene Studien mit unterschiedlichen
Einschlusskriterien erklaren lassen (Chifflot et al., 2008; Ferri et al., 2002; Hunzelmann et al.,
2008; Mayes et al., 2003). Frauen sind deutlich hdufiger betroffen als Ménner (Verhéltnis von
5:1), meist im Alter zwischen 35 und 45 Jahren (Hudson und Fritzler, 2014).

1.1.2. Ursache

Atiologisch wird bei der SSc eine genetische Priidisposition vermutet. Obwohl die Krankheits-
Konkordanzrate zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen unter 5 % betrégt, tritt SSc
dennoch in bestimmten Familien im Vergleich zur Gesamtbevolkerung gehauft auf. Eine positive
Familienanamnese ist der bis jetzt stirkste identifizierte Risikofaktor (Arnett et al., 2001; Englert
et al., 1999; Feghali-Bostwick et al., 2003). Als weitere Ausloser werden Umwelt-Intoxikationen
(Nietert und Silver, 2000), der Zusammenhang mit Krebserkrankungen (Joseph et al., 2014),
Infektionen mit dem Zytomegalievirus und eine Assoziation mit verschiedenen
Histokompatibilitdtsantigenen (HLA) (HLA-DRS/HLA-BS), auf der Zellmembran verankerten
Glykoproteinen, vermutet (Lunardi et al., 2000, 2006, Namboodiri et al., 2004, 2006; Pandey und
LeRoy, 1998).

1.1.3. Symptome

Das am deutlichsten sichtbarste und universelle Symptom der SSc ist die progressive
Hautfibrosierung und -verdickung, welche auch als Hauptkriterium in der Klassifikation
verankert ist (s. Kapitel 1.1.5.). Die betroffene Haut ist induriert und mit dem subkutanen Gewebe
fest verbunden, Haarfollikel sowie SchweiB3driisen sind atrophiert (s. Abb. 1.1.) (LeRoy et al.,
1988; Rodnan et al., 1979).

Im Frithstadium liegt als zweithdufigste Manifestationsform in iiber 90 % ein sekundéres
Raynaud-Syndrom vor, das anderen Manifestationen der SSc um Jahre bis Jahrzehnte
vorausgehen kann (s. Abb. 1.1. C.)) (Block und Sequeira, 2001; Jimenez und Derk, 2004; Varga

und Abraham, 2007). Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Verkiirzung des Zungenbandchens
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und akralen Ulzerationen (,,Rattenbissnekrosen®) (s. Abb. 1.1. E.)). Bei weiterem Fortschreiten
der Hautmanifestation konnen eine behinderte Mundoffnung (,,Mikrostomie®), eine
eingeschrinkte Mimik (,,Maskengesicht“) und eine Sklerodaktylie mit ,,Madonnenfingern®
diagnostiziert werden (s. Abb. 1.1. A.) + B.)) (Sticherling, 2012). Weiteres initiales Symptom mit
ca. 70 % Inzidenz sind Myalgien und Polyarthralgien bis hin zur Arthritis. Durch die
periartikulédre Fibrose kommt es in der spéateren Krankheitsphase zu Bewegungseinschrankungen

und Flexions-Fehlstellungen (Pope, 2003).

Die hiufigste viszerale Komplikation ist mit bis zu 80 % die Osophagus-Dysmotilitéit und der
damit verbundene Reflux. Es kann dariiber hinaus zu Dysphagie, sekunddrer Malabsorption und
Diarrhoe kommen (Rose et al., 1998). Die bedrohlichste viszerale Beteiligung stellt die Lunge
mit einer pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH) (15 % Inzidenz bei dcSSc) oder einer
interstitiellen Lungenerkrankung (ILD) (20-70 % Inzidenz bei dcSSc) dar, die in einer
pulmonalen Fibrose und einer restriktiven Ventilationsstorung resultieren kann (Co et al., 2000;
Coghlan und Mukerjee, 2001; Nihtyanova et al., 2014a). Weiterhin moglich sind eine
Herzbeteiligung mit einer Myokardfibrose (20 %) und Arrhythmien oder eine Nierenbeteiligung
mit einer malignen Hypertonie und einem akuten Nierenversagen (10-40 %) (Deswal und
Follansbee, 1996; Steen, 2014; Visconti et al., 2014). Zusammenfassend muss gesagt werden,
dass die SSc sich durch einen sehr heterogenen Krankheitsverlauf auszeichnet. Durch verbesserte
Therapieoptionen der renalen Krise bei SSc stellt die Lungenbeteiligung mit PAH und ILD heute
die Komplikation mit der hdchsten Mortalitdt und Morbiditét dar (Co et al., 2000; Morgan et al.,
2003; Sabnani et al., 2009; Steen und Medsger, 2007).



13

Abb. 1.1.: Makroskopische kutane Manifestationen der systemischen Sklerose.

A.) Mikrostomie und Tabaksbeutelmund, Maskengesicht, gespannte Gesichtshaut und zahlreiche Teleangiektasien.
B.) Sklerodaktylie, verminderte Hautverschieblichkeit, Kontrakturen der Gelenke, teigige Schwellung der Hand, Z. n.
Amputation des Endglieds des Zeigefingers aufgrund einer schweren Nekrose.

C.) Sekundéres Raynaud-Phénomen.

D.) Sklerotisch verdndertes Nagelhdutchen mit verdnderten Nagelfalzkapillaren.

E.) Akrale Ulzerationen, sogenannte ,,Rattenbissnekrosen®, Hautindurationen und verminderte Hautverschieblichkeit.
Bildmaterial aus der Online-Enzyklopadie der Dermatologie, Allergologie, Umweltmedizin, basierend auf der
Enzyklopéddie Dermatologie, Allergologie, Umweltmedizin (Altmeyer und Paech, 2010), 2. Auflage, © Springer-
Verlag 2011. Kapitel: Systemische Sklerodermie, Bild-Galerie zu M34.8, 29.06.2015, 18.00 Uhr. Freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt durch Springer Verlag, Tiergartenstr. 17, 69121 Heidelberg, mit Genehmigung durch Springer

Science + Business Media.
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Abb. 1.2.: Mikroskopische kutane Manifestationen der systemischen Sklerose.

A.) Sklerotische Dermis mit fibrotischem subkutanem Bindegewebe und atrophischen Schweilldriisen.

B.) Subkutanes Fettgewebe mit entziindlich infiltrierten GefaB3en und Septen.

Bildmaterial aus der Online-Enzyklopadie der Dermatologie, Allergologie, Umweltmedizin, basierend auf der
Enzyklopéddie Dermatologie, Allergologie, Umweltmedizin (Altmeyer und Paech, 2010), 2. Auflage, © Springer-
Verlag 2011. Kapitel: Systemische Sklerodermie, Bild-Galerie zu M34.8, 29.06.2015, 18.00 Uhr. Freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt durch Springer Verlag, Tiergartenstr. 17, 69121 Heidelberg, mit Genehmigung durch Springer

Science + Business Media.

1.1.4. Diagnostik

Serologisch nachgewiesen werden konnen SSc-typische Antikdrper (AK) in fast 95 % der
Patienten bei Erstdiagnose (Walker und Fritzler, 2007). Es treten Autoantikérper, sogenannte
antinukledre Antikorper (ANA), auf, die sich gegen Kernbestandteile der korpereigenen Zellen
richten. Die bei SSc spezifischen ANA sind Anti-Topoisomerase [-AK, Anti-Centromer-AK und
Anti-RNA-Polymerase III-AK. Sie kdnnen seit 2013 auch als Zusatzkriterium zur Diagnose
dienen (Koenig et al., 2008a; Mehra et al., 2013).

Andere Antikorper wie SSA/Ro, SSB/La, Anti-Sm, Anti-Jo 1 u. a. treten bei SSc als auch bei
anderen Entitdten aus dem Kreis der systemischen autoimmunen rheumatischen Erkrankungen
auf, sind dabei aber weniger hiufig und weniger spezifisch fiir SSc (Mehra et al., 2013; Op De
Beéck et al., 2012).

Anti-Topoisomerase [-AK, auch Scl-70-Antikérper genannt, sind mit dcSSec, einer erhohten

Inzidenz von pulmonaler Fibrose und einer hoheren Mortalitét assoziiert. Weltweit tritt dieser
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ANA mit einer Frequenz von 9-42 % bei SSc-Patienten auf (Cepeda und Reveille, 2004;
Hesselstrand et al., 2003; Mehra et al., 2013; Walker und Fritzler, 2007).

Die Anti-Centromer-AK treten insgesamt mit einer Frequenz von 20-40 % bei SSc aufund finden
sich vermehrt bei Patienten mit IcSSc. Wiahrend renale Krisen und eine schwere pulmonale
Fibrose bei Patienten mit Anti-Centromer-AK eher selten sind, zeigt sich ein hoheres Risiko fiir
PAH (Ho und Reveille, 2003; Mehra et al., 2013; Steen, 2005; Walker und Fritzler, 2007; Walker
et al., 2007).

Antikorper gegen RNA-Polymerase III sind hochspezifisch fiir SSc. Sie konnen in etwa 20 % der
SSc-Patienten nachgewiesen werden und gehen mit einem erhohten Risiko fiir renale Krisen,
Herzbeteiligung und erhohter Mortalitit einher (Cavazzana et al., 2009; Kuwana et al., 1993;
Mehra et al., 2013).

Ein weiteres wichtiges diagnostisches Instrument ist die Nagelfalz-Kapillarmikroskopie. Die
VergroBerung der Kapillarschlaufen mit der Prasenz von Megakapillaren, die Distorsion und
Knospung von Kapillaren sowie der Verlust von Kapillaren sind die Markenzeichen der SSc-

typischen Kapillarmuster (s. Abb. 1.1. D.)) (Maricq, 1981; Nagy und Czirjak, 2004).

1.1.5. Klassifikation

Die ersten Klassifikations-Kriterien wurden 1980 vom ,.American College of Rheumatology*
(ACR) aufgestellt (Masi and Subcommittee For Scleroderma Criteria of the American
Rheumatism Association Diagnostic and Therapeutic Criteria Committee, 1980). 2013 sind sie
durch die ACR und die ,,European League Against Rheumatism‘ (EULAR) tliberarbeitet worden,
was zu einer hoheren Sensitivitit insbesondere bei Frithformen und bei 1cSSc gefiihrt hat (van

den Hoogen et al., 2013).

1980 stellte das Major-Kriterium sklerodermieartige Hautveranderungen der Finger beider Hande
dar, die sich bis nach proximal der Fingergrundgelenke ausbreiten. Mogliche Minor-Kriterien
waren Sklerodaktylie, griibchenférmige Narben oder Substanzverlust der distalen Finger-
und/oder Zehenweichteile oder eine bilaterale basale Lungenfibrose. Die Diagnose galt als
gesichert, wenn entweder das Major-Kriterium oder mindestens zwei Minor-Kriterien erfiillt
waren. Die Kriterien hatten mit 97 % und 98 % eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit fiir die
Endform der deSSc, waren aber wenig sensitiv fiir das frithe Stadium der dcSSc und die Diagnose

der 1cSSc (Hudson et al., 2007; Lonzetti et al., 2001; Masi and Subcommittee For Scleroderma
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Criteria of the American Rheumatism Association Diagnostic and Therapeutic Criteria

Committee, 1980; Ziswiler et al., 2007).

In der neuen Klassifikation der SSc von 2013 durch die ACR/EULAR geniigen
sklerodermieartige Hautverdnderungen mit Ausbreitung nach proximal der Fingergrundgelenke
weiterhin als Kriterium fiir die Diagnose der SSc. Bei Fehlen dieser werden sieben andere
Symptome mit unterschiedlicher Gewichtung in die Bewertung miteinbezogen: Hautverdickung
an den Fingern, Fingerspitzen-Lasionen, Teleangicktasien, Nagelfalz-Alterationen, ILD oder

PAH, Raynaud-Phénomen und SSc-bezogene Auto-AK (van den Hoogen et al., 2013).

Bei der Unterscheidung zwischen limitierter und systemischer SSc hilft der modifizierte Rodnan
Haut Score (mRSS). Beim mRSS werden 17 Hautareale, darunter Finger, Hénde, Unter- und
Oberarme, durch Palpation vom Untersucher in 4 Kategorien von 0 = normale Dicke bis 3 =
schwerwiegende Hautverdickung eingeteilt (Clements et al., 1993; Rodnan et al.,, 1979).
Der mRSS korreliert mit der dermalen Fibrose, die wiederum mit dem Fibrose-Grad und der
Dysfunktion der inneren Organe und der Mortalitéit korreliert. Bei diffuser SSc steigt der mRSS
initial schnell an, mit einem Plateau nach 3-5 Jahren, und danach langsamerer Zunahme. Bei
limitierter SSc zeigt sich ab Beginn ein deutlich langsamerer Anstieg und eine niedrigere
Gesamtpunktzahl (Clements et al., 1990, 2000; Shand et al., 2007; Steen und Medsger, 2001;
Steen et al., 1984).

Weiterhin als problematisch stellte sich die Klassifikation bei Patienten in besonders frithen SSc-
Stadien dar. Um eine mdglichst friihe Diagnose und Therapie in diesem Stadium zu ermdglichen
(window of oppurtunity), wurden durch die ,European Scleroderma Trials and
Research group® (EUSTAR) diagnostische Kriterien mit einer hohen klinischen Relevanz fiir die
frithe SSc validiert. Angelehnt an die Kriterien von LeRoy und Medsger 2001 wurden drei
pathodiagnostische Doménen festgelegt: Die Haut-Domédne mit geschwollenen Fingern, die
vaskuldre Doméne mit Raynaud-Phénomen und abnormaler Nagelfalz-Kapillarmikroskopie
sowie die Labor-Domine mit SSc-spezifischen ANA (Avouac et al., 2011; Jordan et al., 2015a;
Koenig et al., 2008b; LeRoy und Medsger, 2001; Maricq, 1981; Matucci-Cerinic et al., 2009).
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1.1.6. Therapie

Bei der Therapie der SSc muss die symptomatische von der Krankheits-modifizierenden Therapie
unterschieden werden. Wiahrend die symptomatische Therapie auf die Beschwerdelinderung
abzielt, ohne dass die Krankheitsentwicklung beeinflusst wird, versuchen die DMARD (disease-
modifying antirheumatic drugs) mit einer immunsuppressiven und antifibrotischen Therapie die

SSc in ihrem Verlauf zu verlangsamen (Blank et al., 2006; Nihtyanova et al., 2014b).

Als DMARD werden verschiedene Substanzen genutzt: die Chemotherapeutika
Cyclophosphamid, Mycophenolat-Mofetil und Methotrexat und der monoklonale anti-CD20
Antikorper Rituximab. Bei Cyclophosphamid konnte der positive Effekt auf die pulmonale
Fibrose und die Hautbeteiligung in zwei randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten
Studien nachgewiesen werden; es wird trotz seiner Toxizitdt zur Therapie der ILD empfohlen
(Hoyles et al., 2006, Kowal-Biclecka et al., 2009; Tashkin et al, 2006).
Methotrexat zeichnet sich durch starke Nebenwirkungen wie Leber-Toxizitéit, Panzytopenie und
eine potenzielle Teratogenitdt aus. Zwei randomisierte kontrollierte Studien (RCT) konnten eine
leichte, aber nicht signifikante Verbesserung des mRSS feststellen, sodass es bei frither dcSSc zur
Therapie der Hautmanifestationen in Betracht gezogen werden kann (van den Hoogen et al., 1996;
Kowal-Bielecka et al., 2009; Pope et al., 2001). Mycophenolat-Mofetil wird als Medikament gut
toleriert und zeigte positive Effekte beziiglich Hautfibrosierung und Lungenfunktion, allerdings
liegen noch keine grofleren Studien vor (Derk et al., 2009; Mendoza et al., 2012; Nihtyanova et
al., 2007; Stratton et al., 2001; Yilmaz et al., 2014). Bei der Therapie mit Rituximab konnten in
Pilot-Studien und Fall-Kontroll-Studien durch die EUSTAR vielversprechende Ergebnisse mit
einer Verbesserung der Hautfibrose und einer Prévention der Zunahme der Lungenfibrose
nachgewiesen werden. Trotzdem fehlen auch hier RCT (Daoussis et al., 2010, 2012; Jordan et al.,

2015b; Maslyanskiy et al., 2014; McQueen und Solanki, 2015; Smith et al., 2010, 2013).

Zur DMARD-Therapie erhalten die Patienten oft begleitend Steroide zur Verbesserung der
inflammatorischen Arthritis. Der nachgewiesene nutzbringende Effekt von Steroiden bei SSc ist
aufgrund von fehlenden RCT limitiert. Allerdings zeigte sich bei hoheren Glukokortikoid-Dosen
von 15 mg Prednisolon/Tag und mehr eine Assoziation mit einem hoheren Risiko fiir eine renale

Krise (Tudici et al., 2013; Kowal-Bielecka et al., 2009; Steen und Medsger, 1998).

Eine weitere Therapieoption stellt die Hochdosis-Immunsuppression mit autologer
hamatopoetischer Stammzelltransplantation dar, die eine signifikante Verbesserung der

Vitalkapazitit, des mRSS und des Langzeit-Uberlebens in Studien zeigen konnte. Da sich durch
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gravierende Nebenwirkungen wie Infektionen eine behandlungsbezogene Mortalitit von ca.
10 % ergab, wird empfohlen, eine autologe hdmatopoetische Stammzelltransplantation nur bei
einer SSc-Untergruppe mit extrem schlechter Prognose durchzufiihren (Cipriani et al., 2015;
Kowal-Bielecka et al., 2009; van Laar et al., 2014). Angesichts der bis jetzt unbefriedigenden
Therapiemdglichkeiten gibt es weitere Ansétze, wie die Gabe von Immunglobulinen intravends
(Levy et al., 2004; Takehara et al., 2013) oder die Plasmapherese (Jacobs et al., 1991; Szics et
al., 2003), deren Wert fiir die klinische Anwendung noch unklar ist.

Die symptomatische Therapie ist ein weiterer wichtiger Baustein in der Therapie der SSc, die sich
mit der Milderung der gastrointestinalen Symptome und der Symptome durch das Raynaud-

Phinomen, durch akrale Ulzerationen und durch die PAH befasst.

Trotz fehlender spezifischer RCT sollen laut EULAR-Empfehlungen bei gastrodsophagealem
Reflux Protonenpumpen-Inhibitoren und bei Motilitdtsstorungen Prokinetika zum Einsatz
kommen (Kowal-Bielecka et al., 2009). Den Patienten mit Raynaud-Phdnomen wird empfohlen
warme Kleidung zu tragen, ecine Kailteexposition zu vermeiden und einen mdoglichen
Nikotinabusus zu stoppen. Medikament6s kénnen als Erstlinien-Therapie orale Dihydropyridine
wie Nifedipin eingesetzt werden und als Zweitlinien-Therapie, insbesondere bei digitalen
Ulzerationen, Prostazyklin-Analoga wie Iloprost (Kowal-Bielecka et al., 2009; Thompson und
Pope, 2005); weiterhin moglich sind selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer und
Angiotensin II-Rezeptor-Antagonisten (Coleiro et al., 2001; Dziadzio et al., 1999). Nach dem
Versagen der Erst- und Zweitlinien-Therapie kann zur Pravention weiterer digitaler Ulzera
Bosentan, ein Endothelin-Rezeptor-Antagonist, bei Patienten mit dcSSc zum Einsatz kommen

(Korn et al., 2004; Matucci-Cerinic et al., 2011; Kowal-Bielecka et al., 2009).

Fir die PAH konnte in zwei hochqualitativen RCT eine signifikante positive Wirkung von
Bosentan und Sitaxentan auf die korperliche Belastbarkeit nachgewiesen werden (Barst et al.,
2006; Channick et al., 2001; Kowal-Bielecka et al., 2009). AuBlerdem werden therapeutisch der
Phosphodiesterase Typ 5-Inhibitor Sildenafil und das Prostazyklin-Analogon Epoprosterol
eingesetzt (Badesch et al., 2000; Gali¢ et al., 2005; Kowal-Bielecka et al., 2009).

In der Zusammenschau ist die optimale Therapie der SSc noch unklar. Der beschriebene
heterogene Krankheitsverlauf und die liickenhafte Studienlage erschweren die Etablierung eines

einheitlichen Therapiecalgorithmus.
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1.1.7. Pathogenese der SSc: 3 Komponenten

Die Pathogenese der SSc zeichnet sich durch ein komplexes Wechselspiel von drei Komponenten
aus, die durch ihr Zusammenwirken im Endstadium der SSc, der progressiven und diffusen
Fibrose, miinden (Abraham und Varga, 2005; Varga und Abraham, 2007). Zu Beginn treten eine

Vaskulopathie und eine Stérung der angeborenen und erworbenen Immunabwehr mit

Autoimmunitit und T-/B-Lymphozyten-Aktivierung auf. Dadurch kommt es zur Fibroblasten-
Aktivierung, -Differenzierung und -Rekrutierung, zur Synthese von Molekiilen der
Extrazelluldren Matrix (ECM) und dadurch schlieBlich zur Fibrose (Denton, 2015; Gabrielli et
al., 2009; Pattanaik et al., 2015; Varga und Abraham, 2007).

1.1.7.1 Vaskulopathie

Eine Vaskulopathie gehort zu den initialen Ablédufen bei der Pathogenese der SSc und zeigt sich
klinisch u. a. durch das sekundédre Raynaud-Phénomen, Nagelfalzkapillar-Alterationen und
Teleangiektasien (Fleischmajer und Perlish, 1980; Kahaleh, 1995; Kahaleh et al., 1979; Prescott
et al.,, 1992; Varga und Abraham, 2007). Entsprechend tritt das Raynaud-Phdnomen in der
Frithphase und oft Jahre vor fibrotischen Veranderungen auf (Kahaleh, 2004). Der Mechanismus
der endothelialen Gefa3schadigung ist bis jetzt nicht eindeutig geklart. Es gibt eine Hypothese,
die eine endotheliale Apoptose durch Antikdrper gegen endotheliale Zellen (ACEA) postuliert
(Kahaleh, 2004; Renaudineau et al., 1999; Sgonc et al., 1996; Worda et al., 2003; Wusirika et al.,
2003).

Als Folge der Endothel-Schédigung kommt es u. a. zu einer Dysbalance zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse, die zu einer Ablagerung von Fibrin und somit zur Geféfobliteration fiihren kann
(Cerinic et al., 2003). Zusammen bewirken die endotheliale Apoptose und die GefaBobliteration
eine Hypoxie und einen SSc-typischen Mangel an kleinen BlutgefdBen im Endstadium der
Erkrankung (Varga und Abraham, 2007). Paradoxerweise kommt es in der Hypoxie trotz
hochregulierter pro-angiogenetischer Faktoren wie VEGF und VEGF-Rezeptor (Davies et al.,
2006; Distler et al., 2004; Kuwana et al., 2004) zu einer gestorten Differenzierung von
endothelialen Vorldufer-Zellen aus dem Knochenmark und einer geminderten Vaskulogenese

(Del Papa et al., 2006; Kuwana et al., 2004).

Dariiber hinaus zeigt sich neben der eigentlichen Vaskulopathie eine perivaskulédre Hyperplasie
(Helmbold et al., 2004). Perizyten sind kontraktile Zellen, die zusammen mit den Endothelzellen
die Blutkapillare bilden. Als wenig differenzierte Zellen habe sie das Potential, sich zu glatten
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Muskelzellen, Fibroblasten und aktivierten Fibroblasten, den sogenannten Myofibroblasten, die
u. a. eine Aktin-Unterform (alpha-smooth muscle actin (0-SMA)) exprimieren, zu entwickeln
(Hirschi und D’Amore, 1996; Rajkumar et al., 1999, 2005; Sundberg et al., 1996). Die
Proliferation der Perizyten und die Zunahme der glatten Muskelzellen beschleunigen die
Obliteration (Helmbold et al., 2004) und inhibieren das Endothelzell-Wachstum (Orlidge und
D’Amore, 1987).

1.1.7.2. Storung der Immunantwort / Autoimmunitat

Bei der SSc sind sowohl die unspezifische Immunabwehr (zelluldr — Monozyten/Makrophagen,
humoral — Interleukine) als auch die spezifische Immunabwehr (zelluldr — T-/B-Lymphozyten,

humoral — Auto-Antikdrper/Antikorper) pathologisch verédndert (Varga und Abraham, 2007).

Bei der Haut-Untersuchung von SSc-Patienten zeigen sich Infiltrate aus mononukleédren Zellen,
v. a. aktivierte T-Lymphozyten mit oligoklonaler Expansion und Monozyten/Makrophagen. Die
Infiltrate korrelieren dabei mit dem Grad und dem Progress der Hautverdickung (Kréling et al.,
1995; Roumm et al., 1984; Sakkas et al., 2002). Perivaskular finden sich ebenfalls Infiltrate aus
CD3"- und CD4"-positiven mononukleédren Zellen, die profibrotische Zytokine und Chemokine

sezernieren (Artlett, 2005).

Bei den CD4*-positiven T-Lymphozyten kénnen zwei Gruppen unterschieden werden: Die Typ1-
T-Helferzellen und die Typ2-T-Helferzellen. Wahrend die Typl-T-Helferzellen mit der
Ausschiittung von Zytokinen wie Interferon-y (INF-y), Interleukin-2 (IL-2) und
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) an der unspezifischen Immunabwehr beteiligt sind und
Makrophagen aktivieren, sind die Typ2-T-Helferzellen Teil der spezifischen Immunabwehr. Sie
exprimieren ein typisches Zytokin-Muster aus 1L.-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und interagieren mit
B-Lymphozyten, die Antikdrper produzieren und ausschiitten (Zhang et al., 2014). Der Typl der
T-Helferzellen wirkt pro-inflammatorisch, Typ2 anti-inflammatorisch. In Bezug auf fibrotische
Prozesse haben die T-Helferzellen-Typen ebenfalls entgegengesetzte Rollen: Typ2 ist pro-
fibrotisch und fordert die Kollagen-Ablagerung, wihrend Typl mit INF-y fibrotische Prozesse
inhibiert (Wynn, 2004).

Bei SSc findet sich eine pathologische Verschiebung des T-Helferzellen-Typs zum Typ2 (Atamas
et al., 1999; Mavalia et al., 1997; Rottoli et al., 2005; Tan et al., 2006; Tsuji-Yamada et al., 2001)
mit entsprechend signifikant erhdhten Zytokin-Spiegeln fiir IL-4, IL-10, IL-13 (Hasegawa et al.,
1997). Bei IL-4 und IL13 konnte gezeigt werden, dass diese Zytokine, sogar unabhingig von
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anderen profibrotischen Zytokinen, wie dem Transformierenden Wachstumsfaktor p (TGFp), die
Fibrose durch eine Aktivierung der Kollagen-Synthese verstirken (Fertin et al., 1991; Jinnin et
al., 2004; Kaviratne et al., 2004; Salmon-Ehr et al., 1996). Im Gegensatz dazu ist bei SSc der
Anteil der T-Helferzellen mit Typ!1 erniedrigt und somit auch INF-y, welches antifibrotisch wirkt
und die TGFp-induzierte Kollagen-Transkription auftheben wiirde (Ghosh et al., 2001; Jimenez et
al., 1984; Wynn, 2004).

Ein weiterer Aspekt ist die Autoimmunitét, bei der durch B-Lymphozyten Auto-AK gegen
korpereigene Antigene gebildet werden. Insgesamt weisen die B-Lymphozyten bei SSc-Patienten
einige Abnormalititen auf. Wihrend die naiven B-Zellen erhoht sind, sind die B-
Gedachtniszellen erniedrigt, aber durch eine erhohte Expression von Aktivierungsmarkern
hyperaktiv (Sato et al., 2004). AuBlerdem zeigt sich bei den B-Lymphozyten bei SSc eine erhohte
Expression von CD19, einem wichtigen Signaltransduktions-Molekiil fiir die Autoantikorper-
Produktion (Sato et al., 2004), und gesteigerte Werte fiir ,,B cell activating factor of the TNF
family* (BAFF), einen entscheidenden Uberlebensfaktor von B-Zellen (Matsushita et al., 2006).

Baroni et al. fanden 2006 stimulatorische Auto-AK gegen den ,,Platelet-derived growth factor-
Rezeptor (PDGF-R), die agonistisch die PDGF-R-Signalkaskade induzieren (s. Kapitel 1.1.7.4.2.
PDGF); auBlerdem wurde die Differenzierung zu Myofibroblasten und die Kollagen Typ I-
Expression durch die Auto-AK stimuliert (Baroni et al., 2006).

Daneben wird weiteren AK ein Beitrag zur Pathogenese zugeschrieben. Anti-Topoisomerase I-
AK, deren Serumwerte mit der Krankheitsschwere und -Aktivitit der SSc korrelieren (Hu et al.,
2003), bewirken gebunden an Fibroblasten u. a. eine Aktivierung und stirkere Adhéision von
Monozyten (Hénault et al., 2006). Die Antikdrper gegen endotheliale Zellen (ACEA) stehen im
Verdacht die Leukozyten-Adhdsion an Endothelzellen durch eine erhdhte Expression von
Adhisions-Molekiilen (Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1)) zu verursachen (Carvalho et al., 1996). Ob auch andere, zur Diagnose
genutzte, Auto-AK wie Anti-Centromer-AK und Anti-RNA-Polymerase I1I-AK (s. Kapitel 1.1.4.
Diagnostik) selbst eine Rolle in der Pathogenese der SSc spielen, kann bisher nicht abschlieBend

beantwortet werden (Harris und Rosen, 2003).
1.1.7.3. Fibroblasten-Aktivierung und -Differenzierung

Fibroblasten sind die Haupt-Effektorzellen der SSc und der haufigste Zelltyp in der ECM
(Kendall und Feghali-Bostwick, 2014; Varga und Abraham, 2007). Sie produzieren
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physiologischerweise Kollagen, retikuldre und elastische Fasern, Glykosaminoglykane und
Adhisionsmolekiile wie Fibronektin, das eine Briickenfunktion zwischen Kollagen und anderen
ECM-Molekiilen iibernimmt (Kendall und Feghali-Bostwick, 2014; Wight und Potter-Perigo,
2011).

Die normale Fibroblasten-Aktivitét dient u. a. dem Wundverschluss und ist selbstlimitierend. Bei
der pathologischen Fibroblasten-Antwort der SSc ist sie amplifiziert und nicht selbstlimitiert
(Varga und Bashey, 1995). Die SSc-Fibroblasten (SSc-F) produzieren signifikant schneller und
mehr Kollagen (Jelaska et al., 1996; LeRoy, 1974), indem u. a. das Gen fiir das Kollagen Typ I,
Alpha-1-Kette (COLIAI), die den Hauptbestandteil des Kollagen Typ I bildet, vermehrt
transkribiert wird (Eckes et al., 1996). Dariiber hinaus zeichnet sich die COLIAI-mRNA durch
eine deutlich erhohte Stabilitdt und Halbwertszeit aus, was ebenfalls zur gesteigerten Kollagen-
Synthese beitrdgt (Eckes et al., 1996). Weiterhin ist die Fibronektin-Transkription und die
Stabilitat der Fibronektin-mRNA erhoht, sodass die SSc-F durch transkriptionelle und post-
transkriptionelle Modifikationen eine erhdhte Synthese von ECM-Molekiilen erreichen (Eckes et
al., 1996). Auch das Muster der Kollagen-Vernetzung ist veréndert, mit einer signifikant erh6hten
Anzahl an Quervernetzungen durch die Lysylhydroxylase 2, die bei SSc vermehrt transkribiert
wird (Brinckmann et al., 2005). Um Kontakt zu den Kollagen- und Fibronektin-Molekiilen
aufzubauen, nutzen Fibroblasten die transmembrandsen Integrine aifi, anf: und axiPi (Eckes et
al., 2006). Integrin aif; hat die Fahigkeit, die Kollagen-Synthese herunter zu regulieren (Gardner
et al., 1999), ist aber auf der SSc-F-Oberfliche reduziert exprimiert (Ivarsson et al., 1993).

Die sonst nur transient bei Wundheilungsprozessen auftretenden aktivierten Fibroblasten, die
Myofibroblasten, werden in gesunden Geweben durch Apoptose entfernt (Abraham et al., 2007);
bei SSc hingegen verbleiben sie (Desmouliere et al., 2005). Generell zeigen SSc-F eine relative
Resistenz gegen Fas-induzierte Apoptose. Verschiedene Autoren machen dafiir TGFP und die
durch TGFp aktivierte Proteinkinase B (PKB), auch Akt genannt, verantwortlich (Jelaska und
Korn, 2000; Jun et al., 2005; Santiago et al., 2001).

Die Differenzierung vom Fibroblasten zum Myofibroblasten wird durch TGFf und eine Splice-
Variante von Fibronektin stimuliert (Varga und Abraham, 2007; Wight und Potter-Perigo, 2011).
Allerdings kann die Rekrutierung zum Myofibroblasten auch aus verschiedenen anderen
Zelltypen erfolgen, u. a. Perizyten, Fibrozyten, Epithelzellen und mesenchymalen Vorlduferzellen
aus dem Knochenmark (Abe et al., 2001; Abraham et al., 2007; Bellini und Mattoli, 2007;
Desmouliére et al., 2005; Kalluri, 2009; Rajkumar et al., 2005; Sundberg et al., 1996) (s. Abb.
1.3).
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Neben der Aktivierung der Fibroblasten durch die Prddominanz des Typ2 der T-Helferzellen
(s. Kapitel 1.1.7.2.) ist ein weiterer Aktivierungsmechanismus die autokrine Stimulation durch
das profibrotische Zytokin TGFp im Rahmen eines Ultrashort-Feedback-Mechanismus. Die
SSc-F schiitten vermehrt TGFB aus, welches an den TGFB-R bindet, der bei SSc signifikant
iiberexprimiert ist (Kawakami et al., 1998; Pannu et al., 2004). Auf diese Weise ergibt sich eine
autokrine Stimulationsschleife (Jimenez et al., 1996; Pannu und Trojanowska, 2004; Pannu et al.,

2006).

Ein weiterer Faktor, der zur Aktivierung und Proliferation der Fibroblasten beitrdgt, sind ROS,
reaktive Sauerstoffspezies wie z. B. Oz ", die von den Fibroblasten selber freigesetzt werden
(Murrell et al., 1990; Sambo et al., 2001; Servettaz et al., 2007). Unterstiitzend wirken hier
profibrotische Zytokine. TGFB kann einerseits die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)-Oxidase und somit die ROS-Bildung induzieren (Sturrock et al., 2006). Andererseits
wird TGFp selbst von der inaktiven Form durch ROS in die aktive Form umgewandelt (Barcellos-
Hoff und Dix, 1996; Bellocq et al., 1999), sodass sich ebenfalls eine autokrine Feedbackschleife
ergibt (Sambo et al., 2001). Andere profibrotische Zytokine wie PDGF und CTGF, der
»connective tissue growth factor®, sind iiberdies Teil dieser autokrinen Schleife (Meng et al.,
2002; Sambo et al., 2001; Svegliati et al., 2005). AuBerdem setzen andere, an der SSc-
Pathogenese beteiligte Zellen wie Monozyten, Endothel- und Epithelzellen durch NADPH-
Oxidase signifikant mehr ROS frei als gesunde Kontrollen und tragen so zusitzlich zum

oxidativen Stress bei (Holland et al., 1998; Sambo et al., 1999; Servettaz et al., 2007).

Endothelin-1 (ET-1), ein Peptid aus den Endothelzellen, das eine starke Vasokonstriktion bewirkt,
hat dariiber hinaus eine Bedeutung bei der Differenzierung/Aktivierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten und der erhohten Produktion von ECM-Molekiilen (Abraham et al., 1997;
Gabrielli et al., 2009; Shephard et al., 2004). In SSc-F liegen erhohte ET-1-Spiegel vor (Abraham
et al., 1997; Cambrey et al., 1994; Kawaguchi et al., 1994; Vancheeswaran et al., 1994) und die
Expression der ET-1-Rezeptoren ist modifiziert (Abraham et al., 1997; Mayes, 2003; Shi-Wen et
al., 2001). ET-1 trdgt zur profibrotischen Wirkung von TGFp bei und ist fahig, bei gesunden
Fibroblasten einen fibrotischen Phénotyp zu induzieren (Shephard et al., 2004; Shi-Wen et al.,
2001; Shi-wen et al., 2007).

Die Fibrose stellt das Endstadium dieser komplexen Pathogenese dar und ist die Hauptursache
der Symptome der SSc. Graduell ersetzt die Fibrose die Bereiche der vaskuldren Inflammation

und stort die Gewebearchitektur durch die Ablagerung der Proteine der ECM. Die ECM stellt



24

wiederum selbst ein Reservoir fiir profibrotische Zytokine dar (Gabrielli et al., 2009; Varga und

Abraham, 2007).

Inflammation GefiaBschaden

Vorliufer-Zellen )
Pernizyten, MSC, Q T-Zell- und g Endothelzellaktivierung
Fibro-zvte-n - Monozytenaktivierung Leukozytenadhidsion

- U GefiBobliteration

. . & defekte Vaskulogenese
Rekruticrung Fibroblast Autoimmunitit Gewebehypoxic

‘G B-Zellaktivierung
Aktivierung und < |

Differenzierung

O

- Myofibroblast

O

ECM-Synthese, Ablagerung,
Kontraktion, Remodelling

O
FIBROSE

Abb. 1.3.: Ubersicht: 3 Komponenten der Pathogenese der SSc. Eine initiale Vaskulopathie und eine Storung des
spezifischen und unspezifischen Immunsystems mit Autoimmunitét aktivieren Fibroblasten. Diese und zusétzliche
Fibroblasten, die aus Perizyten, Fibrozyten und mesenchymalen Stammzellen rekrutiert werden, differenzieren zu
Myofibroblasten. Durch eine pathologische Synthese von Komponenten der ECM wird das Endstadium des SSc, die
Fibrose, erreicht. Abbildung nach (Varga und Abraham, 2007). MSC = mesenchymale Stammzellen aus dem

Knochenmark.
1.1.7.4. ,,Schliissel““-Mediatoren der Pathogenese der SSc

Zwei profibrotische Zytokine, die essentiell fiir die Aktivierung und Differenzierung der

Fibroblasten sind, sind TGF und PDGF. Thre Wirkung {iber molekulare Signalkaskaden zeichnet

sich durch ein komplexes Zusammenspiel mit den Fibroblasten, mit anderen Zytokinen und

untereinander aus.
1.1.7.4.1. TGFp

TGFp ist ein Zytokin-Homodimer, das, neben seiner Funktion bei Fibrosierungs-Prozessen, eine
Rolle bei der Embryogenese, Zelldifferenzierung und bei der Wundheilung spielt. TGFp kann
von Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen gebildet werden (Gabrielli et al., 2009) und
liegt zuerst in einer inaktiven/latenten Form in der ECM vor, die u. a. durch ROS und Integrin
avps aktiviert werden kann (Asano et al., 2005; Barcellos-Hoff und Dix, 1996; Lafyatis, 2014).

Der aktivierte TGFp bindet an seinen Rezeptor, eine Rezeptor-Serin-/Threonin-Kinase, die als
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Heterodimer aus Typ I und Typ II gebildet wird. Durch die Rezeptor-Dimerisierung findet eine
Phosphorylierung der zytosolischen Serin-/Threonin-Kinase-Aktivitit des Typ I durch Typ II
statt, sodass nachfolgend die Effektormolekiile, die sogenannten SMAD, phosphoryliert werden
kénnen (Massagué, 2000). Bei SSc liegen generell erhohte TGFB-Spiegel vor (Ludwicka et al.,
1995). Aber auch die TGFB-Rezeptoren Typ I und II sind bei SSc auf Protein- und mRNA-Ebene
iiberexprimiert (Kawakami et al., 1998; Kubo et al., 2002; Pannu et al., 2006) und zeigen dabei
ein gedndertes Verhiltnis mit einer erhdhten Ratio von Typ I : Typ II, das mit der Kollegen-
Synthese korreliert (Pannu et al., 2004).

Bei der nachfolgenden TGFp-Signalkaskade kann ein SMAD-abhédngiger und ein SMAD-
unabhéngiger Signalweg unterschieden werden. Beim SMAD-Signalweg binden die
phosphorylierten Rezeptor-SMAD (R-SMAD) 2 und 3 an das Kofaktor-SMAD (coSMAD) 4 und
bilden einen Komplex, der in den Zellkern eindringt und an eine Konsensussequenz aus CAGAC
bindet, das sogenannte SMAD-bindende Element (SBE) (Massagué, 2000; Ramirez et al., 2006;
Varga und Abraham, 2007; Xu et al., 2000). Bei SSc-F ist die Menge von SMAD3 und
phosphoryliertem SMAD2/3 erhoht und vermehrt im Nucleus lokalisiert, was auf eine
Aktivierung des SMAD-Signalweges hindeutet (Mori et al., 2003). Im Zellkern rekrutiert der
Komplex die transkriptionellen Koaktivatoren p300 und CREB-bindendes Protein und reguliert
auf diese Weise die Transkription der TGFpB-regulierten Gene, z. B. Kollagen Typ I (COLIAI,
COL1A42), CTGF, Fibronektin und a-SMA (Chen et al., 1999; Feng et al., 1998; Janknecht et al.,
1998; Massagué, 2000; Shen et al., 1998; Varga und Abraham, 2007). Diese TGFfB-abhingigen
Gene sind bei SSc signifikant iiberexprimiert (Whitfield et al., 2003). SMAD7 hat die Fahigkeit,
diesen SMAD-abhédngigen Signalweg zu inhibieren, ist aber bei SSc vermindert (Dong et al.,
2002). Der SMAD-Signalweg wird aullerdem streng durch die MAP-Kinase-Kaskade (mitogen-
activated protein kinase) kontrolliert. Der Signalweg der MAP-Kinase-Kaskade iiber das kleine
G-Protein Ras/MEK/ERK bewirkt eine Phosphorylierung und Aktivierung von SMAD1 (Leask
und Abraham, 2004; Mulder, 2000; Pannu et al., 2007). Der Spiegel von phosphoryliertem
SMADI1 bei SSc-F ist ebenfalls signifikant erhoht, was eine stindige Aktivierung der SSc-F
erkldren konnte (Pannu et al., 2008).

Dariiber hinaus gibt es einen SMAD-unabhéngigen/Non-SMAD Signalweg, der mit dem SMAD-
abhéngigen Weg u. a. durch die Phosphorylierung der SMAD interagieren kann (Moustakas und
Heldin, 2005; Mu et al., 2012; Pannu et al., 2007). Der TGFB-R kann direkt Non-SMAD-Proteine
phosphorylieren, sodass parallele Signalwege entstehen (Moustakas und Heldin, 2005); u. a.
werden durch TGF3 SMAD-unabhingig zwei weitere MAP-Kinase-Signalwege aktiviert (c-Jun
N-terminale Kinase (JNK) und p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38)) (Atfi et al., 1997; Mu
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etal., 2012; Varga und Abraham, 2007; Zhang, 2009). In einem weiteren Signalweg wird SMAD-
unabhingig iiber die Rho-GTPasen Cdc42, Rac und die Serin-/Threonin-Kinase PAK die
zytosolische Tyrosinkinase (TK) c-Abl (4dbelson murine leukemia viral oncogene homolog)
stimuliert (Atfi et al., 1997; Roig et al., 2000; Wang et al., 2005; Daniels et al., 2004). Die c-Abl-
Expression ist bei SSc erhoht und bei einer Inhibition von c-Abl kann u. a. die TGFp-induzierte
Fibroblasten-Differenzierung zu Myofibroblasten und die Synthese von ECM-Komponenten
herunterreguliert werden (Karimizadeh et al., 2015; Daniels et al., 2004).

TGFp hat eine Schliisselfunktion in der Pathogenese der SSc. Neben der Induktion von ET-1 und
ROS, der Reduktion der Fas-induzierten Apoptose und der konstitutiven Aktivierung der
Fibroblasten durch eine autokrine Stimulationsschleife (s. Kapitel 1.1.7.3.) ist TGFp das stérkste
Zytokin fiir die Myofibroblasten-Differenzierung (Leask und Abraham, 2004).

CTGF, dessen Transkription durch TGFp induziert wird, verstirkt die Bindung von TGFp an
seinen Rezeptor, mit der Folge, dass die TGFp-Signalkaskade unterstiitzt wird (Abreu et al.,
2002). Dariiber hinaus wirkt CTGF selbst profibrotisch. Unabhingig von TGFp fordert es die
Fibroblasten-Proliferation und die Synthese von ECM-Komponenten, sodass bei SSc¢ TGF und
CTGF beziiglich der Fibrose synergistisch zusammenwirken (Holmes et al., 2001; Leask und

Abraham, 2003, 2004).

1.1.7.4.2. PDGF

Der Wachstumsfaktor PDGF, der zuerst in Thrombozyten entdeckt worden war (Ross et al.,
1974), hat als Mitogen eine wichtige Funktion bei der Embryogenese, Wundheilung und anderen
Bindegewebs-Prozessen (Andrae et al., 2008; Betsholtz, 2003; Gabrielli et al., 2009; Heldin und
Westermark, 1999). Er tritt als Homo- oder Heterodimer auf, das aus den verschiedenen
Polypeptid-Ketten (A-D) iiber Disulfidbriicken gebildet wird. Insgesamt ergeben sich fiinf
Isoformen PDGF-AA, -BB, -CC, -DD und das Heterodimer PDGF-AB (Heldin und Westermark,
1999; Li und Eriksson, 2003).

PDGEF bindet als Dimer an den PDGF-Rezeptor (PDGF-R), der wiederum selber ein Homo- oder
Heterodimer aus den PFGF-Ro und PFGF-R ist (PDGF-Raa, PDGF-Rof, PDGF-RBB) (Heldin
und Westermark, 1999). Der PDGF-R ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) mit einer
intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne. Durch die Bindung des PDGF kommt es zu einer
Dimerisierung des Rezeptors mit Autophosphorylierung der Tyrosinreste. Proteine mit einer

SH2-Domine, einem Bindemotiv fiir diese phosphorylierten Tyrosine, binden an die RTK,
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werden aktiviert und setzen weitere komplexe Signalkaskaden in Gang, u. a. die PI3-Kinase und
die Phospholipase C-y (Heldin und Westermark, 1999). Ras, ein kleines G-Protein, wird {iber
Adapter-Molekiile mit SH2-Doméne aktiviert und startet den MAP-Kinase-Signalweg, der als
Downstream-Molekiile die Serin-/Threonin-Kinasen ERK 1/2 beinhaltet (Graf et al., 1997,
Heldin und Westermark, 1999).

Bei SSc sind PDGF und PDGF-Rp erhoht exprimiert, v. a. in mikrovaskuldren Perizyten, was
eine Erklarung fiir die Proliferation und die dadurch entstehende Vaskulopathie bei SSc sein kann

(Gay et al., 1989; Klareskog et al., 1990; Ludwicka et al., 1995; Rajkumar et al., 2005).

Weiterhin aktivieren die Serin-/Threonin-Kinasen ERK1/2 die NADPH-Oxidase, die ROS
erzeugt (Seru et al., 2004; Svegliati et al., 2005). ROS und ERK1/2 stabilisieren Ras durch einen
verminderten proteasomalen Abbau. Auf diese Weise stellt sich bei SSc, durch PDGF induziert,
eine  Auto-Amplifikation des oxidativen Stresses durch Ras/ERK/ROS ein, der
Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Schéden und profibrotische Prozesse begiinstigt (Svegliati et al.,
2005). Die agonistischen Auto-AK gegen PDGF-R induzieren ebenfalls die Ras/ERK/ROS-
Kaskade (s. Kapitel 1.1.7.2.) (Baroni et al., 2006).

In der Wirkung der beiden Zytokine TGFP und PDGF gibt es beziiglich der Signalkaskade
dariiber hinaus Uberschneidungen. Neben dem von beiden aktivierten MAP-Kinase-Weg
Ras/MEK/ERK steigert TGFp bei SSc die Expression von PDGF-Ra (Yamakage et al., 1992).
Durch eine Ko-Stimulation der SSc-F mit TGFB und PDGF, wie sie bei diesem Krankheitsbild
vorliegt, wird somit eine zusétzliche Stimulation der Fibroblasten-Proliferation bewirkt

(Yamakage et al., 1992).
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Abb. 1.4.: Aktivierung der Fibroblasten durch molekulare Signalwege. TGFp und PDGF-R-Auto-AK initiieren
durch das Andocken an ihre Rezeptoren verschiedene Signalkaskaden, die die DNA-Transkription bei SSc
beeinflussen. Der TGFB-R ist eine Serin-/Threonin-Kinase, die R-SMAD2 und R-SMAD3 aktiviert. Zusammen mit
coSMAD#4 bilden sie einen Komplex, der im Zellkern am SBE mit Hilfe von Koaktivatoren die Transkription von
TGF-regulierten Proteinen stimuliert. Eine Inhibition des SMAD-Komplexes ist durch SMAD7 moglich. Es gibt einen
SMAD-unabhéngigen Signalweg mit c-Abl, einer TK, als Downstream-Molekiil. Die PDGF-R-Auto-AK binden an
den PDGF-R, eine RTK, die iiber eine Ras/ERK/ROS-Kaskade oxidativen Stress erzeugt. SBE = SMAD-binding
element. a-SMA = a-smooth muscle Actin. Modifiziert nach (Gabrielli et al., 2009).
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1.2. Imatinib — Ein Tyrosinkinase-Inhibitor

Der vorausgehende Abschnitt unterstreicht den Stellenwert von Proteinkinasen in der
Pathogenese der SSc auf molekularer Ebene. Auch bei anderen Entitdten scheinen Proteinkinasen,
mit den Unterfamilien der Serin-/Threonin-Kinasen und den Tyrosinkinasen, eine zentrale Rolle

innezuhaben (Druker und Lydon, 2000; Roskoski, 2015).

Imatinib, das als Gleevec/Glivec vermarktet wird, ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI), der
sowohl Rezeptor-Tyrosinkinasen als auch zytosolische Tyrosinkinasen hemmen kann (Carroll et
al., 1997; Savage und Antman, 2002). Pharmazeutisch genutzt wird das Imatinib Mesylat, ein
Salz der Methansulfonsdure. Als molekular zielgerichtete Therapie (fargeted therapy) wurde es
zuerst bei der chronisch myeloischen Leukdmie eingefiihrt (Druker und Lydon, 2000; Druker et

al., 1996, 2001; Savage und Antman, 2002).
1.2.1. CML und das Philadelphia-Chromosom

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) gehort zu den malignen Erkrankungen des
hamatopoetischen Systems, bei dem ecine Stammzelle unkontrolliert proliferiert und die
Differenzierung in reife Blutzellen fehlt (Apperley, 2014; Sawyers et al., 1991). Initial
présentieren sich die Patienten mit eher unspezifischen Symptomen wie Nachtschweil und
Gewichtsverlust (Apperley, 2014). Typischerweise gliedert sich der Krankheitsverlauf in drei
konsekutive Phasen (chronische Phase, Akzeleration und Blastenkrise), die mit Fortschreiten der

Krankheit schwerer zu kontrollieren sind (Apperley, 2014).

Auf chromosomaler Ebene entdeckten Nowell und Hungerford in den 1960er Jahren genetische
Veranderungen bei Patienten mit CML in Form einer Verkiirzung von Chromosom 22, das in
diesem Fall als Philadelphia-Chromosom bezeichnet wird (Nowell und Hungerford, 1960a,
1960b; Rowley, 1973). Ausgangspunkt fiir diese Chromosomenmutation ist eine reziproke
Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22, durch die das
Protoonkogen ABLI (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog I) auf Chromosom 22
verlagert wird (de Klein et al., 1982; Rowley, 1973). Das Philadelphia-Chromosom tritt aul3er bei
der CML auch bei kindlichen und adulten Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie und bei
der akuten myeloischen Leukdmie auf (Kurzrock et al., 1987; Specchia et al., 1995; Suryanarayan

etal., 1991).
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Die Bruchstelle auf Chromosom 22 befindet sich nicht an einem singuldren Punkt der DNA,
sondern kann in verschiedenen Abschnitten vorliegen, die sich im Gen ,,breakpoint cluster
region* (BCR) befinden (Groffen et al., 1984; Heisterkamp et al., 1985; Pane et al., 1996; Saglio
et al.,, 1990). Dementsprechend entstechen auf molekularer Ebene unterschiedlich lange
Fusionsgene, BCR-ABL1, die fiir Fusionsporteine mit einem Molekulargewicht von 190, 210 oder
230 kDa codieren (Advani und Pendergast, 2002; Ben-Neriah et al., 1986; Chan et al., 1987; Pane
et al., 1996; Saglio et al., 1990). Diese Fusionsproteine zeigen eine pathologisch gesteigerte TK-
Aktivitdt (Kloetzer et al., 1985; Konopka et al., 1984) und haben so einen Angriffspunkt fiir den
TKI Imatinib.

1.2.2. Imatinib — Struktur und Wirkung

Bei Imatinib handelt es sich um einen Vertreter der 2-Phenylaminopyrimidine, die mit ATP
kompetitiv um die Bindungsstelle an Tyrosinkinasen konkurrieren (Buchdunger et al., 1996;
Carroll et al., 1997; Druker et al., 1996). Neben dem 2-Phenylaminopyrimidin als Grundgeriist
beinhaltet Imatinib noch ein substituiertes Pyridin und eine Amidbindung mit einem Phenyl- und

einem Piperazinyl-Ring (s. Abb. 1.5.) (Nagar et al., 2002).

Abb. 1.5.: Chemische Struktur von Imatinib. Das Grundgeriist stellt das 2-Phenylaminopyrimidin (griin unterlegte
Struktur) dar. Daneben befindet sich in 4-Position des Pyrimidins ein Pyridin (rot), das iiber die 3-Position verkniipft
ist. Uber eine Amidbindung schlieBt sich ein Phenyl-Ring (gelb) und weitergehend ein Piperazinyl-Ring (blau) an
(Nagar et al., 2002). Bei vollstindiger Protonierung von Imatinib (pH 2 im Magen) ergeben sich vier mdgliche
Protonierungsstellen (N'!, N'3, N3! und N34) (Szakécs et al., 2005). Abbildung nach (Buchdunger et al., 1996; Carroll
etal., 1997).

Damit Imatinib an die TK binden kann, ist der ,,activation loop*, eine zentrale Sequenz der TK,
von essentieller Bedeutung. Die Phosphorylierung des Aminosédure-Rests Tyrosin Tyr**® im
activation loop entscheidet dartiber, ob die Kinase in einer aktiven oder inaktiven Konformation

393

vorliegt. Ist Tyr’”” phosphoryliert, ist die TK in einer offenen Konformation stabilisiert, Substrate

konnen binden, nicht aber Imatinib (Nagar et al., 2002; Schindler et al., 2000). Nur wenn Tyr**?
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nicht phosphoryliert ist und die Kinase in einer inaktiven Konformation vorliegt, bindet Imatinib

(Nagar et al., 2002; Schindler et al., 2000).

TK sind hochkonservierte Proteine mit einer C-terminalen katalytischen und einer N-terminalen
regulatorischen Domaéne. Strukturell schiebt sich Imatinib zwischen den N- und C-Lappen dieser
bilobuldren Kinasedoméne (Nagar et al., 2002; Schindler et al., 2000). Auf einer Kontaktfldche
von 1251 A2 bilden sich zwischen Imatinib und der TK Van-der-Waals-Interaktionen und 6
Wasserstoffbriickenbindungen aus, die die Kinase inaktivieren (Nagar, 2007; Nagar et al., 2002;
Schindler et al., 2000).

Auf diese Weise ist Imatinib in der Lage die Aktivitit von TK wie Ber-Abl, c-Abl und RTK, wie
dem PDGF-R, konzentrationsabhéngig in vivo und in vitro zu reduzieren, ohne dass die

Expression der Kinasen verdndert wird (Buchdunger et al., 1996, 2000; Carroll et al., 1997).

1.2.3. Imatinib bei CML

Die Einfiihrung von Imatinib ermdglichte eine zielgerichtete und effektive Therapie bei Patienten
mit CML (targeted therapy). So konnte durch die Behandlung sowohl das periphere Blutbild
normalisiert, als auch die Expression des Philadelphia-Chromosoms reduziert werden (Druker et
al., 2001; Fischer et al., 2002; Kantarjian et al., 2002; Sawyers et al., 2002). Dies wurde auch bei
Patienten erzielt, bei denen die bisherige (Standard-)Therapie mit Interferon-o nur unzureichende
Ergebnisse erbracht hatte (Kantarjian et al., 2002; Sawyers et al., 2002). Selbst in der Endphase
der Erkrankung, der Blastenkrise, sprachen einige Patienten noch auf die Behandlung mit

Imatinib an (Sawyers et al., 2002).

Insgesamt ist Imatinib gut vertrdglich. Als unerwiinschte Arzneimittelwirkung traten u. a. eine
Reduktion von Blutzellen, Ubelkeit und Erbrechen, Durchfille und Odeme auf (Atallah et al.,
2007; Druker et al., 2001; Fischer et al., 2002; Kantarjian et al., 2002; Sawyers et al., 2002). Trotz
des durchschlagenden Erfolgs der Imatinib-Therapie existieren CML-Zelllinien, die gegentiber

einer Behandlung resistent sind (Mahon et al., 2000).

Dies fiihrte zur Entwicklung von TKI der zweiten Generation und dritten Generation. Nilotinib
und Dasatinib, zwei TKI der zweiten Generation, wirken effektiver als Imatinib und kénnen auch
bei den meisten Féllen von Imatinib-Resistenz erfolgreich eingesetzt werden (Cannell, 2007,
Francis et al., 2013; Kantarjian et al., 2006a, 2006b; O’Hare et al., 2005; Shah et al., 2004, 2014;
Talpaz et al., 2006).
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1.2.4. Imatinib bei GIST

Ein weiterer Einsatzbereich von Imatinib sind gastrointestinale Stromatumore, kurz GIST. GIST
sind seltene Tumore des Gastrointestinal-Traktes, deren Pathogenese ebenfalls auf einer
pathologisch verdanderten TK beruht (Hirota et al., 1998; Joensuu et al., 2001). CD117, auch c-kit
genannt, ist eine RTK, die durch eine Mutation in fast 80 % bei GIST konstitutiv aktiviert ist
(Hirota et al., 1998; Iorio et al., 2014).

Imatinib inhibiert selektiv CD117 und die nachfolgende Aktivierung von Signalkaskaden
(Heinrich et al., 2000). Bei einem nicht resektablen oder metastasierten GIST sowie als adjuvantes
Chemotherapeutikum kommt Imatinib daher zum Einsatz (Dematteo et al., 2009; Joensuu, 2012;

Joensuu et al., 2001; van Oosterom et al., 2001).

1.2.5. Imatinib bei SSc

1.2.5.1. Von Kklinischen Beobachtungen zu RCT

Bei der Therapie von CML-Patienten mit Imatinib wurden einige interessante Beobachtungen
gemacht. U. a. zeigte sich bei der Imatinib-Therapie eine Reduktion der Knochenmarks-Fibrose,
die bei CML begleitend auftritt. Die Reduktion war unabhéngig vom zytogenetischen Ansprechen
der Patienten, woraus man schloss, dass ein Mechanismus, unabhingig von der Suppression des
Philadelphia-Chromosoms, verantwortlich sein miisste (Bueso-Ramos et al., 2004; Hasserjian et
al., 2002; Beham-Schmid et al., 2002). AuBBerdem beobachtete man klinische Verbesserungen bei
Patienten, die gleichzeitig unter CML und rheumatoider Arthritis litten, beziiglich ihrer
rheumatischen Beschwerden; daher wurde Imatinib auch als Therapeutikum fiir die rheumatoide

Arthritis untersucht (Eklund und Joensuu, 2003; Miyachi et al., 2003; Sandler et al., 2006).

Distler et al. konnten 2007 zum ersten Mal zeigen, dass eine Inkubation von Fibroblasten mit
Imatinib bei einer Konzentration von 1 pg/mL (= 1,7 pmol) die Synthese von ECM-Molekiilen
wie Kollagen Typ I (COL1A1, COL1A2) und Fibronectin sowohl auf der mRNA- als auch auf
der Proteinebene dosisabhéngig herunterregulieren konnte (Distler et al., 2007). Der Effekt zeigte
keine messbaren toxischen Nebenwirkungen auf die Fibroblasten und war bei der Inkubation mit
den profibrotischen Mediatoren TGFB und PDGF am stérksten (Distler et al., 2007). Bei der
Situation in vivo konnte die Reduktion der ECM-Molekiile und die verminderte Differenzierung
von Fibroblasten zu Myofibroblasten an einem Bleomycin-induzierten Fibrose-Modell und dem

,»tight skin‘“-Maus-Modell, einem Tiermodell fiir die SSc, gezeigt werden (Akhmetshina et al.,
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2009; Distler et al., 2007; Pablos et al., 2004). Imatinib erzielte dariiber hinaus in verschiedenen
Modellen von Lungen-, Nieren- und Leber-Fibrose positive Effekte (Abdollahi et al., 2005; Wang
et al., 2005; Yoshiji et al., 2005). Vor dem Hintergrund der nicht zufriedenen stellenden
Therapieoptionen bei SSc (s. Kapitel 1.1.6. Therapie) kam man deshalb bei der Suche nach neuen

antifibrotischen Substanzen auf Imatinib.

Ab 2008 wurde in Fallberichten und in sehr kleinen Patienten-Kollektiven von ersten positiven
klinischen Beobachtungen bei der Therapie von Patienten mit SSc, nephrogener systemischer
Fibrose und sklerotischer Graft-versus-Host-Reaktion mit Imatinib berichtet (Distler et al., 2008;
Kay und High, 2008; Magro et al., 2009; Olivieri et al., 2009; Sfikakis et al., 2008; van Dacle et
al., 2008).

Bei weiteren, grofler angelegten Studien (Pilotversuche, RCT) fanden sich inkonsistente Befunde
(Bournia et al., 2013). In einigen Studien fithre Imatinib zu einer Verbesserung der kutanen
(mRSS) und/oder der pulmonalen Symptomatik (forcierte Vitalkapazitit (FVC)) (Chung et al.,
2009; Gordon et al., 2014; Hatano et al., 2010; Khanna et al., 2011; Spiera et al., 2011; Tamaki
etal., 2012; Guo et al., 2012), wéhrend es in anderen Studien keinen Effekt zeigte (Khanna et al.,
2011; Pope et al., 2011; Prey et al., 2012). Ubereinstimmend berichten viele der Autoren von
einer groBen Anzahl an Arzneimittelnebenwirkungen, die teilweise einen vorzeitigen Abbruch

der Studien erforderten (Khanna et al., 2011; Pope et al., 2011; Spiera et al., 2011).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Rolle von Imatinib in der Therapie der SSc noch
nicht abschlieBend geklart ist, zumal in den oben genannten Studien nur geringe Fallzahlen
vorlagen und unterschiedliche Dosisschemata zum Einsatz kamen. Umso wichtiger ist daher ein
genaues pathophysiologisches Verstindnis der zelluléren Vorgénge bei dieser Krankheit und des

Eingreifens von Imatinib in diese.

1.2.5.2. Molekulare Zielproteine des Imatinib bei SSc

Zielproteine des TKI Imatinib bei SSc sind der PDGF-R (RTK), c-Abl (TK) und potentiell
SMADI. Imatinib interferiert mit dem PDGF-Signalweg durch die Blockade der TK-Aktivitdt
des PDGF-Rezeptors. Immunhistochemisch konnte in Hautbiopsien nach Imatinib-Therapie eine
Reduktion von phosphoryliertem und damit aktiviertem PDGF-R nachgewiesen werden (Chung
et al., 2009). In einer Studie zur Anwendung bei SSc-assoziierter PAH kam es auflerdem durch

Imatinib zu einer Reduktion des PDGF-BB Spiegels im Blut (Hatano et al., 2010).



34

C-Abl, eine TK und ein SMAD-unabhingiges Downstream-Molekiil der TGFf-Signalkaskade,
wird durch Imatinib ebenfalls inhibiert. Auf diese Weise konnte auf molekulargenetischer Ebene
die TGFp-induzierte Gen-Expression und auf zellulérer Ebene die Myofibroblasten-
Differenzierung reduziert werden (Karimizadeh et al., 2015; Wang et al., 2005; Wilkes und Leof,
2006; Daniels et al., 2004).

Als dritter Angriffspunkt von Imatinib bei SSc¢ wurde SMADI ins Gesprach gebracht. Die
SMADI aktivierende Signalkaskade via Ras/MEK/ERK ist bei SSc verstarkt aktiviert und fiihrt
zu einem erhohten Spiegel von phosphoryliertem SMADI1 (Pannu et al.,, 2008). SMADI1
wiederum stimuliert die CTGF-Expression, was durch Imatinib gehemmt werden kann. Als
Erklarung fiir diesen Mechanismus konnte dienen, dass unter den pathologischen Konditionen

der SSc die c-Abl zur Aktivierung der SMAD1 beitragt (Pannu et al., 2008).

1.2.6. Pharmakokinetik

Um in den verschiedenen Zielzellen bei CML, GIST und SSc wirken zu kénnen, muss Imatinib
nach der Verabreichung aufgenommen und iiber die Blutbahn zu den Zielzellen gebracht werden.
Imatinib wird schnell (innerhalb von 1-2 h) und effektiv vom Gastrointestinal-Trakt
aufgenommen. Die absolute Bioverfiigbarkeit nach oraler Administrierung, im Vergleich zur
intravendsen Gabe (= 100 %), betrdgt bei Imatinib ca. 98 %, was bedeutet, dass das Medikament
nach der Resorption praktisch komplett unveréndert im systemischen Kreislauf zur Verfiigung
steht (Gschwind et al., 2005; Peng et al., 2004, 2005). Im Blut ist Imatinib zu 95 % an
Plasmaproteine, v. a. Albumin, gebunden (Peng et al., 2005). In der Leber wird Imatinib durch
die Cytochrom P450-Enzyme, kurz CYP, v. a. CYP3A4 und CYP3AS5, metabolisiert. Bei diesem
Prozess entsteht der pharmakologisch aktive Metabolit von Imatinib, N-Desmethyl Imatinib
(CGP-74588) (Gschwind et al., 2005; Levéque und Maloisel, 2005; Peng et al., 2005). Die
Halbwertszeiten fiir Imatinib und seinen aktiven Metaboliten betragen etwa 13 h und 20 h. Die
Elimination erfolgt hauptsichlich iiber die Galle/Faeces in Form des Metaboliten und nur zu
einem geringen Anteil {iber die Harnwege (Verhéltnis von 5:1) (Gschwind et al., 2005; Peng et

al., 2005).

2005 konnten Szakacs et al. durch Titrationsexperimente zeigen, dass Imatinib beim
physiologischen pH des Blutes (pH 7,4) zu 33 % als monokationisches Molekiil vorliegt mit
einem einzelnen Proton am Piperazinyl-Ring (N*%) (s. Abb. 1.5.). Je niedrigerer der pH, desto
hoher der Protonierungsgrad des Imatinib. Beim duodenalen pH von 4,6 ist Imatinib zu 80 %

mono- und zu 20 % dikationisch, wiahrend es beim Magen-pH von 2 zu zwei Dritteln trikationisch
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(N*, N N*") und zu einem Drittel voll protoniert mit 4 Protonen vorliegt (N*, N'', N3 N"3) (s.
Abb. 1.5.) (Szakacs et al., 2005).

Da Imatinib bei physiologischem pH zu 33 % als Kation vorliegt und geladene Molekiile nicht
frei durch die Zellmembran diffundieren konnen, unterstreicht dies die Bedeutung einer
Transporter-vermittelten Aufnahme in die Zielzellen. Fiir diese Aufnahme kommen verschiedene,

fiir Kationen geeignete, Transportproteine in Frage.
1.3. Transmembrantransport und Transporter / Carrier

Die Lipiddoppelschicht der menschlichen Zellmembranen, die aus amphiphilen Phospholipiden
besteht, ist nur fiir unpolare, hydrophobe Molekiile permeabel und stellt fiir polare, hydrophile
Molekiile eine Barriere dar. Daher sind bestimmte Transmembranproteine, sogenannte
Transporter, auch Carrier genannt, notig, um geladene organische Molekiile selektiv iiber eine

Zellmembran zu transportieren (Saier, 2000).

Fiir geladene Molekiile, denen die freie/einfache Diffusion unmdglich ist, gibt es verschiedene
Transportarten. Der passive Transport, bei dem die geladenen Molekille dem
Konzentrationsgradienten folgen, ist als erleichterte Diffusion bekannt. Diese besondere Art des
Transports funktioniert ohne Energiezufuhr von auBlen und ist durch spezifische
Transportproteine vermittelt. Diese Transport-Proteine arbeiten Substrat-spezifisch und

unabhéngig vom elektrischen Gradienten (Ciarimboli, 2008; Hediger et al., 2004).

Beim aktiven Transport gibt es den primér aktiven Transport und den sekundér aktiven Transport.
Beim primér aktiven Transport werden Substrate unter ATP-Verbrauch, d. h. direkt Energie-
abhingig, gegen den elektrischen Gradienten bewegt, z. B. durch die ABC-Transporter (47P-
binding cassette) und lonenpumpen. Der sekundér aktive Transport nutzt die Energie aus dem
Transport eines Teilchens mit dem Konzentrations- oder dem elektrischen Gradienten aus, um
eine weiteres Molekiil, in Symport- oder Antiport-Funktion, gegen den Gradienten zu

transportieren (Hediger et al., 2004; Saier, 2000).
1.3.1. SLC-Transporter

Die SLC-Transporter (solute carrier) sind eine Familie der Transmembrantransporter mit
momentan 52 bekannten Mitgliedern und 395 Genen, die sowohl geladene und ungeladene
organische Molekiile als auch anorganische Ionen transportieren kénnen (Hediger et al., 2013).

Zu ihr gehoren Transportproteine, die eine erleichterte Diffusion iiber Carrier und einen sekundéar
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aktiven Transport ermdglichen, nicht aber erleichterte Diffusion {iber Kanalproteine
(Ionenkanéle, Aquaporine) und nicht primér aktive ATP-abhéngige Transportvorgénge (Hediger
et al., 2004, 2013).

Wiéhrend die SLC-Transporter innerhalb der Unterfamilien mindestens 20-25 %
Sequenzhomologien aufweisen, gibt es zwischen den Familien wenige bis keine Homologien
(Eraly et al., 2003; Hediger et al., 2004; Ren und Paulsen, 2005). Obwohl die SLC weit verbreitet
sind und eine lange evolutiondre Entwicklung aufweisen (Eraly et al., 2003; Hoglund et al., 2011),
ist per Nomenklatur fiir die Klassifikation als SLC nicht die phylogenetische Verwandtschaft mit
anderen SLC-Familien entscheidend, sondern die biologische Transport-Funktion. Per
Nomenklatur ist auch die Bezeichnung der Transporter geregelt: Auf,,SLC* als Stammname folgt
die Nummer der Familie (1-52) und ein einzelner GroBbuchstabe (A, B, C...) als Kennzeichnung

der Subfamilie.

In Zwillingsstudien wurde die Vermutung aufgestellt, dass intra- und inter-individuelle
genetische Unterschiede zwischen Menschen fiir 20-95 % der Variabilitit der Medikamenten-
Effekte und der Medikamenten-Verteilung verantwortlich sein kénnten (Kalow et al., 1998). Da
die SLC eine wichtige Rolle bei der Aufnahme und dem Metabolismus der Medikamente spielen,
kénnen Polymorphismen wie Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) und Mutationen
entscheidende Unterschiede in der Pharmakokinetik verursachen (Ciarimboli, 2008; Kerb et al.,

2002; Leabman et al., 2002).

Beziiglich des Spektrums der transportierten Molekiile gibt es unter den SLC zwei Familien, die
den Transport von organischen kationischen Molekiilen (OC) vermitteln, die SLC22A- und die
SLC47A-Transporter-Familie.

1.3.1.1. SLC22A-Transporter

Die SLC22A-Transporter-Familie besteht aus den Organischen Kationen-Transportern (OCT),
den Organischen Kation-/Carnitin-Transportern (OCTN), den Organischen Anionen-
Transportern (OAT) und einem Urat-Transporter (URATI1) (Koepsell, 2013; Koepsell und
Endou, 2004). Die meisten SLC-Transporter sind beziiglich ihrer Substratspezifitit
polyspezifisch und konnen so zur Aufnahme, Verteilung und Exkretion verschiedener
Substanzen, wie Xenobiotika (Tetracthylammonium (TEAY), 1-Methyl-4-phenylpyridinium
(MPP")), Medikamenten (Aciclovir, Metformin) und endogenen Stoffen (Serotonin,
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Prostaglandin E,), in Leber, Niere und Gastrointestinal-Trakt beitragen (Ciarimboli, 2008;
Koepsell und Endou, 2004; Koepsell et al., 2007).

Aufgrund der Sequenzhomologien innerhalb eine SLC-Familie teilen die SLC22A-Transporter
ihre molekulare Struktur, die aus 12 Transmembrandominen (TMD) mit einer a-Helix als
Sekundarstruktur besteht. Zwischen den TMD 1 und 2 befindet sich eine grofie extrazelluldre,
glykosylierte Schleife und zwischen den TMD 6 und 7 liegt eine groBe intrazelluldre Schleife.
Der C- und der N-Terminus des Proteins ist ebenfalls intrazelluldr gelegen (Burckhardt und
Wolff, 2000; Ciarimboli, 2008; Koepsell und Endou, 2004). An den intrazellularen Schleifen der
Transporter der SLC22A-Familie zeigen sich viele mogliche, oft in allen OCT konservierte,
Phosphorylierungsstellen, u. a. fiir Serin-/Threonin-Kinasen (Proteinkinase A (PKA),
Proteinkinase C (PKC), Proteinkinase (PKG)) und Tyrosinkinasen, die zur Regulation der
Transporter beitragen konnen (Burckhardt und Wolff, 2000; Ciarimboli und Schlatter, 2005) (s.
Abb. 1.6.).

extrazellulir

intrazellulir

HOOC

Abb. 1.6.: Molekulare Topologie des hOCT1. 12 TMD, intrazelluldrer N- und C-Terminus, zwischen TMD 1 und 2
liegt eine extrazelluldre, glykosylierte Schleife und zwischen TMD 6 und 7 eine intrazelluldre Schleife mit

Phosphorylierungsstellen fiir PKA (weile Punkte) und PKC (schwarze Punkte). Modifiziert aus (Ciarimboli, 2008).

Die SLC22A-Carrier arbeiten mit einem passiven Transportmechanismus, als Uniporter (OCT 1-
3), als Anionen-Austauscher (OAT1, OAT3), als Natrium (Na*)-/OC-Cotransporter bzw. H*-/OC-
Antiporter (OCTNI1) und als Na*-/Carnitin-Cotransporter (OCTN2) (Koepsell und Endou, 2004;
Pelis und Wright, 2014). Fiir den Transport von organischen Kationen kommen aus der SLC22A-
Familie nur die Subgruppe der OCT und der OCTN in Frage.
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1.3.1.1.1. OCT

Die Mitglieder der OCT-Familie haben zwischen 550 und 560 Aminosduren und weisen, neben
der molekularen Topologie des Transporters (s. Abb. 1.6.), Spezies-libergreifend viele
Gemeinsamkeiten beziiglich der Transport-Charakteristiken auf (Ciarimboli, 2008; Gorboulev et
al., 1997; Koepsell et al., 2007). Die Triebkraft fiir den Transport ist allein der elektrochemische
Gradient. Der Transport verlduft Na‘-unabhidngig, Protonen-unabhingig, elektrogen, d. h.
Ladungs-verschiebend, und ist reversibel (Koepsell und Endou, 2004; Koepsell et al., 2007). Bei
den Substraten, die transportiert werden kénnen, gibt es dariiber hinaus viele Uberschneidungen,
z. B. ist der Transport der Modell-Kationen MPP"und TEA" durch alle OCT moglich; allerdings
weisen die Transporter unterschiedliche Affinitdten auf (Koepsell et al., 2007).

1.3.1.1.1.1. OCT1 (SLC22A1)

Der OCT1 der Ratte, rOCT1, war 1994 der erste der OCT, der durch Klonen identifiziert werden
konnte (Griindemann et al., 1994). Der OCT beim Menschen, hOCT1, ist v. a. in der Leber
(Gorboulev et al., 1997, Zhang et al., 1997), aber auch in der Plazenta (Wessler et al., 2001) und
im Bronchialgewebe (Lips et al., 2005) exprimiert und vermittelt die basolaterale Aufnahme von
Substanzen in die Zelle. In der Leber bewirkt der hOCT1 mit seiner sinusoidalen Expression die
Aufnahme von Xenobiotika und Medikamenten in die Hepatozyten, die dort liber die Prozesse
der Biotransformation entgiftet und apikal mit der Galle ausgeschieden werden konnen

(Ciarimboli, 2008; Koepsell et al., 2007).

1.3.1.1.1.2. OCT2 (SLC22A2)

Im Gegensatz zum hOCT1 ist der hOCT2 primédr in der Niere exprimiert, wo er in der
basolateralen Membran lokalisiert ist. Dort trédgt er zum Uptake von OC in die proximalen
Tubuluszellen bei, die wiederum Medikamente und andere Substanzen iiber die luminale
Membran mit dem Urin exkretieren konnen (Gorboulev et al., 1997; Koepsell und Endou, 2004;
Motohashi et al., 2002). AuBerdem kann der hOCT2 noch in anderen Organen wie dem Gehirn
(Cortex und subkortikale Nuclei) nachgewiesen werden (Busch et al., 1998).

1.3.1.1.1.3. OCT3 (SLC22A3)

Das Expressions-Spektrum des hOCT3 ist sehr breit, denn man findet ihn im Skelettmuskel als

auch in der Plazenta, in der Leber, der Niere, im Herz und im zentralen Nervensystem (Inazu et
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al., 2003; Koepsell et al., 2007; Shang et al., 2003; Verhaagh et al., 1999; Wessler et al., 2001;
Wu et al., 2000). Im Gehirn tragt der hOCT3 u. a. zur Regulation der Salzaufnahme und der
interstitiellen Konzentration von monoaminen Neurotransmittern und Neurosteroiden beli,

weswegen er auch als extraneuronaler Monoamin-Transporter bezeichnet wird (Griindemann et

al., 1998; Vialou et al., 2004).

1.3.1.1.2. OCTN

1.3.1.1.2.1. OCTN1 (SLC22A4)

Der OCTNI1 unterscheidet sich von den OCT beziiglich der molekularen Topologie v. a. durch
ein Nukleotid-Bindungsstellen-Motiv, weshalb er als neuartig (Novel) bezeichnet wurde (Tamai,
2013; Tamai et al., 1997). Er ist in verschiedenen Organen und Geweben, u. a. in der Niere, der
Trachea, im Knochenmark, in Spermien, in Mitochondrien und in Monozyten exprimiert
(Griindemann et al., 2005; Lamhonwah und Tein, 2006; Tamai et al., 1997, 2004; Xuan et al.,
2003).

Zu seinem Transport-Mechanismus und seiner Funktion gibt es verschiedene Hypothesen.
Einerseits arbeitet der OCTN1 bidirektional, multispezifisch, elektroneutral und pH-abhéngig als
H'-/OC-Antiporter, mit einer niedrigeren Aktivitit bei azidischem pH extrazellular (Koepsell und
Endou, 2004; Tamai, 2013; Tamai et al., 1997; Yabuuchi et al., 1999). Daher wurde vermutet,
dass er u. a. bei der Exkretion von Xenobiotika und der Resorption von OC, z. B. apikal an der
Biirstensaummembran der proximalen Tubuli, eine Rolle spielen konnte (Jong et al., 2011;

Koepsell und Endou, 2004; Tamai, 2013; Tamai et al., 1997, 2004; Yabuuchi et al., 1999).

Andererseits zeigten Griindemann et al. 2005, dass der OCTN1 ein hochspezifischer Aufnahme-
Transporter flir das zwitterionische Antioxidans Ergothionein (ET) ist (K 21 pmol) (Cheah und
Halliwell, 2012; Griindemann et al., 2005; Griindemann, 2012). Deshalb wird eine andere
Funktion des OCTNI1 in der Regulation des oxidativen Stresses durch die ET-Aufnahme gesehen.
Da OCTNI ET 100-fach effizienter aufnimmt als die OC TEA™ und Carnitin, wurde auch die
Bezeichnung ,,ET-Transporter fir den OCTN1 vorgeschlagen (Griindemann et al., 2005).
Wihrend bei OCTNI1 andere OC (z. B. TEA") zusammen mit H" durch eine Antiporter-Funktion
aufgenommen werden, wird ET zusammen mit Na* durch einen Kotransport in die Zelle befordert

(Griindemann et al., 2005).
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Dariiber hinaus konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem OCTNI1 und der
rheumatoiden Arthritis nachgewiesen werden. Ein SNP in einem der Transkriptionsfaktoren, die
die Transkription des OCTNI1 steuern, RUNX1 (Runt-related transcription factor 1), bewirkt eine
erhohte Suszeptibilitit fiir rheumatoide Arthritis (Tokuhiro et al., 2003).

1.3.1.1.2.2. OCTN2 (SLC22A5)

Der OCTN2 ist ein Na'-/Carnitin-Cotransporter mit einer hohen Affinitit fiir Carnitin (K
4,3 umol) (Koepsell et al., 2007; Ohashi et al., 1999; Tamai et al., 1998, 2001; Wagner et al.,
2000). Er ist in vielen Zellen exprimiert, besonders stark in der Niere, der Skelettmuskulatur, der
Plazenta und im Herz (Grigat et al., 2009; Tamai et al., 1998, 2001; Wu et al., 1999). Neben
Carnitin transportiert der OCTN2 polyspezifisch auch verschiedene andere OC, z. B. TEA" und
Verapamil, allerdings Na‘-unabhéngig (Ohashi et al., 2001; Wu et al., 1998, 1999).

Da Fettsduren ohne Carnitin nicht in die Mitochondrien zur B-Oxidation aufgenommen werden
koénnen, wurde daraus geschlossen, dass der OCTN2 ein essentieller Transporter fiir die Carnitin-
Aufnahme und damit fiir den Fettsdure-Stoffwechsel darstellt (Tamai, 2013). Es konnte gezeigt
werden, dass Mutationen des OCTN2 zu einer ungeniigenden Carnitin-Aufnahme in die
Muskelzellen filhren und so die primédre systemische Carnitin-Defizienz, eine
Stoffwechselerkrankung, verursachen (Hashimoto et al., 1998; Koizumi et al., 1999; Nezu et al.,

1999; Tang et al., 1999).

1.3.1.1.3. Regulation der SLC22A-Transporter

Die SLC22A-Transporter sind auf vielfdltige Weise reguliert. Einerseits ist eine kurzfristige
Regulation durch Phosphorylierung an den Phosphorylierungs-Konsensussequenzen bekannt, die
Subtyp-, Spezies- und Gewebe-abhéangig ist und zu einer gednderten Affinitdt fiir bestimmte
Substrate fiihren kann. Andererseits gibt es eine Langzeit-Regulation der SLC22A-Transporter,
die u. a. Uber Hormone und die Transkriptions-Kontrolle vermittelt wird (Ciarimboli und

Schlatter, 2005).

OCT1 wird durch die PKA inhibiert und durch Calmodulin, die Calmodulin-abhéngige Kinase 11
und die TK Lck (lymphocyte specific protein tyrosine kinase) stimuliert (Ciarimboli und Schlatter,
2005; Ciarimboli et al., 2004). Passend zu einer Lokalisation an der basolateralen Seite der

Hepatozyten ist die Transkriptions-Regulation des OCT1-Promoters u. a. iiber den HNF-4a
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(Hepatocyte nuclear factor 4 ), einen Leber-assoziierten nukledren Transkriptionsfaktor, der als

Homodimer an die DNA bindet, gesteuert (Saborowski et al., 2006).

Als Mitglied der SLC22A wird OCT2 ebenfalls durch die PKA inhibiert und durch Calmodulin
und die Calmodulin-abhingige Kinase II stimuliert (Cetinkaya et al., 2003; Ciarimboli und
Schlatter, 2005). Dariiber hinaus wird der OCT2 durch die PI3-Kinase und den second Messenger
zyklisches Guanosinmonophosphat (¢cGMP) gehemmt, der vermutlich an ein cGMP-bindendes
Protein andockt und auf diese Weise mit dem OCT?2 interagiert (Cetinkaya et al., 2003; Ciarimboli
und Schlatter, 2005; Schlatter et al., 2002).

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei OCT3 keine typische Aktivierung durch Proteinkinasen,
sondern eine verstidrkte Aktivierung im dephosphorylierten Stadium. Durch die Protein-Serin-
/Threonin-Phosphatase und die Protein-Tyrosin-Phosphatase, die die Phosphorylierung durch die
ihnen entgegen gesetzten Kinasen riickgéngig machen, erfolgt eine signifikante Stimulation des
Substrat-Transportes (Martel et al., 2001). Durch Calmodulin und die Calmodulin-abhéngige
Kinase II sowie die Phosphodiesterase 1, diec den Abbau von ¢cGMP bewirkt, wurde OCT3
ebenfalls aktiviert (Ciarimboli und Schlatter, 2005; Martel et al., 2001; Massmann et al., 2014).

Fiir OCTNI1 konnte gezeigt werden, dass eine Regulation durch das Scaffold-Protein NHE-RF3
(Na'/H" exchanger regulatory factor 3) besteht. NHE-RF3 interagiert mit dem C-terminalen
Ende des OCTNI1 und ist so an seinem molekularen Trafficking und der Lokalisation in der

Biirstensaummembran der proximalen Tubuli beteiligt (Ciarimboli und Schlatter, 2005; Gisler et

al., 2003).

1.3.1.2. SLC47A-Transporter

Die SLC47A-Transporter-Familie besitzt zwei bisher bekannte Mitglieder, MATE1 (SLC47A1)
und MATE2 (SLC47A2), die ,,Multidrug and Extrusion Proteins*“. Die MATE arbeiten als
polyspezifische, elektroneutrale, bidirektionale H'-/OC-Antiporter und sind entscheidend an der
transepithelialen Sekretion von OC beteiligt (Motohashi und Inui, 2013a; Omote et al., 2006;
Otsuka et al., 2005; Pelis und Wright, 2014). Wihrend OCT1 und OCT2 primér basolateral in
Leber und Niere lokalisiert sind und eine OC-Aufnahme bewirken, befinden sich die MATE in
den apikalen Membranen der Nieren-Tubuli und der Gallenkandlchen. Dort bewirken sie die
Sekretion der, durch die OCT aufgenommenen, OC in Urin und Galle und orchestrieren so
zusammen mit OCT die Exkretion von OC im Menschen (Meyer zu Schwabedissen et al., 2010;

Motohashi und Inui, 2013a, 2013b; Otsuka et al., 2005; Sato et al., 2008; Staud et al., 2013).
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Die molekulare Topologie der SLC47A-Transporter unterscheidet sich von der der SLC22A-
Transporter. Wahrend MATE in Bakterien und Pflanzen 12 TMD aufweist, zeigen sie im
Menschen 13 TMD mit einem externen COOH-Terminus. Zwischen TMD 12 und 13 befindet
sich eine grofe zytolplasmatische Schleife. Der N-Terminus liegt intrazelluldr (Zhang und
Wright, 2009; He et al., 2010; Motohashi und Inui, 2013a). Obwohl sie fiir die Transport-Funktion
nicht notwendig ist, scheint die TMD 13 die Umsatzrate des MATE zu beeinflussen (Zhang und
Wright, 2009).

Fiir die Substrat-Selektivitdt muss gesagt werden, dass MATE1 und MATE2 ein breites Spektrum
an OC transportieren und dabei in der Selektivitdt untereinander stark tiberlappen (Astorga et al.,

2012; Motohashi und Inui, 2013a; Ohta et al., 2009; Tanihara et al., 2007).

1.3.1.2.1. MATE1 (SLC47A1)

Der MATE] ist vor allem in den proximalen Tubuli der Niere, aber auch in der Plazenta, der
Leber und der Skelettmuskulatur exprimiert (Otsuka et al., 2005; Terada et al., 2006). Durch seine
Funktion als H"-/OC-Antiport arbeitet MATE1, wie auch MATE2, pH-abhingig (Motohashi und
Inui, 2013a). Ein sehr potenter und spezifischer Inhibitor dieser Transportfunktion ist das
Antiprotozoikum Pyrimethamin (K, 77 nmol) (Ito et al., 2010).

1.3.1.2.2. MATE2 (SLC47A2)

Bei MATE2 sind mehrere Isoformen, die durch Spleilvorgénge entstehen, identifiziert worden,
u. a. MATE2-B und MATE2-K. MATE2-K tritt nur in der Biirstensaummembran der proximalen
Tubuli der humanen Niere auf (Koepsell et al., 2007; Masuda et al., 2006). Zusammen bewirken
MATE! und MATE2-K in der Niere die Exkretion von OC iiber die Biirstensaummembran
(Masuda et al., 2006; Motohashi und Inui, 2013a).
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1.3.2. Imatinib und Transporter

1.3.2.1. Imatinib-Influx

Thomas et al. konnten 2004 zeigen, dass die Imatinib-Aufnahme in CML-Zellen
temperaturabhingig ablduft, was auf einen aktiven Aufnahmeprozess hindeutet (Thomas et al.,
2004). Weiterhin konnten sie als Erstes durch einen funktionellen Aktivitidts-Assay mit
spezifischen Inhibitoren des hOCT1 darlegen, dass die Imatinib-Aufnahme bei CML {iber den
hOCT1, und nicht iiber hOCT2 oder hOCT3 vermittelt wird (Thomas et al., 2004). White et al.
konnten diese Ergebnisse 2006 bestitigen, indem sie mit Prazosin, einem hOCT 1-Inhibitor, die
intrazelluldre Imatinib-Aufnahme hemmten (White et al., 2006). Patienten mit einer hohen
hOCT1-Expression zeigten in retrospektiven Studien ein signifikant besseres zytogenetisches
Ansprechen und eine ldngere Gesamtiiberlebenszeit, sodass die hOCT 1-Expression vor Therapie-
Beginn sogar als potenter Pradiktor fiir das zytogenetische Ansprechen vorgeschlagen wurde
(Crossman et al., 2005; Eechoute et al., 2011; Nardinelli et al., 2012; Wang et al., 2008; White et
al., 2006).

In einer Arbeit von Hu et al. hingegen konnte mit einem Xenopus laevis-Modell weder eine
Interaktion zwischen OCT1 und Imatinib nachgewiesen werden, noch zeigten Patienten mit
Funktions-reduzierten Gen-Varianten des hOCT 1 signifikant gednderte Plasma-Konzentrationen
des Medikaments (Hu et al., 2008). Alternativ wurden durch Hu et al. mithilfe des Xenopus laevis-
Modells weitere mogliche Imatinib-Uptake-Transporter identifiziert, die fiir andere TKI durch
andere Arbeitsgruppen ebenfalls als aufnehmende Transporter vorgeschlagen wurden: OCTN2
(SLC22A5) sowie OATP1A2 und OATP1B3, die beide Mitglieder der SLC21A-Transporter-
Familie sind (Hu et al., 2008; Khurana et al., 2014a, 2014b). Dariiber hinaus wurden MATE1 und
MATE2 als mogliche Carrier postuliert. Da Imatinib und andere TKI bei klinisch relevanten
Konzentrationen starke hemmende Effekte auf OCT1, MATE] und MATE2 demonstrierten,
wurde daraus geschlossen, dass Imatinib ein Substrat dieser Transporter sein konnte und es zu
einem signifikanten Wechselspiel zwischen Imatinib und anderen Substraten dieser SLC kommen

kann (Minematsu und Giacomini, 2011).
1.3.2.2. Imatinib-Efflux

Es gibt verschiedene Carrier, die flir den Efflux von Medikamenten und dadurch fiir
Medikamenten-Resistenzen verantwortlich gemacht werden, u. a. die ABC-Transporter-Familie

mit den Subfamilien ABCA-ABCG. Die ABC-Transporter binden Substrate spezifisch und
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vermitteln einen primér aktiven Transport gegen den Konzentrationsgradienten unter Hydrolyse

von ATP (Dean et al., 2001; Kunjachan et al., 2013).

Bis zu 40 % der CML-Patienten entwickeln unter der Imatinib-Therapie eine Resistenz gegen
TKI, was einerseits auf BCR-ABL-Kinase-Doméne-Mutationen und Gen-Amplifikation
zuriickgefiihrt wird, andererseits aber auch auf die ABC-Transporter (Apperley, 2007; Burger und
Nooter, 2004; Francis et al., 2013; Giannoudis et al., 2014; Lucas et al., 2008; Mahon et al., 2000).

Bisher konnte gezeigt werden, dass Imatinib ein Substrat der Effluxpumpen ABCB1 (Burger et
al., 2005; Czyzewski und Styczynski, 2009; Dai et al., 2003; Hu et al., 2008; Thomas et al., 2004;
Hamada et al., 2003), ABCG2 (Burger et al., 2004, 2005; Eechoute et al., 2011; Hu et al., 2008;
Noguchi et al., 2009), ABCC1 (Czyzewski und Styczynski, 2009) und ABCC3 (Eechoute et al.,
2011; Giannoudis et al., 2014) ist. In Experimenten war u. a. in ABCB1-transfizierten Zellen der
Imatinib-Transport nach extrazellulér signifikant stérker als die Imatinib-Aufnahme nach
intrazelluldr und auBerdem durch spezifische ABCB1-Inhibitoren hemmbar (Illmer et al., 2004;
Mabhon et al., 2003; Thomas et al., 2004).

Vor Beginn der Therapie bei CML scheint keine signifikante Korrelation zwischen der
Expression der ABCB1, ABCG2 und ABCC1 und dem Therapie-Erfolg zu bestehen (Crossman
etal., 2005; Eechoute et al., 2011; Wang et al., 2008). Im Gegensatz dazu fiihrt die kontinuierliche
Exposition mit Imatinib zu einer deutlichen Heraufregulation der ABC-Transporter-Expression,
17-fach bei ABCG2 und 5-fach bei ABCBI1, sodass die intrazellulare Akkumulation von Imatinib
bei CML im Verlauf der Therapie signifikant sinkt (Burger et al., 2005). Dartiber hinaus zeigten
Patienten mit einer hohen ABCC3-mRNA-Expression ein schlechteres Ansprechen auf die

Imatinib-Therapie (Giannoudis et al., 2014).

Interessanterweise konnten Hu et al. 2008 in einer Mikroarray-Analyse nachweisen, dass es bei
CML-Zellen beziiglich der mRNA-Expression der SLC- und ABC-Transporter eine
Wechselbeziehung gibt. Diese Verkniipfung zwischen OCT1 und OATP1A2, ABCB1, ABCC3
und ABCG2 konnte eine weitere Erklarung dafiir sein, warum die OCT1-Expression als Pradiktor

fiir den Therapie-Erfolg dienen kann (Hu et al., 2008).

Zur klinischen Bedeutung von genetischen Varianten, wie SNP, beziiglich des Imatinib-Efflux
durch die ABC-Transporter gibt es unterschiedliche, z. T. widerspriichliche Ergebnisse. Einige
Polymorphismen scheinen das Ansprechen auf eine Imatinib-Therapie zu verbessern (Ni et al.,

2011) und andere zu verschlechtern (Eechoute et al., 2011; Kim et al., 2009).
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Bei den GIST spielen fiir den Efflux unter Imatinib-Therapie ABCB1 und ABCCI1 eine Rolle;
ABCQG?2 scheint nicht exprimiert zu sein (Eechoute et al., 2011; Pérez-Gutiérrez et al., 2007; Plaat
et al., 2000; Théou et al., 2005).

Trotz der groBen pharmakologischen Bedeutung der ABC-Transporter bei der Imatinib-Therapie

gibt es noch ungeklirte Fragen. Bisher adressiert keine Arbeit die Ausschleusungsmechanismen

bei SSc sowie den Imatinib-Influx bei GIST.

Signal-
transduktion

Signal-

transduktion transduktion

CML GIST

Abb. 1.7.: Imatinib-Signalkaskade bei CML, SSc und GIST. Imatinib wird iiber SLC-Transporter in die
Effektorzellen (CML-Zellen, Fibroblasten und GIST-Zellen) aufgenommen und wirkt als TKI hemmend auf die Ber-
Abl, c-Abl, den PDGF-R und c-kit. Dadurch wird die, durch diese TK/RTK vermittelte, Phosphorylierung und
Signaltransduktion verhindert. Bei CML ist vermutlich OCT1 fiir die Aufnahme verantwortlich, bei SSc und GIST sind
die Transporter bis jetzt unbekannt. Bei CML konnen die ABC-Transporter ABCB1 und ABCG2 und bei GIST die
ABC-Transporter ABCB1 und ABCC1 einen Efflux des Imatinib bewirken. Zu SSc liegen bisher keine Daten vor.
Modifiziert nach https://www.pharmgkb.org/pathway/PA164713427#PGG, Connie Oshiro, abgerufen am 6.12.2015,
21.33 Uhr.
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2. Ziel der Arbeit

Das Ziel meiner Arbeit ist die Untersuchung der Aufnahme von Imatinib in dermale Fibroblasten,
wobei die SSc-Fibroblasten (SSc-F) mit humanen Hautfibroblasten (hH-F) von gesunden

Probanden als Kontrolle verglichen wurden.

Ein Aspekt war die Charakterisierung der Transporter-Vorginge beziiglich ihrer Abhingigkeit

von Temperatur, Kinetik und pH.

Dariiber hinaus wurde untersucht, welche Transporter in SSc-F und hH-F exprimiert sind und
welche Transporter aufgrund ihrer Eigenschaften fiir die Imatinib-Aufnahme in die Fibroblasten

in Frage kommen.

Im Weiteren wurde eruiert, ob sich durch die zwei Schliisselmediatoren der SSc, TGFp und

PDGF, die Expression der Transporter oder die Imatinib-Akkumulation &ndert.

Fiir die Charakterisierung der Transporter-Vorginge und die Imatinib-Aufnahme wurden zwei
Methoden angewandt: Die indirekte Mikrofluorimetrie-Methode, bei der die Aufnahme eines
fluoreszierenden organischen Kations (OC) durch Imatinib gehemmt und mit einem
Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Lesegerdt vermessen wurden, sowie der direkte Imatinib-
Nachweis in Zelllysaten per HPLC (high performance liquid chromatography) nach Inkubation

mit einer Imatinib-Lésung.

Fiir die Bestimmung der Expression der Transporter basal und nach Stimulation mit den
Mediatoren fanden die semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und die quantitative

PCR Anwendung.
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2.1. Vorarbeiten

2.1.1. Kompetitive Inhibition der ASP*-Aufnahme durch Imatinib: ICso-
Werte

Die medizinische Doktorandin Meike Fischer, die Diplomandin Marion Viktor und die
naturwissenschaftliche Doktorandin Saliha Harrach fiihrten jeweils kompetitive Inhibitions-
Experimente mit HEK 293-Zellen, die stabil mit den organischen Kationentransportern hOCT1-
3, hOCTN1-2 und hMATEI transfiziert wurden, durch. Mit der Mikrofluorimetrie-Methode
konnten sie an den verschiedenen Zelltypen zeigen, dass die Aufnahme des fluoreszierenden
organischen Kations 4-(4-(Dimethylamino)styryl)-N-Methylpyridinium Iodid (ASP*) mit
steigenden Imatinib-Konzentrationen abnahm. Hierdurch lie$3 sich fiir die apparente Affinitét ein
ICso-Wert, eine mittlere inhibitorische Konzentration, bestimmen, bei dem durch einen
Antagonisten, bzw. Inhibitor, eine halbmaximale Inhibition des Transportvorganges (50 %)
erreicht wird. Fiir die mit hOCTN2 transfizierten HEK 293-Zellen konnte kein ICso-Wert der
ASP*-Aufnahme bestimmt werden, da ASP* kein spezifisches Substrat des hOCTN2 darstellt
(Victor, 2010) (Daten nicht gezeigt), was auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden

konnte (Grigat et al., 2009).

Tabelle 2.1.: ICso-Werte fiir Imatinib an hOCTs. Die Bestimmung der apparenten Affinititen (ICso-Werte) der
verschiedenen Transporter fiir Imatinib wurde mittels Hemmung der ASP*-Aufnahme in, mit dem entsprechenden
Transporter, stabil transfizierten HEK 293-Zellen durchgefiihrt. Diese Werte wurden durch Meike Fischer, Marion
Viktor und Saliha Harrach bestimmt.

hOCT ICso-Wert Imatinib
hOCT1 5 pmol

hOCT?2 3 pmol

hOCT3 53 pmol

hOCTNI1 31 pmol

hMATEI1 21 nmol

Imatinib fiihrt zu einer konzentrationsabhéngigen Inhibition der ASP*-Aufnahme (siehe Tabelle
2.1.). Wiahrend die ICso-Werte fiir hOCT1 und hOCT2 mit 5 pmol und 3 umol beide im
einstelligen umol-Bereich liegen, zeigen hOCT3 und hOCTN1 deutlich hohere ICso-Werte im
zweistelligen umol-Bereich. Mit einer apparenten Affinitdt von 21 nmol stellt sich Imatinib als

potentester Inhibitor der ASP*-Aufnahme bei hMATE] heraus.
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2.1.2. Transporter-vermittelte Aufnahme von Imatinib in transfizierte HEK-

Zellen

Die direkte Aufhahme von Imatinib in die transfizierten HEK-Zellen wurde durch Meike Fischer
und Saliha Harrach mit der Imatinib-Akkumulations-Methode untersucht, bei der die SLC-
iiberexprimierenden HEK 293-Zellen 10 min mit einer 10 umol Imatinib-Losung bei 37 °C

inkubiert und der Imatinib-Gehalt der Zelllysate in der HPLC vermessen wurde.

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass HEK 293-Zellen, die hOCT3 und hOCTN2
iiberexprimieren, keine signifikant unterschiedliche Imatinib-Aufnahme zum HEK 293-Wildtyp
zeigen (s. Abb. 2.1.). Demnach besitzen sie nur eine geringe Funktion in der Imatinib-Aufnahme.
Im Gegensatz dazu weisen HEK 293-Zellen mit einer Uberexpression von hOCT1 und hOCT2
(1,2 £ 0,2 und 1,3 £ 0,1 nmol/mg Protein) sowie hOCTNI und hMATE1 (1,0 + 0,2 und
1,2 + 0,2 nmol/mg Protein) eine signifikant hohere Imatinib-Konzentration in den Lysaten im
Vergleich zur Kontrolle (0,5 + 0,03 nmol/mg Protein) auf. Diese Tatsache bestitigt, dass diese
SLC Imatinib in signifikanter Weise transportieren konnen und qualifiziert sie als mogliche

Imatinib-Transporter in verschiedenen Zelltypen.

1.5 *

—
<

e
bl

spezifische Imatinib-Aufnahme
[nmol/mg Protein]

0.0’ T T T T T T
Wt OCT1 OCT2 OCT3 OCTN1 OCTN2 MATEI1

Abb. 2.1.: Ergebnisse der Imatinib-Akkumulation bei HEK 293-Wildtyp-Zellen (= Wt) und stabil mit hOCT1-
3, hOCTN1-2 und hMATET1 transfizierten HEK 293-Zellen. Zur Bestimmung wurde die Imatinib-Akkumulations-
Methode angewendet, Normalisierung auf nmol/mg Protein. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM mit n = 4-12.
* = signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (HEK 293-Wildtyp-Zellen) mit one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test.

Darstellung von Saliha Harrach.




3. Material

3.1. Geriite

Tabelle 3.1.: Fiir die experimentellen Arbeiten verwendete Geriite.

Geriit
Abzug

Autoklav

Chemilumineszenz-
Detektor

CO;-Inkubatoren

Einfrierbehilter

Eismaschine

Elektrophorese-
System (SDS-
PAGE)
Gefrierschrank/
Kiihlschrank/

Gelelektrophorese-
System

Heizblock

HPLC
(High-Performance
Liquid
Chromatography)

HPLC-Séaule

Geriitetyp
Abzug Koéttermann

Abzug Waldner
Varioklav

Systec VX-75
Lumi-Imager F1 Workstation

Heraeus BB 16
Forma™ 311
Nalgene® Mr. Frosty™
Ziegra ZBE 70-35

Mini-PROTEAN Tetra Cell
Eleketrophorese Zelle

Bosch cooler
Bosch Comfort, GSN40A31

AEG, Oko Santo electronic
PerfectBlue™, Mini ExM

Modell DB-2A

Thermoblock TB1
Accela 600 HPLC mit
- Accela UV/VIS-Detector

- Accela Autosampler
- Accela 600 Pumpe

Accucore C18 (RP18, ODS)
(2.6 um; 2.1 x 100 mm)

Hersteller
Kottermann GmbH &
Co KG, Uetze

Waldner Laboreinrichtungen
GmbH & Co. KG, Wangen

HP Labortechnik GmbH,
Oberschleissheim

Systec GmbH, Linden
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen

Ziegra Eismaschinen
Isernhagen, Germany

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

Robert Bosch GmbH,
Gerlingen

Robert Bosch GmbH,
Gerlingen

AEG, Niirnberg
PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, UK
Biometra GmbH, Gottingen

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte
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HPLC-Vorsaule

inverses Mikroskop

Magnetriihrer

Mikrotiterplatten-
Fluoreszenz-
Lesegerit

Mikrowelle

Multipette
pH-Meter
Pipette

Pipettierhilfe

Pumpe

qPCR Maschine

Schiittler

Sterilbank

Stickstofftank

Stromversorgungs-
gerat
(Elektrophorese)
Thermocycler

Accucore C18 Defender
Vorsédule
(2.6 um; 2.1 x 10 mm)

Zeiss Axiovert 25 C
Zeiss Axio Vert.Al
Variomag® Mono

Variomag® Mono Komet

IKAMAG®, Typ RH

Infinite® F200

exquisit Mikrowelle MW 2700

Eppendorf Multipette® Plus
InoLab® Labor pH-Meter 720

Eppendorf Research® plus,
0.1-2.5ul, 0.5-10 uL, 2-20 uL,
10-100 uL, 20-200 uL, 100-
1000 uL

Accu-jet® pro

neoAccupette

VWR Vakuum-Pumpe
CFX384 Touch™ Real-Time
PCR Detection System

MS 1 Mini shaker

Hera Safe, HS18

Forma™ Cryo 100, Modell 741

Biometra Power Pack P25, 200W

T-Gradient Thermocycler,
Model TGradient 96

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Carl Zeiss AG, Oberkochen
HP Medizintechnik

GmbH, Oberschlei3heim

HP Medizintechnik
GmbH, OberschleiBheim

IKA®-Werke GmbH &
Co. K@, Staufen

Tecan Group Ltd.,
Mainnedorf, Schweiz

GGV Handelsgesellschaft
mbH & Co. KG,

Kaarst

Eppendorf AG, Hamburg
WTW, Weilheim
Eppendorf AG, Hamburg

Brand GmbH und Co. KG,
Wertheim

neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH,
Heidelberg

VWR International
GmbH, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

IKA®-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Biometra GmbH, Gottingen

Biometra GmbH, Gottingen
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Tiefkiihlschrank,
-86 °C

Ultraschallbad
UV Transilluminator
UV/VIS-

Spektrophotometer
Vortex

Waage

Wigetisch
Wasserbad
Wasservoll-

entsalzer

Wippschiittler
Zellzéahler

Zentrifuge

Ultra-Tiefkiihlschrank
Sonorex, TK30
Alphalmager® Mini
Picodrop 100, Modell
PICOPETO1

Vibrofix VF 1

Heidolph™ Reax Top Vortex
Mixer

Vortex-Genie 2, Model G560E
Vortex Mixer Wizard

Sartorius MC1 Laboratory LC
620 S

Typ ABS 120-4
KERN 572-45
Kottermann Wigetisch
JB Nova

behropur®, Typ B5

Biometra WT 16

Roche Innovatis Casy TTC

Cell Counter & Analyser System
5804R
Rotilabo®-Mini-Zentrifuge

MIKRO 200 R, Typ 2405

Centrifuge MiniSpin®
Centrifuge MiniSpin® plus
FVL-2400N Combi—Spin

Hettich Mikro 20, Modell
200424

Panasonic Marketing
Europe GmbH, Hamburg

Bandelin electronic GmbH &
Co. KG, Berlin

Cell Biosciences, Inc.,
Santa Clara, USA

Picodrop Limited, Hinxton, UK

IKA®-Werke GmbH &
Co. K@, Staufen

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,
Schwabach

Scientific Industries,
Inc., Bohemia, USA

VELP Scientifica, Usmate,
Italien

Sartorius AG, Gottingen

Kern & Sohn GmbH,
Balingen

Kern & Sohn GmbH,
Balingen

Kottermann GmbH & Co
KG, Uetze

Grant Instruments,
Cambridge, UK

behr Labor Technik GmbH,
Diisseldorf

Biometra GmbH, Gottingen
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Eppendorf AG, Hamburg
Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
biosan, Riga, Lettland

Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen
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3.2. Chemikalien

Tabelle 3.2.: Fiir die experimentellen Arbeiten verwendete Chemikalien.

Chemikalien
1-Methyl-4-phenylpyridinium Iodid
(MPP")

2-Propanol 70 %
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsdure (HEPES)
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsidure-Natriumsalz (HEPES-
Na*)

4-(4-(Dimethylamino)styryl) -
N-Methylpyridinium Todid (ASP*)
Acetonitril, HPLC fiir die
Gradientenanalyse

Ameisensdure, ~98 %

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase mit
Puffer [ und Puffer I1

Betain PCR Reagenz, 5 M
Biozym LE Agarose
B-Mercaptoethanol
Bromophenol Blau

BSA (bovines Serumalbumin)

Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, *
2 H,0)

Calciumgluconat Monohydrat
(C12H22Ca044 * H,0)

cOmplete™, EDTA-freie Protease
Inhibitor Cocktail Tabletten

cOmplete™, Mini, EDTA-freie Protease
Inhibitor Cocktail Tabletten

D(+)-Glucose, wasserfrei
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
(K,HPO, * 3 H,0)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

DNA Clean & Concentrator™-5

Desoxynukleotidtriphosphat (AINTP)
Mix, 10 mmol

Doxycyclinhyclat

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

Hersteller
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Biozym, Hessisch Oldendorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
AMRESCO LLC, Solon, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
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DPBS, modifiziert, ohne Calcium- und
Magnesium-Chlorid

DreamTaq™ DNA Polymerase, 5 U/uLL
Essigséure, 100 %

Ethanol 70 % vergallt
Ethidiumbromidlosung 1 % in Wasser,
10 mg/mL
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat
(Na,H,EDTA)

FCS (Fetal Calf Serum)

Gelantine aus Fischhaut, 40-50 % in
H-,O

GenElute™ Mammalian Total RNA
Miniprep Kit

Gene Ruler 100 bp DNA ladder
Glycerol

Glycin

Imatinib Mesylat

Kalilauge (KOH)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
L-Carnitin Hydrochlorid
L-(+)-Ergothionein

Lumi-Light™YS Western Blotting
Substrat

Magnesiumchlorid Hexahydrat
(MgCl, * 6 H,0)
Magnesiumsulfat Heptahydrat
(MgO4S * 7 H,0)

Methanol 100 % zur Analyse
M-MLYV Reverse Transkriptase
Natriumacetat-Trihydrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumproprionat, >99.0 %
Natronlauge (NOH)
N-Methyl-D-glucamin, 99 %
NuPAGE® LDS Sample Buffer, 4X
Oligo(dT)15 Primer, 500 pg/mL

Page Ruler™ Plus Prestained Protein
Ladder
PDGF-AB, rekombinant, 10 ng/mL
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
AMRESCO LLC, Solon, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt

LC Laboratories, Woburn, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Promega, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Promega, Mannheim

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen



Penicillin-Streptomycin, 10,000 U/mL
Penicillin

und 10 mg/mL Streptomycin

Ponceau S Losung

Power SYBR® Green PCR Master Mix
Pyrimethamin

Random Primer

RNeasy Mini Kit

Roti®-Stocklosung, 20 % SDS
Salzsdure (HCI)

SuperScript® III Reverse Transcriptase,
200 UL

TGFp1, rekombinant, 10 ng/mL
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris)

Tris Hydrochlorid, >99 %, p.a.
Triton® X-100

Trypsin EDTA (1x) 0,05 %/0,02 % in
DPBS

Tween® 20

Wasser (H,O), DEPC-behandelt,

steril filtriert

Wasser (H,0), HPLC fiir die
Gradientenanalyse

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

3.3. Verbrauchsmaterialien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Promega, Mannheim

QIAGEN, Hilden

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg

Tabelle 3.3.: Fiir die experimentellen Arbeiten verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material
Blotting Papier

CASY Gefal

CASY ton

Combitips advanced®, 10 mL
Einfriergefal CryoPure 1,6 mL
Filterpapier

Handschuhe Vasco® Sensitive,
small/medium/large

Handschuhe Peha-soft® nitrile fino,
small/medium/large

HPLC-Durchstechflasche, Flasche G 1-ME,

braun

Hersteller

ALBET LabScience, Hahnemiihle
FineArt GmbH, Dassel

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
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Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Paul Hartmann AG, Heidenheim

Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe



HPLC-Mikroeinsatz, G30r, 250 pL
HPLC-Schraubverschluss fiir Durchstechflasche
G8-L+DS

MicroAmp® Optical Adhesive Covers
Mikroreaktionsgefa3 1,5 mL, 2 mL
Mikroreaktionsgefdll 1,5 mL schwarz
Mikrotiterplatte, 384 well fir gPCR
Mini-Protean® TGX™ Precast Gels (4-20 %)
Nonidet P40 Substitute

Pasteurpipetten

PCR-Mikroreaktionsgefal3, 8-well strip
Pipettenspitzen 10 uL, 200 pL, 1000 uL
Pipettenspitzen flir Picodrop, P10 UVpette

Proben-Tiite
PVDF-Membran fiir Western Blotting
Reinigungstiicher

Riihrfisch
Spritze Omnifix® 100 Solo

Spritzen-Filter 4 mm x 0.45 pum,
Polypropylenmembran
Spritzen-Spitze, Kaniile 20 G 1 1/2 0,9 x 40 mm

serologische Pipette, Stripette®
1 mL,2mL, 10 mL, 20 mL, 50 mL

Zellschaber

Zellkulturflasche Cellstar®, 75mL Flasche

Zellkultur-Platten Cellstar® 6-well, 12-well, 24-
well, 48-well, 96-well

Zentrifugengefd 15 mL, 50 mL

3.4. Puffer und Losungen
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Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe
Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Brand GmbH und Co. KG, Wertheim
Brand GmbH und Co. KG, Wertheim
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Biozym Vertrieb GmbH, Hessisch
Oldendorf
Nasco, Fort Atkinson, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Kimbererly-Clark Professional,
Roswell, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

BD™ Microlance, Heidelberg
Corning Life Sciences, Tewksbury, USA

CytoOne, USA Scientific, Inc., Ocala,
USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Corning Life Sciences, Tewksbury, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Tabelle 3.4.: Fiir die experimentellen Arbeiten hergestellte Puffer und Losungen.

Name des Puffers / der Losung
Blaumarker fiir PCR (10x)

Herstellung
0,05 % Bromphenol Blau

40 % Glycerol 4 °C
ad destilliertes Wasser

BSA-Losung zum Blocken
bei Western Blot (5 %)

5 gBSA
100 mL. TBST-Puffer (s. u.)



Laufpuffer fiir Western Blot

NETN-Lysispuffer

Ponceau S-Losung fiir Western Blot (1x)

Ringer-Losung

Ringer-Acetat-Losung (60 mmol)

Ringer-Proprionat-Losung (30 mmol)

TAE-Puffer (50x) fiir Gelelektrophorese

TBST (1x)
(Tris-buffered saline + Tween 20)

TRIS-Lysispuffer

25 mmol Tris

250 mmol Glycin

0,1 % SDS

ad destilliertes Wasser; pH 8,3

100 mmol NaCl

20 mmol Tris-HCI; pH 8,0

0,5 mmol EDTA

0,5 % Nonidet P-40

ad destilliertes Wasser, Protease Inhibitor
cOmplete™

0.1 % Ponceau-S

5 % Eisessig

ad destilliertes Wasser

145 mmol NaCl

1,6 mmol K;HPO4

0,4 mmol KH,PO4

5 mmol D-Glucose

1 mmol MgCl; * 6 H,O

1,3 mmol Ca?"-Gluconat

ad destilliertes Wasser; pH 7,4

85 mmol NaCl

60 mmol Na™-Acetat

1,6 mmol K;HPO4

0,4 mmol KH,PO4

5 mmol D-Glucose

1 mmol MgCl, * 6 H,O

1,3 mmol Ca?"-Gluconat

ad destilliertes Wasser; pH 7,4

115 mmol NaCl

30 mmol Proprionat

1,6 mmol K;HPO4

0,4 mmol KH,PO4

5 mmol D-Glucose

1 mmol MgCl, * 6 H,O

1,3 mmol Ca*"-Gluconat

ad destilliertes Wasser; pH 7,4

2 M Tris-HCl

50 mmol EDTA-Na,

1 mol Eisessig

ad 1 L mit destilliertem Wasser; pH 8

100 mmol Tris

150 mmol NacCl

0,05 % Tween 20

ad destilliertes Wasser, filtrieren; pH 7,6

20 mmol Tris-HCI; pH 7,5
ad destilliertes Wasser,
Protease Inhibitor cOmplete™

56



Transferpuffer fiir Western Blot

Waymouth-Puffer

3.5. Primer
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25 mmol Tris

192 mmol Glycin

10 % Ethanol

ad destilliertes Wasser

135 mmol NaCl

135 mmol HEPES-Natrium
2,5 mmol CaCl,* 2 H,O

1,2 mmol MgCl, * 6 HO

0,8 mmol MgSO, * 7 H,O

28 mmol D-Glucose

ad destilliertes Wasser; pH 7,4

Tabelle 3.5.: Liste mit Primersequenzen (jeweils Sense-Strang (S) und Anti-Sense-Strang (AS)) fiir die PCR

und qPCR.

Name Gen
GAPDH Real GAPDH
hOCT1 SLC2241
hOCT1 Real SLC2241
hOCT2 SLC2242
hOCT2 Real 1  SLC2242
hOCT2 Real 2 SLC2242
hOCT3 Real 1 | SLC2243
hOCT3 Real 2  SLC2243
hOCT3 Real 3  SLC2243
hOCTNI1 Real 1 SLC2244
hOCTNI Real 2 SLC2244
hOCTN2 Real 1  SLC2245
hOCTN2 Real 2 SLC2245

Grofle
179 bp

601 bp

206 bp

255 bp

151 bp

145 bp

173 bp

167 bp

431 bp

109 bp

205 bp

126 bp

195 bp

Basenpaarcode

S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS
S
AS

5'CAA GCT CAT TTC CTG GTATGA C3'
5'GTG TGG TGG GGG ACT GAG TGT GG 3
5'GAC CAC ATC GCT CAA AAG AAT 3'
5S'CCAACACCGCAAACAAAATZY

5'CAT CAT AAT CAT GTG TGT TGG CC 3'
5'CAA ACA AAA TGA GGG GCA AGG CTT 3
5'TTG GTT GCT GGA GGT CTG GT 3'

5'TGG TTG AGT TGT ATG GGC TTT GT 3'
5'CAT TGA ACT AAG AAG AGA GACCG 3
5'CCA CAG TGT ACA ATA GACTCCA 3
5'CGC CAT TCC TGG TCT ACC GGC 3'
5'GCT TCC TCG ATG GTC TCA GGC 3'
5'AGA AGG AGC TAT CCA GGA GCT GC 3'
5'CTT CAA CAG CAT TAC AAATCCTA 3
5'GGA ATA GCA TGG TGG AGG ACC A 3'

5' GGG GCT ATG ATT CCC CCA AAA 3'
5'GAC AAG AGA AGC CCC CAA CCT GAT 3'
5'CAC TAA AGG AGA GCC AAA AAT GTC 3'
5'TC CAG AAA CCT TAG AGC AGA TGC 3
5'GAATG CAGTTATTA GAACCTTGGG 3'
5'GTG CTG TGT GTC CCG CTG TG 3

5'CGA GTC CTG AACAGG TCC AG 3
5'GTA CCCCACTCC CAGACACC 3

5'GCT GTG CTT TTA AGG ATT GTG GG 3'
5'CAT GCA GAC AGG CIT CAGCTT C 3
5'"ATG CAC ACT CCT AAC GTA GAG 3



MATEI1 SLC4741

MATEIL Real 1 | SLC4741

MATEI Real 2 SLC47A1

MATE2 SLC4742

hOATPI1A2 SLC2143

hOATP1B3 SLC2148

287 bp

175 bp

179 bp

529 bp

207 bp

138 bp
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S 5 GCT CAG GTA CAC GCC AATTTG A 3
AS 5'CTC ACT AA ATC CCC ACC AGC 3

S 5 GCA ACC ACA CTT GGA GTGATG G 3
AS 5" GAG CAG AAT TCC CAC TCC GAG 3'

S  5"AAG CTG GAG CTG GAT GCA GTC 3
AS 5" CAG CAG AGG AGC AGG ACG AGC 3'
S 5 GTCTAT GGC GGA GTT CTG AGA G 3
AS 5 GCCTGG TGG CTA GGATCCTGA C 3'
S 5 GCA GGA TAT ATG ATT CCA CCA CC 3'

AS 5'GACTTT TGG TAT ATA TCT TTG CAC TC 3'
S S5 TTCTAG CTC CAA TAT ATT TTG GGG 3'
AS 5'GCT ATA GAT AAG CCC AAG TAG ACC 3

Die verwendeten Primer stammen von den Herstellern MWG Biotech AG, Ebersberg und

Biometra GmbH, Gottingen.

3.6. Primire und sekundire Antikorper

Tabelle 3.6.: Liste der priméiiren und sekundiiren Antikorper fiir den Western Blot.

Antikorper

GAPDH

OCTNI1

Anti-Kaninchen
Immunoglobuline/HRP
(Horseradish peroxidase)

Anti-Maus
Immunoglobuline/HRP
(Horseradish peroxidase)

aus Hersteller Verdiinnung Molekular-
fiir gewicht
Western Blot
Kaninchen = Cell Signaling 1/1000 37 kDa
Technology,
Inc., Danvers,
USA
Maus Abnova, Taipeh, 1/500 70/75 kDa
Taiwan
Ziege Dako 1/2000
Deutschland
GmbH,
Hamburg
Ziege Dako 1/1000
Deutschland
GmbH,

Hamburg
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4. Methoden

4.1. Zellkultur

4.1.1. Herkunft der Zellen

Die SSc-Fibroblasten (SSc8, 28, 71, 78) wurden freundlicherweise von Univ.-Prof. Dr. med. Jorg
Distler, Medizinische Klinik 3, Universitatsklinikum Erlangen bereitgestellt. Alle SSc-Zelllinien
wurden aus Stanz-Hautbiopsien kultiviert, die aus sklerotisch-betroffenen Hautarealen der
Patienten an der Beugeseite des Unterarms stammten. Alle vier Patienten, drei weibliche
Spenderinnen und ein ménnlicher Spender, erfiillten die SSc-Kriterien der limitierten
systemischen Sklerodermie nach LeRoy und hatten bis zur Biopsie keine DMARD erhalten. Das
Medianalter lag bei 35 Jahren, mit einem Intervall von 20-52 Jahren (20, 33, 38, 50). Die mediane
Krankheitsdauer lag bei 6 Jahren mit einem Intervall von 1-13 Jahren. Die Patienten hatten der

Entnahme, die durch die Ethikkommission genehmigt worden war, zugestimmt.

Als Kontrolle wurden humane Hautfibroblasten gesunder Spender (hH22, 33, 52, 168) verwendet,
die ich freundlicherweise von Dr. rer. nat. Uwe Hansen, Institut fiir Physiologische Chemie und
Pathobiochemie in Miinster, erhalten habe. Die Probe hH168 stammt von einem ménnlichen
Spender, der bei der Spende etwa 49 Jahre alt war. Alle {ibrigen hH-Zellen sind von weiblichen
Spenderinnen in einem Alter zwischen 20 und 40 Jahren. Die Entnahme erfolgte mit Zustimmung

der Probanden und ebenfalls an der Beugeseite des Unterarms.

Das entnommene Gewebe der SSc-Patienten und der gesunden Probanden wurde zur Anlage einer
Primarkultur genutzt. Fiir meine Arbeit wurden mir in Passage 3 angelegte Proben der humanen
Hautfibroblasten (hH-F) und der systemischen Sklerose-Fibroblasten (SSc-F) zur Verfiigung
gestellt.

4.1.2. Herstellen des Mediums

Die Kultivierung der Fibroblasten erfolgte in DMEM, ,,Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium*.
DMEM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, #D5796) enthielt einen hohen Glucose-Anteil
von 4500 mg/L, L-Glutamin, Pyridoxin und Natriumbikarbonat als Puffer. Zu jeder 500 mL-
DMEM-Flasche wurden vor Gebrauch unter der Sterilbank jeweils 50 mL FCS (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, #F7524) und 10 mL Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie
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GmbH, Miinchen, #P4333) mit 10.000 Units/mL Penicillin und 10 mg Streptomycin/mL
hinzugefiigt.

4.1.3. Auftauen der Proben

Zum Anlegen einer Zellkultur wurden die im fliissigen Stickstoff tiefgefrorenen Einfriergefifie
im Wasserbad bei 37 °C erwérmt. Die in 90 % FCS und 10 % DMSO eingefrorenen Fibroblasten
wurden mit etwa 12 mL DMEM High Glucose in eine 75 mL-Zellkulturflasche (Cellstar®,
Greiner Bio-One, Frickenhausen, #658175) tiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 24 h im Brutschrank
(Thermo Electron corporation, Karlsruhe, Forma™ 311) bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Am
nichsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um das restliche DMSO aus der Kultur

zu entfernen.

4.1.4. Mediumwechsel

Ein Mediumwechsel fand 1x/Woche oder 24 h nach dem Auftauen von Fibroblasten statt. Dazu
wurden die Zellen zuerst unter dem Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Axiovert 25 C) kontrolliert
und das alte Medium mit einer Pasteur-Pipette vorsichtig vom adhdrenten Zell-Monolayer
abgesaugt. Die Zellen wurden einmal mit 7 mL vorgewéarmtem DPBS (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, #D8537) gewaschen, um toxische Stoffwechselprodukte, Detritus etc. zu
entfernen. Im nichsten Schritt wurden 12 mL vorgewédrmtes DMEM hinzugefiigt, die Zellen

nochmals unter dem Mikroskop kontrolliert und wieder im Inkubator gelagert.

4.1.5. Passagierung / Splitten

Bei einer Konfluenz der Zellen von etwa 90 % wurden sie entweder 1:2 oder 1:3 auf mehrere
neue Zellkulturflaschen aufgeteilt oder zur Aussaat verwendet. Zuerst wurden die Zellen dafiir
mit 7 mL vorgewdrmtem DPBS gewaschen, um die Reste des Mediums und Zelldetritus zu
entfernen. Im nichsten Schritt wurden in die 75 mL Zellkulturflasche 2 mL vorgewérmtes Trypsin
(GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, L11-004) gegeben. Die Flasche wurde mit dem Trypsin
flir 5 min im Inkubator belassen. Die Fibroblasten sind physiologischerweise ldnglich bis
spindelférmig geformt und runden sich durch das Trypsin ab. Beim Herausnehmen wurde der
Erfolg der Trypsinisierung mikroskopisch kontrolliert und, bei Bedarf, die Zellen durch leichtes
Klopfen gegen die Flaschenseite gelost. Je 1 mL dieser Zellsuspension wurde in eine neue, sterile
75 mL-Zellkulturflasche pipettiert. Zum Abstoppen der Trypsinreaktion wurde 11 mL Medium

hinzugegeben, die Flasche leicht geschwenkt, um die Zellen ausgewogen zu verteilen, und bei
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37 °C und 5 % CO; bebriitet. Bei jeder Teilung der Zellen nimmt die Passage um eins zu. Weil
es sich um Zelllinien handelt und diese nicht immortalisiert sind, nimmt das Wachstum mit
zunehmender Passage stetig ab, bis die Zellen bei Passage 13 kaum noch Wachstumstendenzen

mehr zeigen oder absterben.

Fiir die mikrofluorimetrischen Messungen mit ASP* und die Imatinib-Akkumulationen wurden
die Zellen aus Passagen 4-12 mit dieser Methode gleichmaBig auf 96- bzw. 6-/12-well Platten
(Cellstar®, Greiner Bio-One, Frickenhausen, #655180, #657160, #665180) ausgesit und ein
Wachstum bis zur 90%igen Konfluenz abgewartet (ca. 1-1 1/2 Wochen).

4.1.6. Einfrieren der Proben

Zum Einfrieren von Zellen wurde die 2 mL Trypsin-Zell-Suspension aus dem vorherigen
Protokoll mit ca. 8 mL. DMEM in ein 50 mL-Zentrifugengefd3 (Corning®, Tewksbury, USA,
#430829) tberfithrt und fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg, Centrifuge
5804R). Der Uberstand wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurde in 1,5 mL einer Losung
aus 90 % FCS und 10 % DMSO (Sigma, St. Louis, USA, #D8418) resuspendiert. Diese
Suspension wurde in spezielle Einfriergefile (Sarstedt, Niimbrecht, #72.380) tiberfiihrt. Fiir die
ersten 24 h blieben die Gefale bei -80 °C in einem Einfrier-Container (Sigma, St. Louis, USA,
Nalgene® Mr. Frosty, #C1562) mit 2-Propanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, #6752.1),
der fiir ein langsames Einfrieren mit einem Temperaturabfall von 1 °C/min sorgte, und wurden
danach im Stickstofftank (Thermo Electron corporation, Karlsruhe, Forma™ Cryo 100, Model
741) bei -196 °C gelagert.

4.1.7. Inkubation mit den Mediatoren TGFp und PDGF

Fiir die mikrofluorimetrischen Messungen, die Imatinib-Akkumulations-Experimente und die
gPCR zur Bestimmung der Transporter-Expression wurden Inkubationen mit TGF und PDGF
durchgefiihrt.

Die Inkubation mit, aus CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) gewonnenem, rekombinantem
TGFp1 (#240B, R+D Systems Minneapolis, USA) in DMEM erfolgte mit 10 ng/mL fiir 24 h.
Beim rekombinanten PDGF-AB aus Escherichia coli (#P3326, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen) wurde mit Konzentrationen von 10 ng/mL in DMEM gearbeitet und der Mediator fiir
12-96 Stunden auf den Zellen belassen.
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Bei den zugehorigen unbehandelten Kontrollen wurde jeweils ein Mediumwechsel mit reinem
DMEM durchgefiihrt, um auszuschlieBen, dass es sich um einen durch den Mediumwechsel

ausgelosten Effekt handelt.
4.2. Molekularbiologische Methoden

4.2.1. RNA-Isolation

Die RNA-Isolation diente zur Extraktion der RNA und wurde zur Analyse der Genexpression

genutzt.

Zur Isolierung von RNA aus Zellen wurde das GenElute RTN 350 von Sigma nach Hersteller-
Angaben genutzt. Zur Inaktivierung von RNasen verwendet das Set Guanidiniumthiocyanat und
Mercaptoethanol, das der Denaturierung und Reduktion von Proteinen dient (Chomczynski und

Sacchi, 1987; Cox, 1968).

Im ersten Schritt wurden 500 pL des Lysispuffers, bestehend aus 49,5 mL ,,Lysis-Solution -
Puffer mit Guanidiniumthiocyanat und 500 puL. Mercaptoethanol, auf die Zellen gegeben und
diese solange lysiert, bis sich ein triibes Lysat entwickelte. Dieses Lysat wurde auf die GenElute
,, Filtration-Column‘* pipettiert und 2 min bei 2000 g zentrifugiert, um Zelldebris und DNA zu
entfernen. Die Probe wurde im zweiten Schritt 1:1 mit 70 %-Ethanol gemischt, zweimal auf die
Silica-haltige ,,Binding-Colum‘ gegeben und zentrifugiert, sodass die RNA an die Binding-
Column gebunden wurde. Nachfolgend wurde die RNA auf der Binding-Column mit 2 Wasch-
Loésungen tiberschichtet, um sie zu reinigen, bei 2000 g zentrifugiert und das Zentrifugat jeweils
verworfen. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 50 pL Elutions-Losung aus der Saule
ausgewaschen und die hochreine RNA-Losung entweder bei -80 °C tiefgefroren oder zur

Transkription zu cDNA genutzt.
4.2.2. Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion: RT-PCR

Die RT-PCR bezeichnet die Kombination aus der Transkription von mRNA zu ¢cDNA und einer
anschliefenden PCR zur Amplifikation des Genmaterials. Auf diese Weise kann die Expression

von spezifischen Genen in Zellen und Geweben nachgewiesen werden

Das zentrale Enzym der RT-PCR, die Reverse Transkriptase (RT), eine RNA-abhéngige DNA-
Polymerase (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970), bendtigt Startsequenzen, um die

Synthese der cDNA zu initiieren (Spiegelman et al., 1971). Genutzt wurden Oligo(dT)-Primer,
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d. h. 12-20 Desoxythymidin-Basen, die sich am Poly-A-Schwanz am 3°‘-Ende der mRNA
anlagern, oder zufallige Sequenzen von sechs oder neun Deoxynukleotiden, sogenannte Random

Primer.

Es wurde das M-MLV Reverse Transkriptase-Set der Firma promega genutzt. Zuerst wurden
0,5 uL Oligo(dT)-Primer, 0,5 uL Random Primer, 1 uLL ANTP-Mix (10 mmol) und 10 uL RNA
(Gesamtvolumen von 12 uL) in einem PCR-Mikroreaktionsgefd3 vorsichtig gemischt, fiir 5 min
bei 65 °C im Thermocycler erhitzt und fiir die folgenden 5 min bei 4 °C gekiihlt. Nun wurden
4 uL 5 x Puffer und 2 uL 0,1 mol Dithiothreitol (DTT) zugegeben, vermischt und bei 37 °C fiir 2
min inkubiert. Im néchsten Schritt wurde 1 pL (200 Units) M-MLV RT dazu pipettiert,
herunterzentrifugiert, 10 min bei 25 °C inkubiert und danach fiir 50 min auf 37 °C erwéarmt.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch das Erhitzen auf 70 °C fiir 15 min gestoppt, die Proben
auf 4 °C heruntergekiihlt und die entstandene cDNA nach dem PCR-Protokoll (s. 4.2.3. PCR)

amplifiziert.

4.2.3. Polymerase-Kettenreaktion: PCR

Die PCR dient zur Amplifikation eines durch Primer bestimmten DNA-Abschnitts (Mullis und
Faloona, 1987). Im ersten Schritt, dem Denaturierungs-Schritt, werden bei 96 °C in einem
Thermocycler die Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den DNA-Doppelstringen
aufgebrochen, sodass DNA-Einzelstringe entstehen. Dies ermdglicht in einem zweiten Schritt bei
55-65 °C die Primer-Hybridisierung, d. h. die Anlagerung der Startsequenzen der DNA-
Amplifikation (Primer) an korrespondierende, spezifische Sequenzen. Im letzten Schritt, der
Elongation, verldngert eine hitzestabile DNA-Polymerase bei ca. 72 °C, vom 3‘-Ende des Primers
beginnend, den Strang und vervollstdndigt ihn so zu einem DNA-Doppelstrang (Saiki et al.,

1988). Dieser PCR-Zyklus lauft, je nach Bedarf, 20-50 Mal hintereinander ab.

Die PCR wurde mit Hilfe des DreamTaq™ DNA-Polymerase-Systems und des AmpliTaq® Gold
DNA-Polymerase-Systems von Thermo Fisher Scientific durchgefiihrt.

Vor Beginn der PCR wurden alle Reagenzien behutsam aufgetaut und gevortext. In einem PCR-
Mikroreaktionsgefall auf Eis wurde jeweils ein 1 uL der zu untersuchenden cDNA vorgelegt und
ein PCR-Mastermix mit allen erforderlichen Bestandteilen (s. Tabelle 4.1.) hergestellt. Nach der
Vermengung von cDNA, Primer und Mastermix wurde die Losung herunterzentrifugiert und in
den Thermocycler eingebracht. Die einzelnen Temperaturstufen der Amplifikation zeigt Tabelle

4.2.



Tabelle 4.1.: Rezept fiir PCR-Mastermix-Losung.
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DreamTaq™ DNA Polymerase (pro Probe)

AmpliTaq® Gold DNA Polymerase (pro
Probe)

1 uL cDNA

1 uL cDNA

jeweils 1 uL Primer (Sense und Anti-Sense)

jeweils 1 uL Primer (Sense und Anti-Sense)

2 uL dNTPS

2 uL dNTPS

5 pL 10x Puffer

5 puL 10x PCR Puffer Gold

0,25 uL DreamTaq™ DNA Polymerase

0,25 uL. AmpliTag® Polymerase

Ad 50 puL mit H,O (DEPC-behandelt und

5 uL 25 mmol MgCl,-Lsung

steril filtriert)

Ad 50 pL mit H,O (DEPC-behandelt und
steril filtriert)

Tabelle 4.2.: Thermocycler-Programm fiir die PCR mit den verschiedenen Temperaturstufen und Zeitriumen
der Amplifikation.

Temperatur [°C] Zeit

95 5 min

95 30s

60 30s x 31
72 1 min

72 10 min

4 0

Danach wurden die Proben bei -20 °C weggefroren oder zur Gelelektrophorese aufgetragen.
4.2.4. Gel-Elektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten mithilfe eines
elektrischen Gradienten. Die Wanderung der Nukleinsduren beruht auf den negativ geladenen
Phosphatgruppen im Zucker-Phosphat-Riickgrat. Die kiirzeren Fragmente laufen dabei schneller
als die langeren Fragmente im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Des Weiteren laufen
DNA-Fragmente mit definierter Gré3e mit, die als Standard dienen (Gene Ruler 100 bp DNA
ladder, Waltham, USA, # SM0241).

Die Anfirbung der DNA erfolgt durch Ethidiumbromid, das in die Nukleinsduresequenz
interkaliert, dadurch sein Absorptionsspektrum dndert und bei Anregung mit UV-Licht eine stark
erhohte Fluoreszenz-Emission (Faktor 50-100) zeigt.

Zur Herstellung eines 1%igen Agarose-Gels wurde 1 g Agarose in 100 mL 1x TAE in einem
Erlenmeyerkolben aufgelost und ca. 3 min bei 600 W in einer Mikrowelle erhitzt, bis eine
blasenfreie Losung entstanden war. Nach Abkiihlen auf ca. 50 °C wurde 1 pL Ethidiumbromid-
Losung/50mL 1x TAE hinzu pipettiert, durch Schwenken vermischt und in die Gelkammer, die
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mit einem Kamm zur Erstellung von Taschen fiir die Proben versehen war, blasenfrei
eingegossen. Nach Erkalten des Gels wurde der Kamm entfernt, das Gel in die
Gelelektrophoresekammer transferiert und mit 1x TAE-Puffer bedeckt. Die PCR-Proben wurden
mit je 5 uL Blaumarker versetzt und zusammen mit dem Grofenstandard aufgetragen. Bei einer
angelegten Spannung von 100 V wurde die Elektrophorese durchgefiihrt und gestoppt, sobald das
Bromophenolblau des Markers noch etwa 3 cm vom Rand entfernt war. AnschlieBend wurde das
Gel aus der Kammer entfernt und eine Fotodokumentation unter UV-Licht (302 nm oder 365 nm)

angefertigt.
4.2.5. Real-Time quantitative PCR: qPCR

Mit der Real-Time qPCR sollte die Transporter-Expression der AOCTNI und hMATEI
quantifiziert und der potenzielle Effekt einer Inkubation mit den Mediatoren PDGF und TGFf

auf die Expression untersucht werden.

Die Real-Time quantitative PCR ist eine modifizierte PCR, die durch eine Fluoreszenz-Messung
in der exponentiellen Phase eine Quantifizierung der PCR-Produkte erlaubt. Als Fluoreszenz-
Farbstoff wurde SYBR Green I verwendet, der in die Doppelstrang-DNA (dsDNA) interkaliert.
Der Komplex aus Fluorenzenzfarbstoff und DNA absorbiert blaues Licht bei Amax = 494 nm und
emittiert griines Licht bei Amax = 521 nm (Giglio et al., 2003; Zipper et al., 2004), das proportional

zur Menge der PCR-Produkte ist und dadurch eine Quantifizierung erlaubt.

Da die Bindung von SYBR Green I an dsDNA unspezifisch ist und u. a. auch unspezifische
Primer-Dimere gebunden werden, wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dabei wird
die Temperatur im Thermocycler kontinuierlich von 50 °C auf 95 °C erhoht. Die dsDNA
denaturiert bei einer spezifischen Temperatur zu zwei Einzelstrangen und durch die Freisetzung
des Farbstoffes kann eine Anderung der Fluoreszenz detektiert werden (Ririe et al., 1997). Die
Schmelzkurve ist eine Funktion der Lange, der Sequenz der Fragmente und des GC-Gehaltes.
Weil die spezifischen dsDNA-Produkte durch ihre groere Lange einen héheren Schmelzpunkt
haben, kann iiber den Schmelzpunkt zwischen spezifischen und unspezifischen Produkten
differenziert werden, wobei die Hohe des Peaks der Schmelzkurve mit der Menge der Produkte
korreliert. Bei nur einem amplifizierten Produkt, ohne unspezifische Dimere, sollte nur ein Peak

auftreten.

Der Cq-Wert (Crossing point) markiert den Punkt, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal

signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt (Bustin et al., 2009). Zwischen dem C-Wert
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und dem Logarithmus der eingesetzten Menge/der Fluoreszenz besteht eine lineare,
antiproportionale Beziehung. In meiner Arbeit wurden nur C-Werte verwendet, bei denen ein

Peak im Schmelzkurven-Diagramm identifizierbar war.

Die korrekte Quantifizierung ist aufgrund der Reaktionsbedingungen nur in der exponentiellen
Phase der PCR moglich, da nur zu diesem Zeitpunkt optimale Reaktionsbedingungen vorliegen
und sich die Anzahl der PCR-Produkte in jedem Zyklus verdoppelt (Pannetier et al., 1993; Schefe
et al., 2006). Die exponentielle Amplifikation des Templates lésst sich durch die Formel:

Xn=Xox (1 + Ey)"

darstellen (Livak und Schmittgen, 2001). Dabei ist X, die Anzahl der Templates bei Zyklus n der
gPCR, X, die initiale Anzahl des Templates, Ex die Effizienz der Amplifikation des Zielgens und
n die Anzahl der Zyklen.

Die Quantifizierung kann als relative Quantifizierung durch einen Vergleich mit einem stabil

exprimierten Referenz-Gen, z. B. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
erfolgen. Zur Normalisierung kann die 2-AAC4_Methode genutzt werden, bei der die Differenz

zwischen dem Cq des Zielgens/Cq des Calibrators (cb) und der Cq der GAPDH gebildet wird
(Livak und Schmittgen, 2001).

ACq = Cq Gen — Cq GAPDH und ACq = Cq cb— Cq GAPDH cb

Unter der Annahme, dass die Effizienz der Amplifikation vom Zielgen Ex und vom Referenzgen

Er gleich sind
Ex=Er=E
ergibt sich liber mehrere Schritte der Umformung der initialen Gleichung die Formel

Xng/ Xnen = (1 + E)4Ca

XN,q stellt die normalisierte Anzahl der Templates fiir ein beliebiges Gen q dar. Dabei wurde Xo
durch Ry, die initiale Anzahl der Referenzgene, dividiert (Xo,q/Ro.,q). XN,cb 1St die normalisierte

Anzahl der Templates des Calibrators (Xocb/Ro,ch). Wenn E unter idealen Bedingungen

ungefihr 1 entspricht, ergibt sich die Endformel:
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XN,q/ XN,cb = (1 + 1)-AACq

= relative Konzentration des Zielgens = 2-4C4 = 2-[(Cq Gen - Cq GAPDH) — (Cq ¢b - Cq GAPDH cb)]
Da es sich bei meinen Experimenten um verschiedene Zelllinien von Patienten handelt und die

Expression der Zielgene nur als normalisierte, individuelle Datenpunkte dargestellt werden
sollten, wurde die 22“-Methode, eine Modifikation der 2"22C4-Methode nach Schmittgen und
Livak, verwendet (Schmittgen und Livak, 2008).

= relative Konzentration des Zielgens = 2"4C4 = 2-(Ca Gen - Cq GAPDH)

Vor Verwendung der RNA wurde der RIN-Wert (RNA integrity number) bestimmt, der, mit einem
Maximum von 10 und einem Minimum von 1, eine Aussage iiber die Integritidt der RNA trifft
(Schroeder et al., 2006). Bei mir lagen RIN-Werte zwischen 8,4 und 10 vor, die fiir eine gute
Integritdt und Eignung der RNA fiir die gPCR sprechen.

Bei der Durchfiihrung der gPCR wurde zuerst eine 1:10 Verdiinnung der cDNA erstellt (5 puL
c¢DNA + 45 uL DEPC-behandeltes Wasser). Zu 10 uL dieser 1:10-verdiinnten cDNA wurden in
einem PCR-Mikroreaktionsgefd3 0,5 uL des Real-Time-Primers (Sense und Anti-Sense) und
12,5 uL Power SYBR® Green (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) zugegeben und
mit 1,5 uL DEPC-behandeltem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25 pL aufgefiillt. Nach
vorsichtigem Mischen und Herunterzentrifugieren wurde die Mischung mit einer Multipette auf
eine 384-well Platte aufgetragen. Jede Probe wurde zur Doppelbestimmung zwei Mal zu je 10 uL
auf der Platte aufgetragen und ein arithmetischer Mittelwert (C, mean) errechnet. Die Platte
wurde mit einem adhisiven Film verschlossen und zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen. Die
Messung erfolgte mit dem Bio-Rad CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System (#185-
5484, Bio-Rad, Hercules, USA) mit einem Thermocycler-Programm mit folgenden Konditionen
(s. Tabelle 4.3.). Die Auswertung erfolgte mit dem Software-Programm Bio-Rad CFX Manager
3.1.

Tabelle 4.3.: Thermocycler-Programm fiir die QqPCR mit den verschiedenen Temperaturstufen und
Zeitriumen der Amplifikation.

Temperatur [°C] Zeit

50 2 min

95 2 min

95 15s ]’ 40
60 1 min

65 5s
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AnschlieBend wurde vom Thermocycler zur Schmelzkurvenanalyse die Temperatur, von 65 °C

ausgehend, alle 5 s um ein halbes °C erhoht, bis 95 °C erreicht worden waren.

Die Primer (s. Kapitel 3.5. Primer) der qPCR hatten eine Linge von ~ 200 bp und sind von
Dr. rer. nat. Bayram Edemir in der Experimentellen Nephrologie mit dem Programm Primer-
BLAST des National Center for Biotechnology Information, NCBI, entworfen worden (Link:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
4.3. Mikrofluorimetrische Messungen

Zur Quantifizierung der Transporteraktivitdt wurde als Substrat der Fluoreszenz-Farbstoff ASP*,
4-(4-(Dimethylamino)styryl)-N-Methylpyridinium lodid, genutzt (Cetinkaya et al.,, 2003;
Mehrens et al., 2000; Pietig et al., 2001). ASP", ein organisches Kation, weist durch die
Methylgruppe am Stickstoff des Pyridin-Ringes eine positive Ladung auf und ist ein Substrat fiir
OCT1-3, OCTNI1 und MATE]1 (s. Kapitel 2.1.1. Kompetitive Inhibition der ASP*-Aufnahme
durch Imatinib: ICso-Werte).

Die mikrofluorimetrischen Messungen der ASP*-Aufnahme wurden mit einem Tecan
Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Lesegerat (Infinite® F200, Tecan, Mannedorf, Schweiz), das mit
einem Monochromator-System ausgestattet ist (Exzitation bei 465 nm + 35 nm Wellenldnge,
Emission bei 590 nm + 20 nm Wellenldnge), bei 37 °C Temperatur semi-automatisch
durchgefiihrt (Ciarimboli et al., 2004, 2012; Massmann et al., 2014; Pietig et al., 2001; Schlatter
etal., 2014).

Das Fluorophor ASP* hat als Exzitationsmaximum eine Wellenldnge von 450 nm und gibt diese
Anregungsenergie nach einigen Nanosekunden als spontane, energieéirmere Emission mit einem
Maximum bei 515 nm ab, was als Stokesverschiebung bezeichnet wird (James, 1983). Bei der
Transporter-vermittelten Aufnahme in Zellen durchlduft ASP* einen detektierbaren Wandel
seines Emissions-Spektrums von 515 nm zu 590 nm, den andere fluoreszierende Substrate nicht
aufweisen (Wilde et al., 2009). Der initiale, lineare Fluoreszenz-Anstieg innerhalb der ersten 100
Sekunden spiegelt die spezifische zellulire Aufnahme des ASP* wieder. Je linger ASP* auf den
Zellen verbleibt, desto eher sind Anderungen der Fluoreszenzemission durch Prozesse wie z. B.
Kompartimentierung zu erwarten (Ciarimboli et al., 2005; Mehrens et al., 2000; Pietig et al.,

2001).

Fiir die Durchfiihrung der Messung wurden SSc- und hH-Fibroblasten nach dem unter 4.1.
beschriebenen Protokoll kultiviert und in eine 96-well Mikrotiterplatte eingebracht. Das Medium
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wurde verworfen, die Zellen zweimal mit 100 pL Ringer-Losung (37 °C; pH 7,4) gewaschen und

anschliefend mit 100 uL frischer Ringer-Losung bedeckt.

Die Platten wurden auf einer Vorrichtung in das Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Lesegerat
gefahren, sodass die Experimente mit dem lichtinstabilen ASP* unter lichtgeschiitzten
Verhéltnissen ablaufen konnten. Vor jedem Versuch wurden die Bedingungen, d. h. die Anzahl
der Messzyklen, das Absorptions- und Emissions-Maximum, die Injektionsgschwindigkeit, die

Temperatur etc. mit dem Software-Programm Tecan i-control 1.6. eingestellt.

Die Fluoreszenzmessung erfolgte dynamisch in jeder Vertiefung vor und nach der ASP*-Zugabe.
Die ersten drei Messpunkte vor ASP*-Zugabe entsprachen der Grundfluoreszenz. Ab der vierten
Messung zeigte sich durch die Zugabe des ASP" iiber den Injektor ein sprunghafter Anstieg der
Fluoreszenz. Zur Detektion der Fluoreszenz wurden von einer Xenon-Blitzlampe im Gerét Blitze
(3/s) erzeugt, mit einem Kondensator fokussiert und {iiber eine Blende auf den ersten
Monochromator geleitet. Dieser Monochromator brach das Licht und filterte zusammen mit einer
zweiten Blende das Licht der Wellenldnge 465 nm heraus, mit welchem die Zellen in der
Mikrotiterplatte angeregt wurden. Das Emissionslicht der Bandbreite 590 nm wurde iiber zwei
weitere Blenden und einen weiteren Monochromator selektiert und iiber einen Kondensator zum

Detektor weitergegeben, der die Photonen (Photonen/s) zéhlte.

Die Emission des kompletten Bodens der Vertiefungen wurde insgesamt neun Mal vom
Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Lesegerit aufgezeichnet, ein Mittelwert mit Standardabweichung
berechnet und gegen die Zeit aufgetragen. Die Anzahl der Messzyklen pro Vertiefung betrug bei
Fibroblasten zwischen 70 und 100.

Das Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Lesegerdat verfiigte iiber zwei separate, lichtgeschiitzte
Injektoren mit Spritzenpumpen und Injektornadeln. Nach der dritten Fluoreszenz-Messung
wurden 25 puL. ASP* (5 umol) mit einer Geschwindigkeit von 200 uL/s iiber die Injektoren
eingespritzt, woraufhin ein linearer Anstieg der Fluoreszenz messbar wurde. Durch die 100 pL
der, bereits in den Vertiefungen befindlichen, Ringer-Losung ergab sich eine 1:5-Verdiinnung
und eine Endkonzentration des ASP* von 1 pmol. ASP* lag als 1 mmol-Aliquot a 1 mL in Ringer-

Loésung vor, wurde bei -20 °C gelagert und vor Gebrauch frisch aufgetaut.

Die Daten wurden mit dem Programm Tecan i-control 1.6. aufgezeichnet und mit dem Programm
GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, Inc. San Diego, USA) linear gefittet. Auf der y-Achse

der Diagramme wurde der ASP*-Uptake als Fluoreszenz-Zunahme (dimensionslose Zahl, a. u.)
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aufgetragen. Die Geschwindigkeit der Aufnahme wurde durch eine lineare Regressionsanalyse

der Fluoreszenz-Zunahme in den ersten 100 s nach ASP*-Zugabe berechnet.
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Abb. 4.1.: Exemplarischer linearer Fit der, mit Tecan i-control 1.6. aufgezeichneten, mikrofluorimetrischen
Messungen. x-Achse = Zeit [s], y-Achse = Steigung der Aufnahme [a. u.]. Nach den ersten drei Messpunkten
(Grundfluoreszenz) zeigt sich ein sprunghafter Anstieg durch das Einbringen des ASP* {iber den Injektor. Der lineare
Fit durch GraphPad Prism iiber 100 s in vier, gleichzeitig dargestellten, Vertiefungen der Mikrotiterplatte ist auch
gezeigt.

4.4. Imatinib-Akkumulation

Fiir die Untersuchung der Aufnahme des Imatinib wurden Imatinib-Akkumulations-Experimente,
gefolgt von HPLC-Messungen, durchgefiihrt. Dazu wurden die SSc- und hH-Fibroblasten mit
einer 10 pmol Imatinib-Losung (£ Inhibitoren) inkubiert, mit eiskalter Ringer-Losung

gewaschen, mit 0,1 % Ameisenséure lysiert und die Lysate mit der HPLC vermessen.

Die Fibroblasten fiir die Akkumulations-Experimente wurden nach dem Protokoll in Kapitel
4.1.5. auf 6- oder 12-well Platten ausgeséit und ein Wachstum bis zur 90%igen Konfluenz
abgewartet. Die Platten, folglich alle gleichen Alters und der gleichen Passage, wurden alle am

gleichen Tag verarbeitet.

Eine 1 mmol Imatinib-/Ringer-L&sung wurde hergestellt, aliquotiert, bei -20 °C verwahrt und fiir
jedes Experiment frisch aufgetaut. Dazu waren 29,49 mg Imatinib (#1-5508, LC Laboratories,
Woburn, USA) eingewogen und in 50 mL Ringer-Lésung (pH 7.,4; 37 °C) geldst worden.
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Fiir die Inhibitoren wurden Konzentrationen verwendet, die den doppelten K.-Werten
entsprachen (s. Tabelle 4.4.). Von allen Inhibitoren wurden 10 mmol-Lésungen in Ringer-Lésung

(fiir Pyrimethamin in DMSO) hergestellt, aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.

Tabelle 4.4.: Km-Werte der Inhibitoren an den SLC-Transportern, Quellennachweis und die verwendeten
Konzentrationen in den Imatinib-Akkumulations-Experimenten. Die verwendete Konzentration der Inhibitoren

lag circa im Bereich der doppelten K.

Inhibitor Kn-Wert Quelle verwendete
Konzentration
MPP* KwhOCT1 =15 /32 pmol (Koepsell et al., 2007; 100 pmol

Zhang et al., 1997)
KnhOCT2=19/78 umol (Koepsell et al., 2007)

K hOCT3 =47 pmol (Wu et al., 2000)
Ergothionein Km hOCTN1 =21 pmol (Griindemann et al., 40 pmol
2005)
L-Carnitin Kin hOCTN2=4,3/8,5 (Ohashi et al., 1999; 20 uwmol
umol Tamai et al., 1998)
Pyrimethamin K., hMATEI =77 nmol (Ito et al., 2010) 200 nmol

Fiir die Experimente wurden die Kontroll- und Inhibitor-Lésungen jeweils zwei Mal hergestellt,
bei 37 °C/ pH 7,4 und bei 4 °C / pH 7,4. Da es sich bei Imatinib um ein Hitze-instabiles Molekiil
handelt, wurde die Inkubation direkt mit der 37 °C-L6sung begonnen und die 4 °C-Ldsung bis

zur Verwendung im Kiihlschrank verwahrt.

Die 0,1 % Ameisensdure wurde unter der Sicherheitswerkbank produziert, indem 1 mL 98 %ige
Ameisensiure (#56302, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) in 999 mL Aquadest gegeben
und der pH iiberpriift wurde (ca. pH 2,5). Die Losung wurde in der Zeit zwischen den

Experimenten bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

Bei der Durchfiihrung des Experiments wurde zuerst das DMEM abgenommen und die Zellen
entweder bei 37 °C im Brutschrank oder bei 4 °C auf Eis fiir 10 min mit 1 mL einer 10 pmol-
Imatinib-Lésung (£ spezifische Inhibitoren) inkubiert. Nach 10 min wurde die Losung ziigig
abgenommen und die Vertiefungen zweimal mit 4 °C-kalter Ringer-Losung gewaschen. Im
nichsten Schritt wurden die Zellen mit 0,1 %iger Ameisensdure fiir 15 min auf Eis sauer
hydrolysiert (300 pL bei 6-well Platte, 200 pL bei 12-well Platte). Nach 15 min wurden die Zellen
mit einem Zellschaber (#CC7600-0220, CytoOne, Ocala, USA) gelost, die Lyse unter dem
inversen Mikroskop kontrolliert und die Lysate mit der Pipette in vorbereitete 1,5 mL
Mikroreaktionsgefdfle tiberfiihrt. Die Gefdfe wurden fiir 15 min bei 4 °C im Ultraschallbad
(Sonorex, TK30, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin) behandelt, um letzte, bisher noch
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intakte, Zellen zu lysieren. Es folgte eine 15-miniitige Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C in der
Zentrifuge (MIKRO 200 R, Typ 2405, Hettich Lab Technology, Tuttlingen). Der Uberstand
wurde per Pipette abgenommen, in neue 1,5 mL Mikroreaktionsgefdf3e iiberfiihrt und das Zell-
Pellet verworfen. Die zentrifugierten Lysate wurden bis zur Vermessung in der HPLC bei -20 °C

gelagert.

4.5. Vermessen der Proben mit der HPLC

Die Menge des aufgenommenen Imatinib wurde mit Hilfe der HPLC, der ,,High Performance
Liquid Chromatography*, bestimmt, die fiir Imatinib in humanem Blutplasma zum ersten Mal

durch Widmer 2004 etabliert worden war (Widmer et al., 2004).

Das Chromatographie-System Accela 600 HPLC (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) ist eine
Kompaktanlage und besteht aus 3 Komponenten: Einem UV/VIS-Detektor, einem Autosampler
und einer Pumpe, die Driicke bis 600 bar aufbauen kann. Der UV/VIS-Detektor (190-800 nm)
beinhaltet eine Wolfram-/Deuterium-Lichtquelle mit 300 mA und einen Detektor, der die Anzahl
der Molekiile pro Volumen der stromenden Fliissigkeit bestimmt. Bei monochromatischer
Strahlung von 261 nm liegt das Absorptions-Maximum von Imatinib im UV-Spektrum. Es besteht
ein linearer Zusammenhang zwischen Absorption und Konzentration des Analyten. Uber den
Autosampler wurde die Probe vollautomatisch und drucklos mit der Injektorspritze in ein System
von Probeschleifen injiziert. Der von der Pumpe aufgebaute Laufmittelstrom wurde durch

Umschalten durch die Probenschleife geleitet, sodass die Probe zur Siule gelangte.

Imatinib liegt als polare Substanz vor, weshalb die Trennung der Substanzen als Umkehrphasen-
HPLC (Reversed Phase Chromatography, RP-HPLC) erfolgte. Bei der RP-HPLC, der
mittlerweile gingigsten HPLC-Methode, wird eine unpolare stationdre Phase (= Sdule) und eine

polare mobile Phase (= Elutionsmittel) genutzt.

Die stationdre Phase besteht bei der Normalphasen-HPLC aus Kieselgel, das durch freie —OH-
Gruppen sehr polar ist und dementsprechend polare Substanzen wie Imatinib durch
Wasserstoffbriickenbindungen fest und nicht-eluierbar binden wiirde. Im Gegensatz dazu wird
bei der Umkehrphasen-HPLC Reversed-Phase-Kieselgel genutzt, welches mit unpolaren, C18-
Ketten substituierten Silanen (Octadecylsilan) modifiziert wurde. Fiir die Messungen wurde eine
C18 Accucore-Saule (RP18, #17126-102130, Thermo Fisher Scientific, Schwerte) mit einem

Innendurchmesser von 2,1 mm, einer Lange von 10 cm und einer Partikelgrof8e von 2,6 um
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verwendet. Zum Schutz der Sidule wurde eine Vorsdule (Accucore C18 Defender Guard

Cartridges, #17126-012105, Thermo Fisher Scientific, Schwerte) vorgeschaltet.

Die Elutionskraft der polaren mobilen Phase richtet sich nach der Hydrophobizitét und sinkt mit
steigender Polaritdt. Deshalb ist die elutrope Reihe hier in reverser Reihenfolge giiltig, wobei
Wasser die geringste Elutionskraft besitzt (Wasser < Acetonitril < Aceton < Benzol < n-Pentan).
Die mobile Elutionsmittel-Phase bestand aus Wasser (Injektor A) und Acetonitril (Injektor B),
die beide zu 0,1 % mit 98 %iger Ameisensdure angesduert worden waren. Die Flussrate betrug
200 pL/min und wurde in einem Gradienten-Programm appliziert. Bei dieser Gradienten-
Trennung wird die Zusammensetzung des Eluenten kontinuierlich liber die Zeit verdndert, was
eine stirkere Wechselwirkung zwischen Eluent und Sédule und eine schnellere Verdrangung der

Probensubstanz von der Sdule bewirkt.

In der von mir angewendeten Methode wurden wéhrend der ersten 15 min {iber einen
Laufmittelgradient von 80 (Injektor A) 20 (Injektor B) die Substanzen getrennt. In den letzten
5 min wurde die Séule iiber Spiilen mit 100 % 0,1 %iger Ameisenséure gesdubert und re-

equilibriert (s. Tabelle 4.5.).

Tabelle 4.5.: HPLC-Gradientenprogramm.

Zeit [min] Injektor A Injektor B
0 100 % 0 %

1 100 % 0%

10 80 % 20 %

11 0% 100 %

15 100 % 0 %

20 100 % 0%

Das von der Probe verwendete Volumen lag bei 20 pL und die Retentionszeit bei ca. 9,34 min
(s. Abb. 4.2)). Um das hitzeinstabile Imatinib zu schiitzen, wurde die Temperatur des
Probeneinsatzes auf 4 °C eingestellt. Die Saule arbeitete bei einer Temperatur von 25 °C. Die
Proben wurden {iber eine Spritze und eine von der Probe nur teilweise gefiillte Schleife (partial
loop) mit einer Geschwindigkeit von 100 pL/s und einem Volumen von 500 pL in das Gerét

injiziert.

Die angesduerten Laufmittel-Losungen wurden aus Sicherheitsgrinden und, um

Verschmutzungen zu vermeiden, unter der Sicherheitswerkbank hergestellt. Fiir die 0,1 %ige
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Ameisensidure wurde 2,5 mL 98 % Ameisensdure mit einer groBvolumigen Nadel (#301300,
Kaniile 20 G 1 1/2, 0,9 x 40 mm, BD™ Microlance, Heidelberg) in 2497,5 mL HPLC-Wasser
(#10449380, Fisher Scientific, Schwerte) pipettiert und der pH kontrolliert (pH = 2,5). Genauso
wurde bei dem zu 0,1 % mit 98 %iger Ameisensdure angesduerten Acetonitril (#10660131, Fisher
Scientific, Schwerte) vorgegangen. Bei der Flush-Syringe-Losung wurden die obigen Losungen

in einem Verhiltnis von 80 %/20 % gemischt.

Vor jeder Messung wurde zuerst die Spritze mit einem Volumen von 2,5 mL und einer
Geschwindigkeit von 100 pL/s gespiilt und das gesamte System mit einer Flussrate von 5 mL/min
und offenem Ventil entgast. AuBerdem wurde ein Probedurchlauf durchgefiihrt (Preview run) und
anschliefend das System bei etablierter Baseline gestartet. Vor die zu vermessende Sequenz
wurde jeweils ein Blindgradient mit 0,1 %iger Ameisenséure (,,blanc*) und eine Kalibriergerade
(Imatinib-Konzentrationen [umol]: 50, 30, 10, 5, 3, 1) vorgeschaltet. Um Probenvolumen zu
sparen, wurden in die HPLC-Gefdfle Mikroeinsdtze mit 250 pL. Volumen eingelassen (G30r,
#1.300402, Klaus Ziemer GmbH, Langerwehe). Jede Probe wurde zweimal vermessen und aus

den Ergebnissen ein arithmetisches Mittel gebildet.

Das Messergebnis wurde als Elutionskurve (= Chromatogramm) dargestellt. Die Berechnung der
Imatinib-Konzentration [pmol/L] erfolgte in Bezug auf die vorher gemessenen Standards {iber
die Flache der peaks (area under curve, AUC) und wurde vom Programm Chrom Quest™ 4.0

(ThermoFinnigan, San Jose, USA) ausgefiihrt.

B i

Abb. 4.2.: Exemplarisches Chromatogramm einer 37 °C-Probe. Auf der x-Achse: Zeit [min], auf der Y-Achse:

milli absorption units (mAU). Deutlicher Imatinib-Peak nach einer Retentionszeit von 9,35 min, mAU von 146.
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4.6. Normierung der Imatinib-Akkumulation

Um ein Verhéltnis der Imatinib-Aufnahme zu einer BezugsgroBe herzustellen, erfolgte eine
Normierung. Dazu wurden in meiner Arbeit zwei verschiedene Methoden genutzt: Die
Normierung auf die absolute Zellzahl, die mit dem CASY-Zellzdhlgerat (CASY Innovatis Model
TT, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bestimmt wurde, und die Normierung auf die
Proteinmenge (mg/mL) mit dem Picodrop UV/VIS-Spektrophotometer (Picodrop 100, Modell
PICOPETO1, Picodrop Limited, Hinxton, UK).

4.6.1. Zellzihlung mit CASY

Fiir die Zellzahlung mit dem CASY-Gerit wurden die Wells fiir die Zellzéhlung drei Mal mit
4 °C kaltem DPBS gewaschen. Pro Well wurde 500 pL Trypsin auf die Zellen gegeben, die
Platten fiir 5 min im Inkubator bei 37 °C bebriitet und die Zellen danach durch leichtes Klopfen
gelost. Die Trypsinreaktion wurde mit 1 mL DMEM pro Well gestoppt, die Zellsuspension in
vorbereitete 1,5 mL Mikroreaktionsgefafie (#72.690.001, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht)
tiberfiihrt und fiir 10 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand abgenommen, verworfen, und das Pellet vorsichtig in 1 mL CASY ton, einem
isotonischen Messpuffer fiir die Zellzdhlung (#05651808001, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim), resuspensiert. 10 uL dieser 1 mL-Suspension wurden in ein, mit 9,99 mL CASY ton
gefiilltes, CASY-Gefall (#05651794001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) pipettiert
(1:1000-Verdiinnung), durch Schwenken gemischt und mit dem CASY-Zellzéhlgerit vermessen.

Das CASY-Zellzéhlgerit nutzte zur Messung eine 150 um Kapillare, 3 Zyklen pro Messung, ein
Probenvolumen von 400 pL pro Zyklus und eine Verdiinnung von 1:1000. Das Messergebnis

wurde als ,,lebende Zellen/mL* angeben.
4.6.2. Proteinbestimmung mit Picodrop

Fiir die Normierung des Imatinib-Uptakes auf die Proteinmenge wurde das Picodrop UV/VIS-
Spektrophotometer genutzt, mit dem die Proteinmenge [mg/mL] in 2 uL Proben-Volumen
bestimmt werden konnte. Bei der Probenvermessung wurde von einer UV/Xenon-Lichtquelle
ultraviolettes und sichtbares Licht einer Wellenldnge von 220 nm bis 950 nm ausgesendet und
durch die 1 mm dicke Pipettenspitze (#311110, P10 UVpette, Biozym, Hessisch Oldendorf) auf

einen Detektor geleitet. Zu Beginn und nach 15 Proben musste dem Gerét ein Leerwert (,,blanc)
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zum Vergleich der Proben zur Verfiigung gestellt werden. Dazu wurden jeweils 2 pL des

Lysispufters (0,1 %ige Ameisensdure) vermessen.

Jede Probe wurde mit dem Programm ,,direct protein* dreimal vermessen, ein arithmetischer

Mittelwert berechnet und danach mit der HPLC untersucht.

Es besteht ein linearer, proportionaler Zusammenhang zwischen der Zellzahl und der zu
messenden Proteinmenge, sodass ein Korrekturfaktor berechnet wurde, mit dem die

Proteinmenge in die Zellzahl umgerechnet werden konnte.

4.7. Western Blot

Nachdem Edwin Southern 1975 mit dem Southern Blot eine Technik zur Auftrennung und
Hybridisierung von DNA-Fragmenten entwickelt hatte (Southern, 1975), wurde diese Methode
von W. Neal Burnette, George R. Stark und Harry Towbin zum sogenannten Western Blot, einer
Auftrennungs- und Hybridisierungstechnik fiir Proteine auf Nitrocellulose, weiterentwickelt

(Burnette, 1981; Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979).

Mit dem Western Blot werden Proteine durch eine Natriumdodecylsulfat (SDS)-Elektrophorese
ihrer Groe und Ladung nach aufgetrennt, auf eine Trigermembran {ibertragen, tiiber
Markerenzym-Antikorperkonjugate gebunden und anschlieBend per Chemolumineszenz sichtbar

gemacht.

Fiir die Durchfiihrung eines Western-Blots wurden zuerst die Zellen vorbereitet, indem sie 1x mit
DPBS gewaschen wurden. Das DPBS wurde abgenommen, die Zellen trypsiniert, die Reaktion
mit DMEM gestoppt, die Suspension in ein 15 mL-Zentrifugengefaf tiberfiihrt und fiir 5 min bei
200 g zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt, das entstandene Pellet in 1 mL DPBS unsteril
resuspensiert, in ein 1,5 mL-Mikroreaktionsgefd pipettiert und fiir 5 min bei 4 °C und 2000 g
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das DPBS erneut abgenommen und das Pellet, je
nach Experiment, in 100-300 pL Lysispuffer (TRIS-Lysispuffer, NETN-Lysispuffer,
s. Kapitel 3.4.) fiir 20 min auf Eis lysiert. Im nidchsten Schritt wurde die Proteinkonzentration mit
Picodrop bestimmt (s. Kapitel 4.6.2.) und die hdher konzentrierten Proben auf den Wert der

niedrigsten Konzentration mit dem entsprechenden Lysispuffer verdiinnt.

Alle Proben wurden danach mit dem Probenpuffer NuPAGE (NuPAGE® LDS Sample Buffer
(4X), #NP0007, Life Technologies GmbH, Darmstadt) 1:5 verdiinnt, gevortext, fiir 5 min bei
95 °C aufgekocht und anschlieBend zentrifugiert. Das im Probenpuffer NuPAGE enthaltene
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Lithiumdodecylsulfat (LDS) wirkt als anionisches Tensid und iiberdeckt die Eigenladung der
Proteine. Dadurch besitzen alle Proteine eine konstant negative Ladung und werden zusétzlich
durch die Denaturierung beim Aufkochen linearisiert, was die Auftrennung der Proteine der
Kettenldinge nach im elektrischen Feld ermdglicht. Fiir die Auftrennung wurde ein
diskontinuierliches Gel (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, 4-20 %, #456-1096/#456-1094,
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) mit einer Sammel- und einer Trenngel-Phase nach
Ulrich Laemmli (Laemmli, 1970) genutzt. Die Mini-PROTEAN Elektrophorese-Zelle wurde
gemal Hersteller-Angaben aufgebaut, mit Laufpuffer
(s. Kapitel 3.4.) gefiillt, die Taschen des Gels mit ddH,O gespiilt, die Proben jeweils mit 20-30 uLL
und der Marker (Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder, #SM1811, Fisher Scientific,
Schwerte) mit 6 uL. Volumen aufgetragen. Die SDS-Elektrophorese wurde fiir ca. 35 min bei
anfangs 100 V und nach Einlaufen der Proben bei 200 V durchgefiihrt.

Fiir den Transfer wurde eine PVDF-Membran (#03010040001, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) angepasst, fiir 1-3 min unter der Sicherheitswerkbank mit 100 % Methanol (#A0688,
AppliChem GmbH, Darmstadt) aktiviert und fiir 10 min im Transferpuffer (s. Kapitel 3.4.)
gewaschen. Nach der SDS-Elektrophorese wurde das Gel aus der Plastikhalterung genommen,
die Uberstinde mit dem Skalpell abgezupft und das Gel im Transferpuffer equilibriert. Der
Transfer wurde nach dem Prinzip des ,,nassen Tank-Transfers* mit Transferpuffer durchgefiihrt.
Die Transfer-Apparatur hatte einen Sandwich-artigen Aufbau: In der Mitte die aktivierte PVDF-
Membran und das Gel, zu beiden Seiten ein, mit Transferpuffer getranktes, Filterpapier
(#BP005080100, ALBET LabScience, Hahnemiihle FineArt GmbH, Dassel) und ein getrankter
Schwamm. Dieser Aufbau wurde vom Halteapparat zusammengepresst, Luftblasen mit einem
Roller ausgedriickt und vertikal im, mit Transferpuffer gefiillten, Tank befestigt, wobei sich die
PVDF-Membran ndher an der Anode und das Gel nédher an der Kathode befand. Der Blotting-
Prozess fand mit diesem Aufbau fiir 30-40 min bei 100 V auf einer Magnetriihrplatte mit einem

Riihrfisch und einem Eispack im Behilter statt, um der Hitzeentwicklung entgegen zu wirken.

Nach dem Blotting wurde die PVDF-Membran zur Ladekontrolle mit Ponceau-Rot (s. Kapitel
3.4.) gefarbt und durch dreimaliges Waschen mit TBST a 5 min wieder entférbt. Die Membran
wurde mit 5 % BSA in TBST fiir 30 min bei Raumtemperatur geblockt, um freie Bindungsstellen
zu sperren. Der Primédrantikdrper wurde 1:1.000/1:500 in TBST verdiinnt, die Membran mit der
Antikorper-Losung in einer Proben-Tiite fiir 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieend 3x 5 min mit TBST gewaschen. Der Primérantikorper bindet iiber die Antigen-
Antikorper-Bindung spezifisch an sein Epitop und unspezifisch gebundene Antikérper werden

durch das TBST entfernt.
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Der polyklonale Sekundérantikdrper, der mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) als
Markerenzym gekoppelt war, wurde 1:1000/1:2000 in TBST verdiinnt, die Membran damit 45-
60 min bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert und anschlieBend 3x 5 min mit TBST
gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgt iiber diesen Sekundérantikdrper, der als
Immunkonjugat mit einem Markerenzym verbunden ist und an die Fc-Region des

Primérantikorpers bindet.

Die zwei Komponenten des Belichtungsreagenzes (Luminol/Verstarker-Losung und stabile
Peroxid-Losung) wurden 1:1 gemischt (Lumi-Light™™S Western Blotting Substrate,
#12015196001, Roche, Mannheim), in die Proben-Tiite gegeben, Blasen entfernt und die
Membran entweder direkt fiir 5-15 min am Lumi-Imager (Lumi-Imager F1 Workstation, Roche,
Mannheim) belichtet oder lichtdicht abgedeckt. Das in der Losung des Lumi-Light™"US enthaltene
Luminol reagiert mit der stabilen Peroxid-Losung in Anwesenheit des Katalysators HRP mit

Chemolumineszenz, die mit dem Lumi-Imager detektiert werden kann.
4.8. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism 5.3. (Graph
Pad Software Inc., San Diego, USA). Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. N bezieht
sich auf die Anzahl der untersuchten Zelllinien, n auf die Anzahl der untersuchten Wells. Um eine
statistische Signifikanz nachzuweisen wurde ein ungepaarter zweiseitiger Student-t-Test oder
eine ANOVA-Analyse mit einem Tukey-Post-Test oder einem Dunnet-Post-Test durchgefiihrt.
Zum Vergleich von Graphen wurde ein Extra-Gesamtquadratsummen F-Test verwendet. Ein p-

Wert <0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.

Als Zitationsprogramm wurde Zotero 4.0 (Center for History and New Media at

George Mason University, Virginia, USA) verwendet.
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5. Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Transporter-vermittelten Aufnahme von Imatinib
in die Effektorzellen der SSc, die dermalen Fibroblasten, die Identifikation des verantwortlichen
Transporters sowie die Beeinflussung dieses Prozesses durch die Schliissel-Mediatoren der SSc.
Vor dem Hintergrund der bis jetzt unzureichenden Therapiemdglichkeiten der SSc konnte das
Wissen um die zelluldre Aufnahme des Imatinib in die SSc-F ein wichtiger Pradiktor fiir das

Ansprechen auf eine Imatinib-Therapie sein.

Aus dem Institut der Experimentellen Nephrologie gibt es bereits mehrere Vorarbeiten zur
Aufnahme von Imatinib und anderen TKI in dermale Fibroblasten und in synoviale Fibroblasten
von Patienten mit rheumatoider Arthritis sowie zur Imatinib-Akkumulation in transfizierten HEK

293-Zellen (Schmidt-Lauber et al., 2012; Harrach, 2014; Victor, 2010) (s. Kapitel 2.1.).

5.1. Imatinib-Aufnahme in hH-F und SSc-F

5.1.1. Temperaturabhiingige und spezifische Imatinib-Aufnahme

Im ersten Abschnitt meiner Arbeit habe ich mich mit der Charakterisierung des Imatinib-
Transports in SSc- und hH-Fibroblasten befasst. Zu Beginn untersuchte ich mit der Imatinib-
Akkumulations-Methode, ob eine Temperaturabhingigkeit der Imatinib-Aufnahme besteht. Dazu
wurde in SSc-F und hH-F jeweils die basale Imatinib-Aufnahme bei Inkubation mit einer
10 pmol-haltigen Imatinib-Losung bei 4 °C und 37 °C, der physiologischen menschlichen
Korpertemperatur, durchgefiihrt.

Die gewihlte Imatinib-Konzentration von 10 umol (= 5,8971 ug/mL) lag im Maximalbereich der
fiir therapeutische Zwecke im Patienten-Serum erreichten Imatinib-Spiegel (Schmidli et al.,
2005). Die Konzentration des Pharmakons im Serum war interindividuell verschieden, abhingig
von der eingenommenen Menge, Tal- und Spitzenspiegeln etc., lag aber meist zwischen
0,9 pg/mL und 2,6 ug/mL (Blasdel et al., 2007; le Coutre et al., 2004; De Francia et al., 2014;
Peng et al., 2005; Picard et al., 2007).

Bei den Experimenten zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Aufnahme bei 4 °C
(2,88 £ 0,19 fmol/Zelle fiir hH; 1,34 + 0,03 fmol/Zelle fiir SSc) und der Aufnahme bei 37 °C
(13,67 £ 0,67 fmol/Zelle fiir hH; 6,7 + 0,11 fmol/Zelle fiir SSc) (s. Abb. 5.1. A.)). Die Aufnahme

bei 4 °C muss als unspezifische Aufnahme gedeutet werden, da bei dieser Temperatur sowohl die
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passiven als auch die primér und sekundér aktiven Transporte auf ein Minimum reduziert sind.
Da ein signifikanter Unterscheid zu 37 °C besteht, weist dies auf eine wichtige Beteiligung eines

aktiven, temperaturabhidngigen Mechanismus zur Imatinib-Aufnahme hin.

Bei Bildung der Differenz zwischen der unspezifischen und der totalen Aufnahme ergibt sich fiir
die spezifische Aufnahme ein signifikanter Unterschied fiir die dermalen Fibroblasten aus dem
pathologischen SSc-Umfeld im Vergleich zur Kontrolle hH, was auf eine Bedeutung dieser
Krankheits-Entitat fiir die Imatinib-Aufnahme hindeutet (10,78 + 0,54 fmol/Zelle fir hH; 5,36 +
0,11 fmol/Zelle fiir SSc). Insgesamt haben die SSc-Fibroblasten eine 49,7 % niedrigere Imatinib-
Aufnahme als die hH-Fibroblasten (s. Abb. 5.1. B.)). Fiir meine Experimente standen mir
insgesamt jeweils 4 hH-F-Typen und 4 SSc-F-Typen zur Verfligung, die je von drei weiblichen

und einem méannlichen Spender stammten.
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Abb. 5.1.: Temperaturabhiingige und spezifische Imatinib-Aufnahme in hH- und SSc-Fibroblasten.

A.) Temperaturabhidngige Imatinib-Aufnahme in dermale Fibroblasten. Normalisierung auf die Zellzahl, schwarze
Séule = 4 °C-Messung, weille Sdule = 37 °C-Messung. Werte angegeben als Mittelwerte £ SEM mit n = 98 und 227,
jeweils N = 4. * = signifikanter Unterschied zwischen der Aufnahme bei 4 °C und bei 37 °C, Auswertung mit einem
ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, p < 0,05.

B.) Spezifische Imatinib-Aufnahme in dermale Fibroblasten. Zur Bestimmung wurde die Imatinib-Akkumulations-
Methode angewendet und die Differenz zwischen der Aufnahme bei 4 °C und bei 37 °C gebildet (s. 5.1. A.)).
Normalisierung auf die Zellzahl, schwarze Sdule = hH-F, weile Sdule = SSc-F. Werte angegeben als Mittelwerte
+ SEM mit n = 98 und 227, jeweils N = 4. * = signifikanter Unterscheid von SSc zur Kontrolle hH, Auswertung mit

einem ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, p < 0,05.
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5.1.2. Transport-Kinetik: Michaelis-Menten-Kinetik

Im zweiten Schritt der Transport-Charakterisierung habe ich die Transport-Kinetik beziiglich der

Zeitabhéngigkeit und der Michaelis-Menten-Kinetik untersucht.

Die Transport-Kinetik unterliegt der Michaelis-Menten-Gleichung, wobei die Umsatzrate durch
die Anzahl der Carrier und die Affinitiat zwischen Substrat und Carrier limitiert ist. Die Michaelis-
Menten-Gleichung beschreibt die Umwandlung eines Substrates S in das Produkt P mithilfe eines
Enzyms E. In einem Zwischenschritt wird der Enzym-Substrat-Komplex ES gebildet, der
entweder wieder in E + S zerfillt oder einen Ubergangszustand durchliuft, wodurch das Substrat

das Enzym E als Produkt P verldsst (Michaelis und Menten, 1913).

E+S =ES—>E+P

Die Reaktionsgeschwindigkeit V einer enzymkatalysierten Reaktion héngt von der Konzentration
des [ES] ab. Diese ldsst sich durch die Erhéhung der Substratkonzentration S bis zu einem
Maximalwert Vmax steigern, bei der das Enzym gesittigt ist und alle Enzyme als [ES] vorliegen.
Die Geschwindigkeit steigt zu Beginn steil-linear an und néhert sich im Michaelis-Menten-
Diagramm mit zunehmender Konzentration S asymptotisch der Vmax. Die Michaelis-Menten-
Konstante K, gibt eine Aussage liber die Affinitdt eines Enzyms zu seinem Substrat: Je grofer
die K., desto geringer die Affinitit. Die Ky, ist die Konzentration, bei der 50 % der Enzyme mit
Substrat beladen sind (Michaelis und Menten, 1913).

Als weiterer Kinetik-Parameter kann, analog zur katalytischen Effizienz von Enzymen, die
Transporteffizienz als Quotient ke / Km berechnet werden (Griindemann et al.,, 1999). Die
Variable k. bezeichnet dabei die molekulare Aktivitit (,,furn over®) des Transporters und ist
definiert als Keat= Vmax/ ([E] + [ES]) bzw. Keat= Vimax/ [ Etotal]. Unter der Voraussetzung, dass [Eotai]
konstant ist, ergibt sich somit fiir die Transporteffizienz Vmax / K (s. Tabelle 5.1.) (Griindemann

et al., 1999).

Zur Analyse der Transport-Kinetik wurden zeitabhdngige Aufnahme-Experimente mit den SSc-
und hH-Fibroblasten durchgefiihrt, in denen die Zellen mit der fixen Kontroll-Konzentration von
10 umol Imatinib fiir 1-60 min inkubiert wurden. Dabei ergibt sich ein Graph mit einem zuerst
steil-linearen Anstieg und einem anschlieBenden Plateau ab 10 min (s. Abb. 5.2. A.)). Trotz der
langen Inkubations-Zeit von 60 min zeigt sich ein Unterschied zwischen hH-F und SSc-F

beziiglich der nichtlinearen Regression und der berechneten Vmax-Werte, der mit einem Vergleich
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der Graphen mit dem Extra-Gesamtquadratsummen F-Test signifikant ausfillt, p = 0,0007 (Vmax
= 25,65 £ 3,59 fmol/Zelle fiir hH; Vimax= 12,83 £ 0,88 fmol/Zelle fiir SSc).

Weiterhin wurden in Inkubations-Experimenten fiir die Michaelis-Menten-Kinetik nach der
Imatinib-Akkumulations-Methode die Fibroblasten fiir 10 min mit ansteigenden Imatinib-
Konzentrationen in der Ringer-Lésung von 1-500 umol inkubiert. Es zeigt sich eine Kinetik mit
einem primdr linearen Anstieg bis ca. 50 umol Imatinib und einem spéateren Plateau (s. Abb. 5.2.
B.)). Mit einer nichtlinearen Regressions-Analyse der Michaelis-Menten-Diagramme konnten die
Vmax- und die Ky-Werte bestimmt werden (Km = 40,81 + 12,7 umol fiir hH; Vimax= 51,7 £ 4,72
fmol/Zelle fiir hH; K = 58,98 £ 8,46 umol fir SSc; Vmax = 32,71 £ 1,5 fmol/Zelle fiir SSc)
(s. Tabelle 5.1. und Abb. 5.2. B.)). Wie bei der basalen Imatinib-Aufnahme (s. Abb. 5.1. B.)),
besteht auch bei der konzentrationsabhéngigen Aufnahme ein sichtbarer Unterschied zwischen
hH- und SSc-Fibroblasten beziiglich der Michaelis-Menten-Kinetik und der K- und Vma-Werte.
Mit einem Vergleich der Graphen mit dem Extra-Gesamtquadratsummen F-Test zeigt sich fiir
Vmax ein signifikant hoherer Wert fiir hH-F (s. Abb. 5.2. B.)) (p = 0,002), was im Einklang mit
der erhohten basalen Aufnahme der hH-F steht. Fiir K, ergibt sich mit der genannten Vergleichs-
Methode kein signifikanter Unterschied (p = 0,4).

Das Sittigungs-Plateau deutet auf einen Carrier-vermittelten Transport hin, da ab einer
bestimmten Konzentration alle Transporter mit Imatinib besetzt sind und, selbst durch weitere
Konzentrationserhéhungen, keine weitere Steigerung der Aufnahme moglich ist. Der Wert von
10 umol Imatinib liegt noch im linearen Anstiegs-Bereich, sodass man von einem geringen Efflux

ausgehen kann und sich diese Konzentration als Kontrollwert eignet.

Die Transporteffizienz, gebildet als Quotient aus Vmax und K, ergibt fiir die hH-F im Vergleich
zu den SSc-F einen mehr als doppelt so grolen Wert (1,27 £ 0,37 nmol/Zelle/10 min fiir hH-F;
0,55 £+ 0,18 nmol/Zelle/10 min fiir SSc-F) (s. Tabelle 5.1.), was ebenfalls zur héheren basalen
Imatinib-Aufnahme und den héheren Vmax-Werten der hH-F passt.
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Abb. 5.2.: Transport-Kinetik: Michaelis-Menten-Kinetik in hH-F und SSc-F.

A.) Zeitabhéngige Imatinib-Aufnahme in hH- und SSc-F mit der Imatinib-Akkumulations-Methode, Zeit 1-60 Minuten,
Imatinib-Konzentration jeweils 10 pmol, Normalisierung auf die Zellzahl. Auftragung in XY-Grafik, schwarze Kurve
= hH-F, rote Kurve = SSc-F, Werte angegeben als Mittelwerte £ SEM mit n = 7-9, Zusammenfassung der SSc-F
(N'=2)und hH-F (N = 3). x-Achse = Zeit [min], y-Achse = spezifische Imatinib-Aufhahme [fmol/Zelle]. Bestimmung
der Vmax-Werte mit einer nichtlinearen Regressions-Analyse mit einem Michaelis-Menten-Fit durch GraphPad Prism.
B.) Konzentrationsabhéngige Imatinib-Aufnahme in hH-F und SSc-F mit der Imatinib-Akkumulations-Methode,
Konzentrationen von 1-500 pmol, Inkubationszeit jeweils 10 min, Normalisierung auf die Zellzahl. Auftragung in XY-
Grafik, schwarze Kurve = hH-F, rote Kurve = SSc-F, Werte angegeben als Mittelwerte £ SEM mit n = 7-19,
Zusammenfassung der SSc-F und hH-F, N = 3. x-Achse = Imatinib-Konzentration [pmol], y-Achse = spezifische
Imatinib-Aufnahme [fmol/Zelle]. Bestimmung der Vimax- und Km-Werte mit einer nichtlinearen Regressions-Analyse

mit einem Michaelis-Menten-Fit durch GraphPad Prism.

Tabelle 5.1.: Transport-Kinetik: Vmax-, Km-Werte und Transporteffizienz. Vimax- und Km-Werte bestimmt durch
eine nichtlineare Regressions-Analyse des Michaelis-Menten-Diagramms (s. Abb. 5.2. B.)), Werte angegeben als
Mittelwerte + SE. Berechnung der Transporteffizienz als Quotient aus Vmax und Km [nmol/Zelle/10 min].
* = signifikanter Unterschied zwischen Vmax bei hH-F und SSc-F (p =0,002) bei einem Vergleich der Graphen mit dem

Extra-Gesamtquadratsummen F-Test; kein signifikanter Unterschied bei Km (p = 0,4).

Dermale Vmax [fmol/Zelle] K [numol] Transporteffizienz
Fibroblasten Vmax/ Km [Nnmol/Zelle/10 min]
hH-F 51,7+4,72 40,81 + 12,7 1,27 £ 0,37

SSc-F 32,71+ 1,5 * 58,98 +8,46 | 0,55+0,18

5.1.3. ICso-Werte fiir Imatinib an hH- und SSc-Fibroblasten

Im néchsten Schritt habe ich mithilfe der mikrofluorimetrischen Methode die apparente Affinitét
von Imatinib als Inhibitor der ASP*-Aufnahme an den hH-und SSc-Fibroblasten untersucht. Dazu

wurden die auf 96-well Platten ausgesdten Zellen mit abnehmenden Konzentrationen von
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Imatinib, von 10 mol bis 10 mol, und einer fixierten Konzentration von 1 pmol des Fluoreszenz-
Farbstoffs ASP" iiber den Injektor inkubiert und der initiale, lineare Fluoreszenz-Anstieg mit dem
Tecan Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Lesegerédt vermessen. Durch die Interferenz des Imatinib
mit der ASP*-Aufnahme konnte die Konzentration des Imatinib berechnet werden, bei der eine
halbmaximale Inhibition (50 %) der ASP*-Aufnahme vorliegt (ICso-Wert fiir hH-F 24,32 pmol;
ICso-Wert fiir SSc-F 73,63 pumol) (s. Abb. 5.3.). Imatinib interagiert folglich mit der ASP"-
Aufnahme in SSc-F und hH-F, wobei der niedrigere ICso-Wert bei den hH-F auf eine stérkere
apparente Affinitdt des Imatinib am aufnehmenden Transporter hinweisen konnte. Der hoherer
ICso-Wert der SSc-F konnte eine geringere Interferenz des Imatinib an der ASP*-Aufnahme und
somit vermutlich eine geringere apparente Affinitdt am Imatinib-aufnehmenden Transporter
anzeigen. Fiir LogICs errechnet sich, bei Anwendung des Extra-Gesamtquadratsummen F-Tests,
allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen SSc-F und der Kontrolle (LogICso -4,61 £0,15
fiir hH-F; LogICso -4,13 + 0,32 fiir SSc-F), p = 0,39.

Dermale ICs0-Wert LogICs
Fibroblasten Imatinib [pumol |

150 hH-F 24,32 -4,61 £0,15
SSc-F 73,63 -4,13+ 0,32

-
(=]
o
1
—
_H
—

initiale Rate der
ASP*-Aufnahme [%]
2

—— SSc
-=— hH

0 | i | T T T T
0 -8 -6 -4 -2
Log (Imatinib-Konzentration) [mol]

Abb. 5.3.: ICs-Werte fiir Imatinib an hH-F und SSc-F mit der Mikrofluorimetrie-Methode. Imatinib-
Konzentrationen von 103-10? mol in logarithmischer Darstellung. Aufiragung in XY-Grafik, Werte angegeben als
Mittelwerte £ SEM mit n = 4-39 bei hH (ICs0-Wert = 24,32 pmol) und n = 20-138 bei SSc, Zusammenfassung (ICso-
Wert SSc71 = 84 umol; ICso-Wert SSc78 = 135 umol, Daten nicht gezeigt). x-Achse = Imatinib-Konzentration in
Log [mol], y-Achse = initiale Rate der ASP*-Aufnahme in % von Kontrollexperimenten ohne Imatinib-Zugabe.
Berechnung der ICso- und LogICso-Werte mit einer nichtlinearen Regressions-Analyse durch GraphPad Prism, ,,Dose-
response — Inhibition, log (Inhibitor) vs. normalized response*. Bei einem Vergleich der Graphen mit dem Extra-

Gesamtquadratsummen F-Test zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei LogICso (p = 0,39).
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5.1.4. pH-abhiingige Imatinib-Akkumulation in dermalen Fibroblasten

Mithilfe der Imatinib-Akkumulations-Methode und der mikrofluorimetrischen Methode wurde
weiterhin die pH-Abhéngigkeit der Imatinib- und der ASP*-Aufnahme in die hH-F und SSc-F
beleuchtet. Dafiir wurde mit NaOH und HCI via pH-Meter der pH der Imatinib-Inkubations-
Losungen und der Losungen fiir die mikrofluorimetrischen Experimente um den physiologischen
pH-Wert von 7,4 herum variiert, mit einem Minimum von 6,0/6,4 und einem Maximum von
8,4/8,6 (Imatinib-Akkumulations-Methode/Mikrofluorimetrie-Methode). Bei den Imatinib-
Akkumulations-Experimenten wurde statt der Ringer-Losung mit dem Waymouth-Puffer

gearbeitet (s. Tabelle 3.4.).

Bei den hH-F zeigt sich fiir den pH 6,4 eine um 60,5 % signifikant erniedrigte Imatinib-Aufnahme
und fiir den basischen pH 8,4 eine um 38,7 % signifikant erhdhte Imatinib-Aufnahme (hH:
Kontrolle pH 7,4: 9,7 £ 0,5 fmol/Zelle; pH 6,4: 3,83 + 0,46 fmol/Zelle; pH 8,4: 13,45 + 0,78
fmol/Zelle) (s. Abb. 5.4. A)). Fiir die SSc-F ergeben sich vergleichbare Verhéltnisse mit einer
deutlicheren pH-Abhéngigkeit. Die Abnahme der Imatinib-Aufnahme betrigt beim pH von 6,4 in
den SSc-F 71,2 % und die Steigerung beim pH von 8,4 108 % (SSc: Kontrolle
pH 7,4: 4,07 + 0,36 fmol/Zelle; pH 6,4: 1,18 £ 0,16 fmol/Zelle; pH 8,4: 8,47 + 0,74 fmol/Zelle)
(s. Abb. 5.4. B)).

Bei den Mikrofluorimetrie-Experimenten wird nicht der Imatinib-Uptake direkt, sondern die
ASP*-Aufnahme untersucht, die ebenfalls eine pH-Abhédngigkeit aufweist. Es wurde mit den pH-
Werten 7,4/6,0/8,6 gearbeitet. Die hH-F zeigen beim azidischen pH von 6,0 eine um 27,7 %
signifikant niedrigere ASP"-Aufnahme und beim basischen pH von 8,6 eine um 21,2 % erhohte
Aufnahme. Die SSc-F demonstrieren beim basischen pH von 8,6 eine um 43 % signifikant hohere
ASP*-Aufnahme, wihrend die Aufnahme beim pH von 6 mit der Aufnahme der Kontrolle
vergleichbar ist (hH: Kontrolle pH 7,4: 1,58 £ 0,14 a. u.; pH 6,0: 1,14+ 0,07 a. u.; pH 8,6: 1,9 +
0,17 a. u.) (SSc: Kontrolle pH 7,4: 1,01 £ 0,06 a. u.; pH 6,0: 0,95 £ 0,06 a. u.; pH 8,6: 1,45+ 0,1
a. u.) (s. Abb. 54. C.) + D.)). Wie in Kapitel 5.1.3, Abb. 5.3. (s. 0.) gezeigt, kann die ASP*-
Aufnahme durch Imatinib konzentrationsabhingig inhibiert werden, woraus folgt, dass ASP* und
Imatinib zumindest teilweise vom gleichen Transporter in die dermalen Fibroblasten
aufgenommen werden. Insofern ist anzunehmen, dass nicht nur der Transporter fiir ASP*, sondern

auch der aufnehmende Transporter fiir Imatinib pH-abhéngig arbeiten muss.

In einem weiteren Experiment wurde das membrangingige Puffer-System Acetat/Essigsdure

verwandt, um eine Azidifizierung des Zytosols zu erreichen. Essigsdure kann aufgrund seines
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ungeladenen Zustands frei bis zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes in die Zelle
diffundieren. Durch den mittelstarken pKs-Wert von 4,75 fiir Essigsdure dissoziiert sie bevorzugt
zu Acetat und Protonen, die intrazellulér zu einer pH-Erniedrigung fithren. Fiir das Acetat-
Experiment wurde eine 60 mmol/L Acetat-Losung hergestellt, fiir die 60 mmol/L des NaCl einer
Ringer-Losung durch Acetat ersetzt wurden. Durch die Verdiinnung mit weiterer Ringer-Losung
wurden die anderen Konzentrationen erreicht (s. Tabelle 3.4.). Es =zeigt sich eine
konzentrationsabhéngig signifikant gesteigerte Imatinib-Akkumulation mit Erhohung der
Aufnahme um 16 % bei 10 mmol/L Acetat und um 44 % bei 40 mmol/L Acetat (Kontrolle:
0 mmol/L Acetat = 100 %; 10 mmol/L Acetat: + 16 % + 1,4 %; 20 mmol/L Acetat: + 22 % =+
1,1 %; 30 mmol/L Acetat: + 42 % =+ 3,3 %; 40 mmol/L Acetat: + 44 % = 5,4 %) (s. Abb. 5.4. F.)).

In der Theorie werden dabei die intrazelluldren Protonen, die durch Dissoziation frei geworden
sind, durch einen Transporter aus der Zelle befordert, wihrend im Gegenzug im gleichen Schritt
durch den Transporter Imatinib als Substrat in die Zelle aufgenommen wird. Insgesamt deuten
die Ergebnisse somit auf einen pH-abhéngigen Imatinib-Transporter, mit der Funktion eines

Antiporters.

5.1.5. Efflux-Experimente

Fiir die Efflux-Experimente wurden die Kontrollen in etablierter Weise nach dem Imatinib-
Akkumulations-Protokoll inkubiert, zwei Mal mit kalter Ringer-Losung gewaschen und mit
0,1 %iger Ameisensdure lysiert. In den Wells fiir die Efflux-Bestimmung wurden die Zellen
ebenfalls mit der Imatinib-Losung inkubiert, zwei Mal gewaschen und diec Waschlosung
abgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen mit auf 37 °C und 4 °C temperierter Ringer-
Loésung mit pH 7,4 und pH 6.4 fiir die angegebenen Zeitraume inkubiert, sodass hier ebenfalls die
spezifische Imatinib-Aufnahme berechnet werden konnte; die Zellen wurden im nichsten Schritt

nochmals gewaschen, mit 0,1 %iger Ameisenséure lysiert und die Lysate in der HPLC vermessen.

In Abb. 5.5. zeigt sich eine zeitabhidngige Zunahme des Efflux des Imatinib aus den Zellen. Bei
einem extrazelluldren pH von 6,4 kommt es bei den hH ab 30 min zu einem signifikanten Efflux
mit einer Abnahme des Imatinib-Gehalts des Lysats um 51,2 % (hH: Kontrolle: 12,9 +
1,4 fmol/Zelle; Efflux nach 30 min bei pH 6,4: 6,3 £ 0,86 fmol/Zelle) (s. Abb. 5.5. A.)). Fiir die
SSc-F ergibt sich schneller ein signifikanter Efflux. Bereits nach 5 min ist der Efflux beim pH 6,4
mit einem 26,5 % niedrigeren Imatinib-Gehalt signifikant (s. Abb. 5.5. B.)), was auf eine ziigigere
Abgabe des Imatinib aus pathologischen SSc-Fibroblasten hindeuten kénnte (SSc: Kontrolle:
4,9 £ 0,36 fmol/Zelle; Efflux nach 5 min bei pH 6,4: 3,6 £+ 0,18 fmol/Zelle).
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Aufgrund der postulierten pH-Abhéngigkeit des Antiporters sollte eine Azidifizierung im
extrazelluldiren Raum zu einem verstirkten Efflux von Imatinib fiihren. Bei Anwendung des
Extra-Gesamtquadratsummen F-Tests ergibt sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen

dem Efflux bei pH 7,4 und 6,4 (bei hH p = 0,98; bei SSc p = 0,46).
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Abb. 5.4.: pH-abhiingige Imatinib-Aufnahme in hH-F und SSc-F.

A.) pH-abhingige Imatinib-Aufnahme in hH-Fibroblasten mit der Imatinib-Akkumulationsmethode. Normalisierung
auf die Zellzahl. Werte angegeben als Mittelwerte = SEM mit n = 18, N = 3. * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle
pH 7,4 mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.
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B.) pH-abhéngige Imatinib-Aufnahme in SSc-Fibroblasten mit der Imatinib-Akkumulationsmethode. Normalisierung
auf die Zellzahl. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM mit n = 4-10, N = 2. * = signifikanter Unterschied zur
Kontrolle pH 7,4 mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p <0,05.

C.) pH-abhingige ASP*-Aufnahme in hH-F mit der mikrofluorimetrischen Methode. Angabe der ASP*-Aufnahme-
Steigung in a. u. (arbitrary unit). Werte angegeben als Mittelwerte £ SEM mit n = 23-27, N = 1. * = signifikanter
Unterschied zur Kontrolle pH 7,4 mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.

D.) pH-abhéngige ASP*-Aufnahme in SSc-F mit der mikrofluorimetrischen Methode. Angabe der ASP*-Aufnahme-
Steigung in a. u. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM mit n = 101-123, N = 2. * = signifikanter Unterschied zur
Kontrolle pH 7,4 mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p <0,05.

E.) pH-abhingige Imatinib-Aufnahme in SSc-Fibroblasten mit der Imatinib-Akkumulationsmethode. Normalisierung
auf die Zellzahl. Auftragung in XY-Grafik, Werte angegeben als Mittelwerte + SEM mit n = 4-10, N = 2.
x-Achse = pH, y-Achse = spezifische Imatinib-Aufnahme [fmol/Zelle]. Nichtlinearer Fit des Graphen mit sigmoidaler
dose-response durch GraphPad Prism. LogECso 7,86 + 0,12.

F.) Imatinib-Aufnahme abhéngig zur Acetat-Konzentration in SSc-F, mit der Imatinib-Akkumulations-Methode
bestimmt. Werte als Mittelwerte + SEM in % der Kontrolle, n = 3-8, N = 1. * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle
mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.
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Abb. 5.5.: Efflux-Bestimmung mit einem extrazelluliren pH von 7,4 und 6,4 bei hH-F und SSc-F.

A.) Efflux-Bestimmung bei hH-F mit Messung des spezifischen Imatinib-Gehalts der Lysate in der HPLC. Imatinib-
Aufnahme nach der Imatinib-Akkumulations-Methode. Extrazelluldrer pH bei Efflux 7,4 und 6,4. Normalisierung auf
die Zellzahl. Auftragung in XY-Grafik, Werte angegeben als Mittelwerte + SEM mit n = 6 bei Kontrolle, n = 1 bei pH
7.4; n = 3 bei pH 6,4; N = 1. x-Achse = Zeit [min], y-Achse = spezifische Imatinib-Akkumulation [fmol/Zelle].
Nichtlinearer Fit durch GraphPad Prism, exponentiell, “one phase decay”.

B.) Efflux-Bestimmung bei SSc-F mit Messung des spezifischen Imatinib-Gehalts der Lysate in der HPLC. Imatinib-
Aufnahme nach der Imatinib-Akkumulations-Methode. Extrazelluldrer pH bei Efflux 7,4 und 6,4. Normalisierung auf
die Zellzahl. Auftragung in XY-Grafik, Werte angegeben als Mittelwerte + SEM mit n = 5 bei Kontrolle, n = 1 bei pH
7,4; n = 3 bei pH 6,4; N = 1. x-Achse = Zeit [min], y-Achse = spezifische Imatinib-Akkumulation [fmol/Zelle].

Nichtlinearer Fit durch GraphPad Prism, exponentiell, “one phase decay”.
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Am Abschluss des ersten Kapitels meiner Arbeit, das den Imatinib-Transport in SSc- und hH-
Fibroblasten untersucht, muss gesagt werden, dass es sich um eine temperatur-, zeit- und
konzentrationsabhéngige Imatinib-Aufnahme handelt, die in den gesunden hH-F signifikant
hoher ausfillt als in den pathologischen SSc-F. Es liegt ein zeitabhéngiger Efflux vor, der bei den
SSc-F schneller abléuft, als bei den hH-F. Dariiber hinaus handelt es sich beim Imatinib-Uptake

um einen deutlich pH-abhéngigen Prozess mit einer erhéhten Aktivitét bei basischem pH.
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5.2. Transporter-Expression der SLC22A4 und SLC47A4 in hH-F und SSc-F

Nach der Charakterisierung des Imatinib-Uptake in die dermalen Fibroblasten stellt sich die
Frage, welche Transporter der SLC224- und SLC47A-Familie in den Fibroblasten exprimiert
werden. Dazu wurden semiquantitative PCRs der hOCT, hOCTN und hMATE sowie, vor dem
Hintergrund der bereits bestimmten Charakteristika, PCRs der zwei mdglichen Transporter

durchgefiihrt.

5.2.1. Semiquantitative PCR der hOCT, hOCTN und hMATE] in hH-F

Abb. 5.6.: Semiquantitative PCR der hOCT, hOCTN und hMATE] in hH-F. M = Fermentas Gene Ruler 100 bp
DNA-Marker, 100 und 200 bp beschriftet.

1=hOCT3,Real 3,Grole | 2 = hOCTNI1, Real 2, | 3 = hOCTN2, Real 2, | 4 = hMATEI], Real 2,
431 bp Grofe 205 bp Grofe 195 bp Grofe 179 bp

5 = hGAPDH-Kontrolle, | 6=hOCT2, Real 1, Gr6Be | 7=hOCT1, Real 1, Grofie

GrofBe 179 bp 151 bp 206 bp

Fiir die hH zeigen sich in verschiedenen semiquantitativen PCRs jeweils positive Banden fiir
hOCT3 (1), hOCTNI (2), hOCTN2 (3) und eine schwache Bande fiir AMATE] (4) mit Primer-
Dimeren; positive h(GAPDH-Kontrolle = (5). Fiir K OCTI (7) und AOCT2 (6) ist keine Bande
sichtbar, sodass bei einem Standard-PCR-Ansatz kein Nachweis fiir diese beiden #OCT in hH
vorhanden ist (s. Abb. 5.6.).

In einem Reamplifikations-Ansatz, bei dem statt 1 pL. cDNA 1 pL des vorherigen PCR-Produktes
vervielfdltigt wurde, zeigt sich bei ”OCT1 und AOCT? eine Bande auf der entsprechenden Hohe,
sodass vermutet werden kann, dass diese beiden OCT nur in geringem MaB in den hH-F
exprimiert werden (Bild nicht gezeigt). Insgesamt enthalten hH-F, mit semiquantitativer PCR

nachweisbar: h/OCT3, hOCTNI, hOCTN2 und hMATE].
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Abb. 5.7.: Semiquantitative PCR der hOCT, hOCTN und hMATE] in SSc-F. M = Fermentas Gene Ruler 100 bp
DNA-Marker, 100 und 200 bp beschriftet.

1=hOCT1, Real 1, GroBie 206 bp 2 =hOCT2, Real 1, GroBe 151 bp 3 = hGAPDH-Kontrolle, GrofBe
179 bp

4 =hOCT3, Real 3, Grofie 431 bp 5=hOCTN2, Real 2, GroBe 195bp | 6 = hGAPDH-Kontrolle, Grofie
179 bp

7=hOCTNI, Real 2, GroBe 205 bp | 8 =hMATEI, Real 2, GroBe 179bp | 9 = hGAPDH-Kontrolle, Grofie
179 bp

Bei den pathologischen SSc-Fibroblasten gibt es, wie bei den hH-F, jeweils in mehreren
semiquantitativen PCRs positive Banden fiir AOCT3 (4), hOCTNI (7), hOCTN2 (5) und hMATE]
(8). Die positiven 1GAPDH-Kontrollen sind in Abb. 5.7. (3) / (6) / (9) sichtbar.

Fiir die AOCTI (1) und AOCT2 (2) sind bei den SSc-F, im Gegensatz zu den hH-F, ohne
Reamplifikation schwache positive Bande auf der richtigen Hohe erkennbar, 206 bp und 151 bp.
Somit werden in SSc-F h(OCTNI, hOCTN2, h(MATE1, hOCTI, hOCT2 und hOCT3 nachgewiesen.

Der hMATE2-K wird nur in den proximalen Tubuli der humanen Niere exprimiert, sodass eine
semiquantitative PCR sowohl bei hH-F als auch bei SSc-F ein negatives Ergebnis erbrachte (keine

Abb. gezeigt).

Die Schnittmenge, die hH-F und SS-F beziiglich der detektierbaren exprimierten Transporter
teilen, sind daher hOCT3, hOCTN1, hOCTN2 und hMATE].
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5.2.3. Semiquantitative PCR der hOATP in hH-F und SSc-F

Abb. 5.8.: Semiquantitative PCR der 1OATP1A2 und hOATPIB3 in hH-F und SSc-F. M = Fermentas Gene Ruler
100 bp DNA-Marker, 100 und 200 bp beschriftet. 1-3: hH52, 4-6: SSc71, 7-9: SSc78, 10-12: SSc28. hOATPIA2 =1/
4/71/10, GroBe 207 bp. hOATPIB3 =2/5/8 /11, GroBe 138 bp. hGAPDH-Kontrolle=3/6/9/ 12, Grofie 179 bp.

Hu et al. haben 2008 h(OATP1A2 und hOATP1B3 aus der Familie der SCL21 als weitere mogliche
Imatinib-Transporter in Diskussion gebracht. In Xenopus laevis-Oozyten, in die entweder die
Transporter-cRNA oder Wasser als Kontrolle injiziert worden war, zeigte sich bei 1 OATP1A42-

und hOATPI1B3-iiberexprimierenden Oozyten eine signifikant hhere Imatinib-Aufnahme (Hu et
al., 2008).

Daher wurde die cDNA der dermalen Fibroblasten auf das Vorhandensein dieser organischen
Anionen-Transporter aus der Familie der SLC21 getestet (s. Abb. 5.8.). Fir hH-F (1-3) sowie
verschiedene SSc-F (4-12) zeigten sich keine Banden fiir h(OATPIA2 und hOATPIB3 bei
positiven hGAPDH-Kontrollen, sodass eine Expression und Beteiligung dieser Transporter am

Imatinib-Uptake in die Fibroblasten unwahrscheinlich ist.
5.2.4. qPCR von hOCTNI und hMATE] in hH-F und SSc-F

Von den fiir die Transporter-vermittelte Imatinib-Aufnahme in Frage kommenden hOCTs
(s. Kapitel 2.1.2., Abb. 2.1.), hOCT1-2, hOCTNI1 und hMATEI1, kommen aufgrund der
Transport-Charakteristik, insbesondere der deutlichen pH-Abhéingigkeit, nur hMATEl und
hOCTNI fiir die Imatinib-Aufnahme in Frage. Zusammen mit hOCT3 und hOCTN2 sind sie die
einzigen Transporter, die in der semiquantitativen PCR bei hH-F und SSc-F nachgewiesen
werden konnen (s. Kapitel 5.2.1-2). Daher wurde von #OCTNI und hMATE1 eine Real-Time
gqPCR durchgefiihrt (s. Abb. 5.9.).
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Abb. 5.9.: Real-Time qPCR-Ergebnis: Transporter-Expression von #OCTNI und hMATE!I in hH-F und
SSc-F.

A.) Real-Time qPCR: Relative mRNA-Expression der hH-F und SSc-F fiir AOCTNI. Schwarze Siule = hH-F als
Kontrolle, weile Sdule = SSc-F, Normalisierung auf die Expression des Referenzgens #GAPDH in Prozent. Werte
angegeben als Mittelwerte + SEM; bei hH-F: n = 1-2, N = 2; bei SSc-F: n = 1-2, N = 4. * = signifikanter Unterschied
zur Kontrolle hH-F, Auswertung mit einem ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, p < 0,05.

B.) Real-Time qPCR: Relative mRNA-Expression der hH-F und SSc-F fiir AMATEI. Schwarze Séule = hH-F als
Kontrolle, weile Sdule = SSc-F, Normalisierung auf die Expression des Referenzgens #GAPDH in Prozent. Werte
angegeben als Mittelwerte = SEM; bei hH-F: n = 1-2, N = 2; bei SSc-F: n = 1-2, N = 4. * = signifikanter Unterschied

zur Kontrolle hH-F, Auswertung mit einem ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, p < 0,05.

Die hochste Expression zeigt sich fiir AMATE1 bei den SSc-F mit einer basalen Expression von
0,31 £ 0,07 in % der hGAPDH. Die Expression des AiMATE1 bei den hH-F als Kontrolle ist, im
Gegensatz dazu, etwa 18-fach erniedrigt (0,017 + 0,006 in % der hAGAPDH) und entspricht der
niedrigsten Expression (s. Abb. 5.9. B.)).

Fiir die Expression des #OCTNI in hH-F und SSc-F ergeben sich Werte im Bereich zwischen den
zwei vorher Genannten, wobei die Expression von #OCTNI in SSc-F um 25,2 % signifikant
niedriger ist als in den gesunden Fibroblasten (hH-F: 0,21 + 0,008 in % der hGAPDH,
SSc-F: 0,16 + 0,002 in % der hAGAPDH) (s. Abb. 5.9. A.)).
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5.3. Funktioneller Aktivitits-Assay mit spezifischen Inhibitoren

Es bleibt die Frage, welcher der Transporter funktionell fiir die Imatinib-Aufnahme
verantwortlich ist. Dafiir wurden Inhibitions-Experimente durchgefiihrt. Der Carrier-Transport
via SLC22A und SLC47A ist kompetitiv hemmbar. Bei der kompetitiven Hemmung konkurrieren
Substrat und Inhibitor um die gleiche Bindungsstelle am Transporter, sodass die Transportrate

sinkt.

Fiir die Hemmung der Imatinib-Aufnahme wurden spezifische Inhibitoren der hOCT, hOCTN
und des hMATE]1 verwendet. Hiermit ldsst sich ein funktioneller Aktivitdts-Assay durchzufiihren,
wie er von Thomas et al. 2004 etabliert worden war (White et al., 2006; Thomas et al., 2004). Als
Konzentrationen wurden die zweifachen K,,-Werte eingesetzt: Fiir hOCT1-3 100 umol MPP*, fiir
hOCTN1 40 pmol Ergothionein, fiir hOCTN2 20 umol L-Carnitin und fiir hMATE1 200 nmol
Pyrimethamin (s. Tabelle 4.4.). Dazu wurden die Zellen nach der Imatinib-Akkumulations-
Methode verarbeitet und die Inkubations-Losungen jeweils mit den entsprechenden
Konzentrationen der Inhibitoren versetzt (s. Abb. 5.10.). Auf diese Weise wurden funktionelle

Inhibitions-Profile der hH-F und SSc-F erstellt (s. Abb. 5.11. + 5.12.).
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Abb. 5.10.: Ubersicht: Spezifische Imatinib-Aufnahme in hH-F und SSc-F bei Hemmung mit spezifischen
Inhibitoren mit der Imatinib-Akkumulations-Methode. Inhibitoren: ET = Ergothionein 40 pmol, L-Carnitin
20 pmol, MPP* 100 umol und PYR = Pyrimethamin 200 nmol. Normalisierung auf die Zellzahl. Werte angegeben als
Mittelwerte = SEM. Zusammenfassung der hH-F und der SSc-F; hH-F: n = 20-30, N = 4; SSc-F: n = 35-60, N =3
(einzelne Profile s. u.). * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test,

p <0,05.
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Sowohl fiir die gesunden Fibroblasten hH-F als auch fiir die SSc-F zeigt sich in der
Zusammenfassung bei der Inkubation mit Imatinib und 40 umol Ergothionein eine um 26 % bzw.
17 % signifikant niedrigere Imatinib-Aufnahme. Bei den anderen Inhibitoren, insbesondere bei
Pyrimethamin, einem potenten Inhibitor des hMATEI, ergeben sich in der Zusammenfassung
keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle (s. Abb. 5.10.) (Fiir hH-F: Kontrolle 9,09 +
0,67 fmol/Zelle; Ergothionein: 6,7 = 0,47 fmol/Zelle; L-Carnitin: 9,2 £ 0,83 fmol/Zelle;
MPP*: 8,2 £ 0,75 fmol/Zelle; Pyrimethamin: 8,17 & 0,57 fmol/Zelle) (Fiir SSc-F: Kontrolle 5,03
+ 0,13 fmol/Zelle; Ergothionein: 4,17 £ 0,15 fmol/Zelle; L-Carnitin: 5,18 = 0,17 fmol/Zelle;
MPP*: 5,45 £ 0,11 fmol/Zelle; Pyrimethamin: 5,09 & 0,12 fmol/Zelle).

Bei Betrachtung der Einzelprofile fiir hH-F (Abb. 5.11. A.) — D.)) ist ersichtlich, dass nur bei
hHS52 und hH168 eine signifikante Inhibition der Imatinib-Aufnahme mit einer jeweils um 46 %
und 19 % reduzierten Imatinib-Aufnahme vorliegt. Obwohl angedeutet, ist die Inhibition mit

Ergothionein bei hH22 und hH33 im Einzel-Profil nicht signifikant.

Dariiber hinaus zeigt sich bei hH52 eine signifikante Inhibition mit 100 pmol MPP*. hOCT1 und
hOCT2 weisen Kn-Werte von 15/32 umol und 19/78 umol auf (s. Tabelle 4.4.) (Koepsell et al.,
2007). Obwohl hOCT1 und hOCT2 in hH-F nur in geringem Mal} exprimiert werden, kdnnte
durch die hohe MPP*-Konzentration, die fiir hOCT3 gewahlt worden war, bei hH52 eine
signifikante Inhibition dieser hOCT durch MPP" vorliegen.

Bei den SSc-F ist die Inhibition durch Ergothionein bei SSc8 (14,5 % Reduktion) und SSc71
(24 % Reduktion) signifikant. Durch die anderen Inhibitoren lésst sich keine Beeinflussung des
Imatinib-Uptake erkennen (Abb. 5.12. A.) — C.)).

Zusammengefasst implizieren die Ergebnisse dieser Inhibitions-Experimente, dass hOCTNI
primér flir die Imatinib-Aufnahme in die hH- und die SSc-Fibroblasten verantwortlich sein muss.
Es zeigen sich dariiber hinaus Unterschiede beziiglich der Inhibition zwischen den einzelnen

hH-F- und SSc-F-Typen (s. Profile).
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Abb. 5.11.: Einzel-Profile: Spezifische Imatinib-Aufnahme in hH-F bei Hemmung mit spezifischen Inhibitoren
mit der Imatinib-Akkumulations-Methode.

A.) Inhibitor-Profil hH22. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM. n = 4-6.
Analyse mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle.

B.) Inhibitor-Profil hH33. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte = SEM. n = 4-6.
Analyse mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle.

C.) Inhibitor-Profil hH52. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte = SEM. n = 4-6.
* = signifikanter Unterschied zur Kontrolle mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.

D.) Inhibitor-Profil hH168. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM.
n = 8-12. * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.
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Abb. 5.12.: Einzel-Profile: Spezifische Imatinib-Aufnahme in SSc-F bei Hemmung mit spezifischen Inhibitoren
mit der Imatinib-Akkumulations-Methode.

A.) Inhibitor-Profil SSc8. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM.
n = 12-18. * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.

B.) Inhibitor-Profil SSc71. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM.
n=11-21. * = signifikanter Unterschied zur Kontrolle mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.

C.) Inhibitor-Profil SSc78. Normalisierung auf 100 % der Kontrolle. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM.
n=12-21. Analyse mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle.
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5.4. Einfluss der Schliisselmediatoren TGFp und PDGF auf die Imatinib-

Aufnahme

Im néchsten Schritt wurde der Einfluss der zwei Schiisselmediatoren TGF und PDGF auf die
Imatinib-Aufnahme in die hH-F und die SSc-F untersucht. TGFf und PDGF spielen als
Schliisselmediatoren in der Pathogenese der SSc eine wichtige Rolle bei den Schritten der Auto-
Immunitédt und Fibrose (s. Kapitel 1.1.7.4.). In den Experimenten wurde daher die Imatinib-
Aufnahme mit der Imatinib-Akkumulations-Methode, die Fluoreszenz-Zunahme mit dem
Mikrofluoreszenz-Assay und die Transporter-Expression durch qPCR unter pathologischen
Bedingungen analysiert. Es wurde dabei mit Konzentrationen von 10 ng/mL TGF fiir 24 h und
10 ng/mL PDGEF fiir 12-96 h gearbeitet (s. 4.1.7. Inkubation mit den Mediatoren TGFp und
PDGF).

5.4.1. Stimulation mit TGFp

Bei der Stimulation mit TGFP mit 10 ng/mL fiir 24 h zeigte sich im Fluoreszenz-Uptake,
vermessen mit der mikrofluorimetrischen Methode, bei hH-F und SSc-F kein signifikanter
Unterschied zwischen der Aufnahme vor und nach Stimulation (hH: Kontrolle: 1,27 + 0,1 a. u.;
nach 24 h Stimulation: 1,2 + 0,2 a. u.; SSc: Kontrolle: 1,1 + 0,08 a. u.; nach 24 h Stimulation:
1,29 £ 0,12 a. u.) (s. Abb. 5.13. A.)). Obwohl es sich bei den mikrofluorimetrischen Messungen
um indirekte Messungen handelt, wird impliziert, dass der TGFP keinen nennenswerten Einfluss
auf den ASP'- und somit auch auf den Imatinib-aufnehmenden Transporter hat. Beziiglich der
Imatinib-Akkumulation in SSc-F ldsst sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied im Uptake
durch die Behandlung mit TGFp feststellen (SSc: Kontrolle: 3,72 + 0,12 fmol/Zelle; nach 24 h
Stimulation: 3,6 + 0,17 fmol/Zelle) (s. Abb. 5.13. B.)). Im nidchsten Schritt wurde die Transporter-
Expression des #OCTNI und des hMATE] unter Stimulationsbedingungen untersucht (s. Abb.
5.14. A.) und B.)). Weder bei AMATE noch bei hOCTNI findet sich eine signifikant verdanderte
Expression der Transporter (#OCTN1: hH: Kontrolle: Expression 0,22 % der HtGAPDH; nach 24 h
Stimulation mit TGFB: 0,19 % der hGAPDH;, SSc: Kontrolle: 0,15 £ 0,002% der hGAPDH,, nach
24 h Stimulation mit TGFB: 0,17 + 0,03 % der 1GAPDH) (hMATE: hH: Kontrolle: 0,02 % der
hGAPDH; nach 24 h Stimulation mit TGFp: 0,02 % der h(GAPDH, SSc: Kontrolle: 0,31 £ 0,01 %
der ’GAPDH,; nach 24 h Stimulation mit TGFB: 0,2 + 0,09 % der h(GAPDH). Insgesamt kann
gesagt werden, dass der, durch hOCTNI1 vermittelte, Imatinib-aufnehmende Transport-

Mechanismus durch TGFp nicht beeinflusst wird.
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Abb. 5.13.: ASP*-Aufnahme und Imatinib-Akkumulation nach Stimulation mit TGFf 10 ng/mL fiir 24 h.

A.) ASP*-Aufnahme in hH-F (schwarze Sdulen) und SSc-F (weifle Sdulen) nach Stimulation mit TGFp mit der
Mikrofluorimetrie-Methode. Angabe der ASP*-Aufnahme-Steigung in a. u. Werte angegeben als Mittelwerte = SEM;
hH: n=63/17, N =2; SSc: n = 120/63, N = 3. Auswertung jeweils mit einem ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test,
keine Signifikanz, p =0,12 und p = 0,72.

B.) Spezifische Imatinib-Aufnahme in SSc-F nach Stimulation mit TGFf mit der Imatinib-Akkumulations-Methode.
Normalisierung auf die Zellzahl. Werte angegeben als Mittelwerte £ SEM, n = 8/12, N = 2. Auswertung mit einem

ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, keine Signifikanz, p = 0,59.
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Abb. 5.14.: Ergebnisse Real-Time qPCR: Transporter-Expression von #OCTNI und hMATE1 nach Stimulation
mit TGFp 10 ng/mL fiir 24 h.

A.) Real-Time qPCR: Relative mRNA-Expression der hH-F und SSc-F fiir "OCTNI nach Stimulation. Schwarze Saule
=hH-F als Kontrolle, weifle Sdule = SSc-F, Normalisierung auf die Expression des Referenzgens #GAPDH in Prozent.
Werte angegeben als Mittelwerte + SEM; bei hH-F: n=1, N =1; bei SSc-F: n= 1, N = 3. Analyse bei SSc-F mit einem
ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, keine Signifikanz, p = 0,65.

B.) Real-Time qPCR: Relative mRNA-Expression der hH-F und SSc-F fiir A/MATE nach Stimulation. Schwarze Séule
=hH-F als Kontrolle, weifle Sdule = SSc-F, Normalisierung auf die Expression des Referenzgens #GAPDH in Prozent.
Werte angegeben als Mittelwerte = SEM; bei hH-F: n=1, N =1; bei SSc-F: n=1, N = 2. Analyse bei SSc-F mit einem

ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, keine Signifikanz, p=0,31.
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5.4.2. Stimulation mit PDGF

Zur Charakterisierung des Effekts von PDGF auf die hH-F und SSc-F wurden Imatinib-
Akkumulations-Experimente nach der etablierten Methode durchgefiihrt. Vor der Inkubation mit
der 10 pmol-Imatinib-Losung wurden die Zellen fiir 12 h, 24 h und 48 h mit PDGF 10 ng/mL
stimuliert. Da PDGF eine stimulierende Wirkung auf das Zellwachstum und die Zellteilung hat,
wurde die Zellzahl hier pro Inkubations-Zeitraum und nicht pro Platte bestimmt, um diesen Effekt

auszuschliefen.

Fiir die hH-F zeigt sich nach 12 h Stimulation eine um 27 % leicht und nach 24 h Stimulation eine
um 139 % signifikant erhohte Imatinib-Aufnahme (s. Abb. 5.15. A.)) (hH-F: Kontrolle: 22,15 +
1,87 fmol/Zelle; 12 h: 28,1 + 5,79 fmol/Zelle; 24 h: 52,88 + 2,3 fmol/Zelle; 48 h: 27,09 +
0,68 fmol/Zelle). Im Gegensatz dazu weisen die SSc-F keine signifikanten Unterscheide
beziiglich der Imatinib-Akkumulation auf (s. Abb. 5.15. B.)) (SSc-F: Kontrolle: 7,62 +
0,19 fmol/Zelle; 12 h: 6,74 £ 1,1 fmol/Zelle; 24 h: 6,56 = 0,32 fmol/Zelle; 48 h: 9,03 +
0,75 fmol/Zelle).

Dieses Ergebnis ldsst sich mit dem Mikrofluoreszenz-Assay fiir die SSc-F bestitigen (SSc:
Kontrolle: 1,3 + 0,1 a. u.; 12 h: 1,2 £ 0,26 a. u.; 24 h: 1,0 £ 0,08 a. u.; 48 h: 1,4 £ 0,14 a. u.)
(s. Abb. 5.15. C))).

Im néichsten Schritt stellte sich die Frage, ob die signifikante Steigerung der Imatinib-Aufnahme
in die hH-F mit einer Expressions-Anderung der aufnehmenden Transporter assoziiert ist. Dazu
wurde eine qPCR des AMATEI und des fiir den Imatinib-Uptake zustindigen AOCTNI
durchgefiihrt, fiir die die Zellen vorher mit 10 ng/mL PDGF fiir 12-96 h inkubiert wurden. Der
hOCTNI weist bei 24-stiindiger Stimulation eine um 36 % signifikant erhohte Expression auf,
was mit der erhdhten Imatinib-Akkumulation der hH-F korreliert (s. Abb. 5.16. A.)). Die SSc-F
besitzen bei 12 h und 24 h Stimulation eine signifikant hohere AOCTNI-Expression (290 % und
95,5 % hohere Expression), obwohl die unstimulierte Kontrolle sogar signifikant niedriger als die
der hH-F ausfillt (s. Abb. 5.16. A.)). Die erhéhte Expression des hOCTNT1 ist aber nicht, wie bei
den hH-F, mit einer hoheren Imatinib-Aufnahme assoziiert (s. Abb. 5.15. B.)). Dieses Ergebnis
ldsst eine Anderung der Antwort auf die PDGF-Stimulation in den SSc-Fibroblasten vermuten,
die schon wihrend des Krankheitsprozesses erhdhten PDGF-Konzentrationen ausgesetzt

gewesen sein miissen.
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Fiir den hAMATE] zeigt sich {iber den Inkubations-Zeitraum weder fiir hH-F noch fiir SSc-F ein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle ohne Mediator-Stimulation in der Transporter-Expression
(s. Abb. 5.16. B.)). Wie bereits vorher gezeigt, besteht ein Unterschied zwischen der AIMATE -

Expression in hH-F und SSc-F, der bei der nicht stimulierten Kontrolle signifikant ist.
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Abb. 5.15.: Spezifische Imatinib-Akkumulation in hH-F und SSc-F und ASP*-Aufnahme in SSc-F nach
Stimulation mit PDGF 10 ng/mL fiir 24 h.

A.) Spezifische Imatinib-Aufnahme in hH-F nach Stimulation mit PDGF fiir 12 h, 24 h und 48 h mit der Imatinib-
Akkumulations-Methode. Normalisierung auf die Zellzahl. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM, n=3-12, N = 1.
* = signifikanter Unterschied zur Kontrolle mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, p < 0,05.

B.) Spezifische Imatinib-Aufnahme in SSc-F nach Stimulation mit PDGF fiir 12 h, 24 h und 48 h mit der Imatinib-
Akkumulations-Methode. Normalisierung auf die Zellzahl. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM, n=3-12, N =1.
Analyse mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle.

C.) ASP*-Aufnahme in SSc-F nach Stimulation mit PDGF fiir 12 h, 24 h und 48 h mit der mikrofluorimetrischen
Methode. Angabe der ASP*-Aufnahme-Steigung in a. u. Werte angegeben als Mittelwerte + SEM; n = 9-60, N = 4.
Analyse mit der one-way ANOVA, Dunnett-Post-Test, kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle.
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Abb. 5.16.: Ergebnisse Real-Time qPCR: Transporter-Expression von #OCTNI1 und hMATE] nach Stimulation
mit PDGF 10 ng/mL fiir 12-96 h.

A.) Real-Time qPCR: Relative mRNA-Expression der hH-F und SSc-F fiir tOCTNI nach Stimulation. Schwarze Séule
=hH-F als Kontrolle, weifle Sdule = SSc-F, Normalisierung auf die Expression des Referenzgens #GAPDH in Prozent.
Werte angegeben als Mittelwerte £ SEM; hH-F: n=1-2, N = 2-3; SSc-F: n = 1-2, N = 4. * = signifikanter Unterschied
zur Kontrolle mit der one-way ANOV A, Dunnett-Post-Test, p <0,05. * {iber Linie = signifikanter Unterschied zwischen
Kontrolle ZOCTNI bei hH-F und SSc-F mit einem ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, p < 0,05.

B.) Real-Time qPCR: Relative mRNA-Expression der hH-F und SSc-F fiir h/MATE] nach Stimulation. Schwarze Séule
=hH-F als Kontrolle, weifle Sdule = SSc-F, Normalisierung auf die Expression des Referenzgens #GAPDH in Prozent.
Werte angegeben als Mittelwerte + SEM; bei hH-F: n = 1-2, N = 2-3; SSc-F: n = 1-2, N = 4. Analyse mit der one-way
ANOVA, Dunnett-Post-Test, kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle. * iiber Linie = signifikanter Unterschied
zwischen Kontrolle AMATE bei hH-F und SSc-F mit einem ungepaarten zweiseitigen Student-t-Test, p <0,05.

5.5. Western Blot fiir hOCTN1

Im vorangegangen Teil meiner Arbeit konnte hOCTNI1 als aufnehmender Transporter fiir
Imatinib in die SSc-F und hH-F identifiziert werden. Per semiquantitativer PCR und gPCR wurde
hOCTNI in den Fibroblasten nachgewiesen (s. 5.2.1/2/4). Um diesen SLC22A-Transporter auf
Proteinebene nachzuweisen, wurde ein Western Blot mit einem Antikdrper gegen hOCTNI1

durchgefiihrt.

Als Positivkontrolle wurden mit hOCTNI1 transfizierte HEK 293-Zellen verwendet, die in der
Experimentellen Nephrologie durch Marion Victor etabliert worden sind (Victor, 2010). Die
HEK 293-Zellen besitzen einen Plasmidvektor pEBTet, auf dem das Gen fiir den AOCTNI
lokalisiert ist und dessen Expression durch die Inkubation mit einem Tetracyclin induziert werden
kann. Daher wurden die transfizierten HEK 293-hOCTN1-Zellen nach einem Protokoll fiir 24 h

mit Doxycyclin (1 mg/L) inkubiert, um die Expression zu induzieren.
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In Abb. 5.17. sicht man eine semiquantitative PCR von HEK 293-Wildtyp-Zellen, nicht-
induzierten und induzierten HEK 293-hOCTNI1-Zellen. Bei den HEK 293-Wildtyp-Zellen (1)
zeigt sich eine sehr schwache Bande auf der korrekten Hohe von 205 bp. Bei den nicht-induzierten
(3) und den mit Doxycyclin induzierten HEK 293-hOCTN1-Zellen (5) wird eine jeweils stirkere
Bande fiir h=OCTNI nachgewiesen. In (2), (4) und (6): positive (GAPDH-Kontrolle.

Abb. 5.17.: Semiquantitative PCR von HEK 293-Wildtyp-Zellen, nicht-induzierten und induzierten HEK 293-
hOCTN1-Zellen. M = Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Marker, 100 und 200 bp beschriftet.

1 = HEK 293-Wildtypzellen, | 2 = HEK 293-Wildtypzellen,
hOCTNI1, Real 2, Grofie 205 bp hGAPDH-Kontrolle, Grofle 179 bp

3 = nicht mit Doxycyclin induzierte
HEK 293- hOCTNI1- Zellen,
hOCTNI1, Real 2, GroBie 205 bp

4 = nicht mit Doxycyclin induzierte
HEK 293- hOCTNI1- Zellen,
hGAPDH-Kontrolle, Grée 179 bp

5 = mit Doxycyclin induzierte HEK
293- hOCTNI1- Zellen, hOCTN1,
Real 2, GrofBe 205 bp

6 = mit Doxycyclin induzierte HEK
293- hOCTN1- Zellen, hGAPDH-
Kontrolle, GroBie 179 bp

Der Western-Blot (s. Abb. 5.18.) wurde mit den nicht-induzierten (8) und induzierten HEK 293-
hOCTNI1-Zellen (9) als Positiv-Kontrolle durchgefiihrt. Die HeLa-Zellen (11) wurden durch die
Firma Abnova als Positivkontrolle empfohlen. Aufgetragen wurden Lysate der SSc-F, SSc78 (1),
SSc71 (2) und SSc28 (3), sowie der hH-F, hH168 (4); weiterhin ein Lysat der synovialen
Fibroblasten eines Patienten mit rheumatoider Arthritis (5), kurz RASF, und ein Lysat der

humanen Niere (10).

Der Antikorper fiir hOCTNI1 zeigt sich als Doppel-Bande bei 70/75 kDa. Im unteren Bildabschnitt
ist die positive hGAPDH-Kontrolle auf der Héhe von 36 kDa fiir alle Proben abgebildet. Fiir die
induzierten und die nicht-induzierten HEK 293-hOCTN1-Zellen sowie die HeLa-Zellen sieht
man als Positiv-Kontrolle eine Doppelbande auf der entsprechenden Hohe. Bei den Fibroblasten
sicht man keine deutlichen Doppelbanden, allenfalls angedeutete Banden fiir SSc71 (2) und
hH168 (4), was an einer zu geringen Expression des hOCTNI in den Zellen liegen konnte.
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Abb. 5.18.: Western Blot mit einem hOCTNI1-Antikorper an Fibroblasten und HEK 293-Zellen. Oberer
Bildabschnitt: hOCTN1 Doppel-Bande bei 70/75 kDa. M = Marker: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
1 = SSc78, 2 = SSc71, 3 = SSc28, 4 = hH168, 5 = RASF857, 7 = HEK 293-Wildtyp-Zellen, 8 = mit hOCTN1-
transfizierte HEK 293-Zellen, keine Induktion mit Doxycyclin; 9 = mit hOCTN1-transfizierte HEK 293-Zellen, 24 h

Induktion mit Doxycyclin; 10 = humane Niere; 11 = HeLa-Zellen als Positivkontrolle. Unterer Bildabschnitt:

hGAPDH-Kontrolle als Referenzprotein bei 36 kDa. [RASF = synovialer Fibroblast eines Patienten mit rheumatoider

Arthritis]
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6. Diskussion

6.1 Imatinib in der SSc-Therapie

Die SSc ist eine komplexe rheumatische Erkrankung aus dem Formenkreis der Kollagenosen, die
sich durch eine Vaskulopathie, Autoimmunitét, und im Endstadium durch eine extensive Fibrose
auszeichnet (Gabrielli et al., 2009; Varga und Abraham, 2007). Die hohe Morbiditit und
Mortalitdt der SSc ist v. a. in der, durch die Fibrose mitverursachte, ILD und PAH begriindet
(Steen und Medsger, 2007; Sabnani et al., 2009). Bisher liegen keine klinisch effektiven
antifibrotischen Therapie-Optionen vor (Denton et al., 2006).

Schon 2002 entdeckten Beham-Schmid et al. und Hasserjian et al., dass es bei CML-Patienten
mit einer nachweisbaren Knochenmarks-Fibrose unter Imatinib-Therapie als Nebeneffekt zu
einer signifikanten Regression der Fibrose kam (Hasserjian et al., 2002; Beham-Schmid et al.,
2002). Diese morphologischen Verdnderungen stellten sich als unabhédngig vom eigentlichen
zytogenetischen Ansprechen auf das Imatinib heraus (Bueso-Ramos et al., 2004; Hasserjian et al.,
2002). Aus diesem Grund wurde der Ansatz untersucht, primér auf Fibrose beruhende Krankheits-
Entititen wie die Bleomycin-induzierte Lungenfibrose oder die nephrogene systemische Fibrose

mit Imatinib zu therapieren (Kay und High, 2008; Daniels et al., 2004).

Die SSc-Fibroblasten zeichnen sich durch eine Hochregulation der Transkription profibrotischer
Gene wie Kollagen Typ I aus, die auch in vitro iiber mehrere Passagen erhalten bleibt (Derk und
Jimenez, 2003; LeRoy, 1974). 2007 konnten Distler et al. weiterhin nachweisen, dass Imatinib in
vitro in SSc-F COL1A1, COL1A2 und Fibronectin auf mRNA- und Proteinlevel ohne toxische
Nebenwirkungen inhibieren konnte (Distler et al., 2007). Angesichts der Tatsache, dass fiir
Patienten mit SSc keine zufriedenstellende antifibrotische Therapie zur Verfiigung stand, riickte
damit Imatinib als Therapieméglichkeit bei SSc in den Fokus (Beyer et al., 2010; Mendoza und
Jiménez, 2011; Distler und Distler, 2009; van Daecle et al., 2008). Nach zundchst
vielversprechenden Fallstudien und klinischen Interventionsstudien (Guo et al., 2012; Spiera et
al., 2011; Tamaki et al., 2012) zeigten sich in weiteren Studien keine oder nicht signifikante
Verbesserungen beziiglich Hautfibrose und FVC sowie teilweise starke Nebenwirkungen, die
zum Therapieabbruch fiihrten (Prey et al., 2012; Khanna et al., 2011). Daher kann momentan
keine Empfehlung fiir die systematische Therapie mit Imatinib bei SSc durch die

EULAR/EUSTAR gegeben werden (Kowal-Bielecka et al., 2009; Walker et al., 2011).
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Allerdings handelt es sich bei Imatinib um eine Substanz, die mit der simultanen Inhibition der
TK des PDGF-R und der Inhibition der c-Abl, einer TK aus der Signalkaskade des TGFp-
Rezeptors, einen theoretisch vielversprechenden Therapieansatz verfolgt und auch einige positive
Therapieergebnisse in vitro und in vivo erzielen konnte (Chung et al., 2009; Fraticelli et al., 2014;
Gordon et al., 2014; Daniels et al., 2004; Distler et al., 2007). Aus diesem Grund werden nun
weitere TKI, z. B. Nilotinib, auf ihre Wirkung bei SSc untersucht (Gordon et al., 2015).

6.2 Imatinib-Influx und -Efflux als moglicher Aspekt beim Therapieerfolg

Beziiglich der teilweise erniichternden Studien-Ergebnisse konnte vermutet werden, dass diese
auf unzureichenden Konzentrationen des Imatinib intrazellulir beruhen — durch einen
ungeniigenden Influx des TKI nach intrazelluldr oder durch einen unerwiinschten Efflux nach
extrazelluldr. Da Imatinib im Blut zu einem Drittel als polares Mono-Kation vorliegt, ist eine freie
Diffusion fiir diesen Anteil nicht moglich (Szakéacs et al., 2005). Fiir die Wirkung auf die ATP-
Bindungsstelle der c-Abl und des PDGF-R muss Imatinib aber nach intrazellulédr gelangen, sodass
von einem Carrier-vermittelten Prozess ausgegangen werden muss, an dem potenziell SLC

beteiligt sein konnten.

Insgesamt werden den Influx- und Efflux-Transportern, den Interaktionen und den klinischen
Auswirkungen auf die intrazellulire TKI-Aufnahme zunehmend Beachtung geschenkt
(Minematsu und Giacomini, 2011; Hu et al., 2008). Bei CML konnte gezeigt werden, dass eine
Inhibition mit hOCT 1-spezifischen Inhibitoren eine signifikant niedrigere Imatinib-Aufnahme in
humane T-Lymphoblasten bewirkt und die hOCTI1-Expression ein guter Pradiktor fir das
zytogenetische Ansprechen auf die Imatinib-Therapie darstellt (Crossman et al., 2005; Nardinelli
et al., 2012; Wang et al., 2008; White et al., 2006; Thomas et al., 2004). Dariiber hinaus stellten
sich bei CML die Efflux-Transporter der Familie der ATP-Binding Cassette Transporter als
wichtig heraus (Slot et al., 2011). Die Uberexpression des ABCBI, auch P-Glykoprotein 1 oder
MDRI1 (Multi-Drug-Resistance Protein 1) genannt, reduzierte die intrazelluldre Imatinib-
Akkumulation und fiihrte zur Entwicklung einer Imatinib-Resistenz (Hirayama et al., 2008;
Mahon et al., 2003; Widmer et al., 2003; Thomas et al., 2004). Ein weiterer fiir den Imatinib-
Efflux verantwortlicher Transporter ist der ABCG2, der auch als BCRP1 (Breast Cancer
Resistance Protein) bezeichnet wird (Burger et al., 2004, 2005; Dohse et al., 2010). Beim GIST
entwickelt sich in der Imatinib-Langzeit-Therapie eine pharmakologische Resistenz mit einer um
30 % gesunkenen systemischen Exposition, bei der ebenfalls eine Verbindung zum ABCB1 oder

zu hOCT/hOATP vermutet wird (Eechoute et al., 2011, 2012).
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Wihrend zum Imatinib-Influx und -Efflux bei CML und GIST bereits einige Vorarbeiten
existieren, gibt es zum Imatinib-Transport bei SSc nur wenige Untersuchungen. Deshalb habe ich
die intrazellulire Aufnahme des Imatinib in die dermalen Fibroblasten und die mdgliche
Beteiligung der hOCT, hOCTN und hMATE am Influx analysiert, was ein wichtiger Préadiktor

fiir den Imatinib-Therapieerfolg sein konnte.

6.3 Transporter-vermittelte Imatinib-Aufnahme

Im ersten Abschnitt meiner Arbeit habe ich die basale Imatinib-Aufnahme in die SSc-F, die
hH-F und die Transporter-Kinetik untersucht. Bei den SSc¢ sowie den hH bestand ein signifikanter
Unterscheid zwischen der Aufnahme bei 4 °C und bei 37 °C (s. Abb. 5.1. A.)). Diese deutliche
Temperaturabhédngigkeit des Influx unterstreicht, dass es sich bei der Aufnahme um einen aktiven
Prozess handeln muss. Die freie Diffusion, die aufgrund der positiven Ladung des kationischen
Imatinib nicht moglich ist (Szakacs et al., 2005), ist vom Konzentrationsgradienten und von der

Temperatur abhéngig (s. Diffusionskoeffizient, 1. Fick'sches Gesetz).

Der Carrier-vermittelte Transport ist eine Form der erleichterten Diffusion, daher ebenfalls
temperaturabhéngig (s. Abb. 5.1.) und besitzt das Konzentrationsgefille als treibende Kraft. Er
ist séttigbar, dhnlich einer Michaelis-Menten Kinetik (s. Abb. 5.2.), und aufgrund der hohen
Strukturspezifitit durch Inhibitoren kompetitiv hemmbar (s. Abb. 5.10.) (Markl et al., 2011), was
sich ausnahmslos mit den anderen Aufnahme-Charakteristika des Imatinib in die dermalen
Fibroblasten aus meiner Arbeit vereinbaren lisst. Die Uberfamilie der Solute-Carrier-
Transporter, kurz SLC-Transporter, beinhaltet die hOCT, hOCTN (SLC22A) und die hMATE
(SLC47A), die den Transport von organischen Kationen vermitteln. Beziiglich der Transporter-
Kategorie gehdren sie zur Untergruppe der Porter, die Uniport (hOCT1-3, OCTN2), Symport
(hOCTN2) und Antiport (hOCTN1, hMATE1) katalysieren konnen (Ciarimboli, 2008; Hediger
et al., 2004; Koepsell und Endou, 2004; Motohashi und Inui, 2013a).

Bei Bildung der Differenz zwischen der Aufnahme bei 4 °C und 37 °C fillt auf, dass ein markanter
Unterscheid zwischen der intrazelluldren Imatinib-Akkumulation bei SSc-F und bei hH-F besteht
(s. Abb. 5.1. B.)). Die SSc-F aus dem pathologischen, fibrotisch verdnderten Krankheitsmilieu
nehmen ca. 49,7 % weniger Imatinib auf als die gesunden hH-F. Diese interessante Tatsache
konnte erkldren, warum es in den verschiedenen Studien mit Imatinib zu wenig liberzeugenden
klinischen Verbesserungen kam (Pope et al., 2011; Prey et al., 2012; Bournia et al., 2013; Khanna
etal., 2011). Durch die verminderte Aufnahme in die Zellen konnte intrazelluldr bei den Kranken

eventuell keine effektive Konzentration erreicht werden. Umgekehrt kdnnte spekuliert werden,
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dass die teilweise betrichtlichen Nebenwirkungen wie Odeme und Diarrhoe, die meist wihrend
der ersten Behandlungswoche auftraten und partiell zum Therapieabbruch fiihrten (Pope et al.,
2011; Khanna et al.,, 2011), der starken Imatinib-Aufnahme in eigentlich gesunde Zellen
geschuldet sein konnten. Korrespondierend zu diesen Ergebnissen fielen die Vma-Werte der
SSc-F in der Séttigungskinetik (s. Abb. 5.2. B.)) und die Vmx-Werte in der zeitabhéngigen
Imatinib-Akkumulation (s. Abb. 5.2. A.)) signifikant niedriger aus als die Werte der hH-F.

Bei den mikrofluorimetrischen Messungen und der Ermittlung der ICso-Werte zeigte sich eine
ASP*-Aufnahme in die hH-F und SSc-F, die durch steigende Imatinib-Konzentrationen
inhibierbar ist (s. Abb. 5.3.), was darauf hindeutet, dass ASP" und Imatinib um den gleichen
Carrier konkurrieren. Der niedrigere ICso-Wert an den hH-F (24,32 umol) konnte auf eine hohere
apparente Affinitdit am Imatinib-aufnehmenden Transporter hindeuten, was sich mit der
signifikant hoheren spezifischen Imatinib-Aufnahme in die hH-F (s. Abb. 5.1. B.)) in Einklang
bringen lésst. Vice versa konnte der hohere ICso-Wert des Imatinib an den SSc-F (73,63 pmol) zu
einer niedrigeren Affinitdt an diesen Fibroblasten und zu einer schwécheren spezifischen

Aufnahme passen (s. Abb. 5.1. B.)).
6.4 Weiteres Charakteristikum der Aufnahme: pH-Abhangigkeit

Als weitere Eigenschaft zeigten sowohl die SSc-F als auch die hH-F dariiber hinaus in den
Imatinib-Akkumulations-Experimenten und in den mikrofluorimetrischen Versuchen eine
signifikante pH-Abhéngigkeit (s. Abb. 5.4.). Das Optimum lag im basischen Bereich mit einer
Mehraufnahme von 39 % bei hH und 108 % bei SSc. Ein azidischer pH im extrazelluldren Milieu
bewirkte eine minimierte Imatinib-Aufnahme mit einem um 71 % bei SSc und um 60 % bei hH
gesenkten Uptake (s. Abb. 5.4. A.-B.)). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte
spekuliert werden, dass der aufnehmende Transporter ein H*-/OC-Antiporter sein muss. Bei
wenig Protonen extrazelluldr/basischem pH wird ein Proton nach extrazelluldar und simultan
Imatinib nach intrazellular transportiert, was das Aufnahme-Maximum beim pH von 8,4 erklart.
Im Gegensatz dazu sinkt der Uptake bei azidischem pH/vielen Protonen extrazelludr, da ein

Proton zum Ausgleich nach intrazelluldr und Imatinib zeitgleich nach extrazelluldr bewegt wird.

Unter Beachtung dieses Charakteristikums wiére eine, rein theoretische, Therapie-Option, mit der
mehr Imatinib in die SSc-F befordert werde konnte, eine Erhohung des Blut-pH auf einen leicht
basischen Wert. Da dieser Parameter vom Korper strengstens reguliert wird, bleibt dies eine

abstrakte Uberlegung.
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6.5 Transporter-Expression in den dermalen Fibroblasten

Nach diesen Uberlegungen zu den Charakteristika des aufnehmenden Transporters wurde die
genetische Expression in den dermalen Fibroblasten ermittelt. Mithilfe der semiquantitativen
PCR konnten in den hH-F AOCT3, hOCTNI1, hOCTN2 und hMATEI als mogliche Transport-
Kandidaten nachgewiesen werden (s. Abb. 5.6.). In den SSc-F zeigten sich neben hOCTNI,
hOCTN2 und hMATEI noch Banden fir hOCTI, hOCT2 und hOCT3 (s. Abb. 5.7.). Die
Schnittmenge, die sich die dermalen Fibroblasten beziiglich der Expression teilen, sind daher

hOCT3, hOCTNI, hOCTN2 und hMATE].

Unter Beriicksichtigung der starken pH-Abhéngigkeit (s. Abb. 5.4.) bleiben von den gefundenen
exprimierten Transportern nur zwei Kandidaten fiir die Imatinib-Aufnahme {ibrig: hOCTN1 und
hMATEI, die beide als H*-/OC-Antiporter pH-abhingig arbeiten (Tamai et al., 1997; Tanihara et
al., 2007). Deshalb habe ich von diesen beiden Transportern eine qPCR durchgefiihrt. Auf der
Transkriptions-Ebene zeigte sich beim Z#OCTNI eine signifikant niedrigere Expression in den
SSc-F als in den hH-F (s. Abb. 5.9. A.)). Aulerdem stellte sich die Expression des AMATE] in
den hH-F interessanterweise als 18-fach niedriger heraus als in den SSc-F (s. Abb. 5.9. B.)).

6.6 Inhibition der Imatinib-Akkumulation durch Ergothionein

Zur eindeutigen Bestimmung des verantwortlichen Transporters wurde ein funktioneller
Aktivitits-Assay durchgefiihrt, bei dem die Imatinib-Akkumulation kompetitiv durch spezifische
Inhibitoren der Transporter gehemmt wurde (s. Abb. 5.10.). In der Zusammenfassung wies nur
die Inhibition mit Ergothionein in Hohe des doppelten K,-Wertes eine signifikante Inhibition bei
SSc-F und hH-F auf. Alle anderen eingesetzten spezifischen Inhibitoren zeigten keinen sichtbaren
Effekt. Da Ergothionein als spezifisches Substrat fiir hOCTN1 gilt und kein anderer Metabolit
durch hOCTN1 effizienter transportiert wird als Ergothionein (Griindemann et al., 2005; Koepsell
et al., 2007), muss daraus geschlussfolgert werden, dass der hOCTN1 hauptsichlich fiir die

Imatinib-Aufnahme in die dermalen Fibroblasten zustindig ist.

Bei individueller Betrachtung der Fibroblasten-Zellreihen fallt auf, dass nicht alle SSc-F (SSc78)
oder hH-F (hH22, hH33) signifikant, sondern teilweise nur diskret inhibiert wurden
(s. Abb. 5.11. + 5.12.). Die Zellreihen der Primérkulturen stammen aus Hautbiospien
unterschiedlicher Patienten (s. 4.1.1. Herkunft der Zellen), sodass die unterschiedliche Hohe der
Inhibition moglicherweise auf interindividuelle Unterschiede der Proteinexpression

zurlickzufithren ist. Diese Vermutung wiirde mit dem Vergleich der basalen spezifischen
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Imatinib-Aufnahme der SSc-F und hH-F korrespondieren, die teilweise signifikant
unterschiedlich ausfillt (keine Abb. gezeigt). Bei den hOCT1 und hOCT2 konnte dariiber hinaus
gezeigt werden, dass hinsichtlich der apparenten Substrat-Affinitdt eine signifikante
Beeinflussung durch regulatorische Kinasen wie Proteinkinase A, Proteinkinase C oder
Calmodulin-abhéngige Kinase II moglich ist (Biermann et al., 2006; Ciarimboli et al., 2004).
AuBerdem konnen genetische Polymorphismen in den hOCT die renale Metaboliten-Clearance
beeinflussen (Tzvetkov et al., 2009). Obwohl nicht in meiner Arbeit untersucht, konnten diese
Unterschiede theoretisch durch genetische Polymorphismen im hOCTNI oder durch

Aktivierung/Deaktivierung von regulatorischen Signalkaskaden oder Kinasen verursacht sein.

6.7 hOCTNI1 als verantwortlicher Transporter fiir die Imatinib-Aufnahme

Die gezeigten experimentellen Ergebnisse belegen die kardinale Bedeutung des hOCTNI1 als
Transporter fiir die Aufnahme von Imatinib in die dermalen Fibroblasten SSc-F und hH-F.
Grundsitzlich wurde der hOCTN1 als Imatinib-transportierender Carrier, neben hMATEI,
hOCT1 und hOCT?2, bereits in Vorarbeiten identifiziert (s. Abb. 2.1.) (Harrach, 2014). Die
deutliche pH-Abhédngigkeit mit einem Maximum im basischen Bereich (s. Abb. 5.4.), die auf der
Funktion als H"-/OC-Antiporter beruht, der bidirektionale Transport sowie die zusammengefasst
signifikante Inhibition durch Ergothionein (s. Abb. 5.10.) sprechen fiir den hOCTNI1
(Griindemann et al., 2005; Tamai et al., 1997; Yabuuchi et al., 1999).

Ein weiteres Argument fiir die Aufnahme durch den hOCTN1 kann der ICso-Wert (s. Abb. 5.3)
darstellen. Beim Vergleich der Imatinib-ICso-Werte an den transfizierten HEK 293-Zellen wird
deutlich, dass die von mir bestimmten ICso-Werte, die im zweistelleigen umol-Bereich liegen, am
ehesten zu den ICso-Werten von hOCT3 (53 umol) und hOCTN1 (31 pmol) passen, was eine

Beteiligung dieser Transporter am Imatinib-Uptake wahrscheinlich werden lasst.

Die qPCR (s. Abb. 5.9.) unterstreicht die Bedeutung des hOCTNI1. Der hOCTNI ist in den
hH-F im Vergleich zu den SSc-F signifikant hoher exprimiert, was sich sehr gut mit der héheren
spezifischen Imatinib-Aufnahme der hH (s. Abb. 5.1.) in Einklang bringen ldsst. Weiterhin
exprimieren die SSc-F 18-fach mehr hMATEI als die hH-F. Der hMATE] ist als OC-Exporter
bekannt und nachgewiesenermaflen an der Exkretion von Xenobiotika und Metaboliten beteiligt
(Omote et al., 2006; Otsuka et al., 2005; Motohashi und Inui, 2013a). Hier liegt die Vermutung
nahe, dass der hMATE] in den SSc-F ebenfalls zu einer Exkretion des Imatinib beitragen und

somit fiir die niedrige basale Aufnahme in die SSc-F (s. Abb. 5.1.) verantwortlich sein kdnnte.
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AuBlerdem konnte die vergleichsweise hohe hMATE1-Expression in den SSc-F zum schneller

signifikanten Efflux aus den Fibroblasten (s. Abb. 5.5.) beitragen.

Nach der Identifikation des hOCTNI1 als aufnehmender Transporter stellt sich die Frage nach
seiner Bedeutung in den Fibroblasten. Der hOCTN1 wird aufgrund seines spezifischen Substrates
auch als Ergothionein-Transporter bezeichnet (Griindemann et al., 2005). Seit seiner Entdeckung
1990 (Hartman, 1990) gilt Ergothionein als ein stabiles intrazelluldres Antioxidans. Es dient als
Radikalfanger u. a. fir H,O, und einige toxische organische Molekiile und verzogert die
Oxidation von oxygeniertem Hdmoglobin (Arduini et al., 1992; Chaudiére und Ferrari-Iliou,
1999; Griindemann, 2012). Humane Zellen mit hOCTN1 akkumulieren Ergothionein spezifisch
und Zellen ohne hOCTNI1 koénnen das Molekiil nicht aufnehmen (Griindemann et al., 2005).
Dennoch ist die genaue physiologische Nutzung des Ergothionein weiter unklar. Wahrscheinlich
leistet der hOCTN1 mit der Aufnahme von Ergothionein als Antioxidans in die Fibroblasten einen

Beitrag zum Abbau von oxidativem Stress und verhindert dadurch Krankheiten.

Wahrend der letzten Jahre haben sich aulerdem die Hinweise gemehrt, dass Polymorphismen und
Varianten vom AOCTNI mit der Suszeptibilitdt fir verschiedene Krankheits-Entitdten, wie
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und anderen autoimmunen Erkrankungen wie
Diabetes Typ 1, in Verbindung gebracht werden konnen (Fisher et al., 2006; Gazouli et al., 2005;
Lin et al., 2010; Peltekova et al., 2004; Rioux et al., 2001; Russell et al., 2006; Santiago et al.,
2006; Tokuhiro et al., 2003). Ursdchlich ist, dass das AOCTNI-Gen in der chromosomalen Region
5931 liegt, in der viele Gene des Autoimmun- und des inflammatorischen Systems codiert sind,
sodass es zu einem empfindlichen Uberschneidungspunkt kommt (Maeda et al., 2007). Es konnte
nachgewiesen werden, dass bei rheumatoider Arthritis, bei der in refraktiren Fillen ebenfalls
Imatinib erfolgreich eingesetzt worden ist (Eklund und Joensuu, 2003; Miyachi et al., 2003;
Pereira et al., 2010), gleichermaBien eine Assoziation zu #OCTN1 besteht. Ein intrinsischer SNP,
ein Einzelnukleotid-Polymorphismus, in einer Bindungsstelle fiir RUNXI, einem
Transkriptionsfaktor zur Regulation der hadmatopoetischen Stammzellen, senkt die
transkriptionelle Effizienz und ist auf diese Art mit der rheumatoiden Arthritis verbunden (Maeda
et al., 2007; Tokuhiro et al., 2003). Durch Mutationen im #OCTNI-Gen kam es zu verdnderten
Transporteigenschaften (Kawasaki et al., 2004) und octnl”” Knockout-Méuse zeigten, vermutlich
aufgrund eines erniedrigten intrazelluldren Ergothionein-Spiegels, bei intestinaler Ischdmie eine
niedrigere Toleranzschwelle (Kato et al., 2010). Bei GIST-Patienten, die mit Imatinib therapiert
wurden, zeigte sich ein Polymorphismus im AOCTNI, der mit einer verbesserten
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert war, was die Bedeutung des hOCTNI1 fiir die Imatinib-

Aufnahme bei GIST unterstreicht (Angelini et al., 2013). Vor dem Hintergrund dieser Resultate
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konnte es hilfreich sein, eine Genotypisierung des AOCTNI bei den SSc-Patienten vor der
Imatinib-Therapie durchzufiihren, um mogliche Varianten/Polymorphismen zu identifizieren, die
mit einem verbesserten/verschlechterten Outcome assoziiert sind. Auf diesem Weg hétte man mit
dem hOCTNI1 eventuell einen diagnostischen Marker fiir eine individualisierte Therapie an der

Hand, der als Pradiktor fiir die Prognose dienen kénnte.

6.8 Einfluss von TGF und PDGF auf die Imatinib-Aufnahme

Die von mir verwendeten Konzentrationen der Mediatoren TGFB1 und PDGF (10 ng/mL)
orientieren sich an Konzentrationen aus der Literatur (Chen et al., 1999; Czuwara-Ladykowska

et al., 2001; Ghosh et al., 2000; Kirchberg et al., 1995; Yang et al., 1997; Yamakage et al., 1992).

Bei der Stimulation der Fibroblasten mit den beiden SSc-Schliisselmediatoren zeigte sich fiir
TGFB bei den Mikrofluoreszenz-Assays und der Imatinib-Akkumulation kein signifikant
unterschiedliches Ergebnis im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 5.13. A.-B.)). Die Erklirung
koénnte hier in der Transporter-Expression des h/OCTNI als zustindigem Uptake-Transporter
liegen. Da die TGFB-Inkubation keinen sichtbaren Einfluss auf die Expression des hOCTNI
besitzt (s. Abb. 5.14. A.)), korrespondiert dieses Ergebnis mit der gleichbleibenden

Akkumulation.

TGFp wirkt profibrotisch, indem es die Bildung von Myofibroblasten induziert und Zytokine wie
CTGF, das selbst profibrotisch wirkt, sowie Zytokin-Rezeptoren, PDGF-R und TGFp-R,
hochreguliert (Gabrielli et al., 2009). Wihrend ein Teil der Effekte per SMAD2/3-Signalweg
reguliert wird, erfolgt die Hochregulation des CTGF und der Kollagen-Transkription SMAD-
unabhéngig iliber den ERK1/2-Signalweg (Pannu et al., 2007; Trojanowska, 2009). Durch die
konstitutiv aktivierten Fibroblasten in den SSc-Lésionen kommt es zur Aktivierung eines
autokrinen TGFB-Zytokin-Loops im Sinne eines Ultrashort-Feedback-Mechanismus, in dem das
von den aktivierten Fibroblasten ausgeschiittete TGFf3 direkt an die iiberexprimierten TGFB-R
bindet (Kawakami et al., 1998; Pannu und Trojanowska, 2004; Pannu et al., 2006). Hier konnte
argumentiert werden, dass in den SSc-F durch den autokrinen Zytokin-Loop die TGFp-
Signalkaskade bereits so stark aktiviert ist, dass eine extrazellulire Stimulation mit weiterem

TGFp keinen Unterschied beziiglich der Gen-Transkription/-Expression bewirken kann.

Im Gegensatz dazu 16ste die Inkubation mit PDGF fiir verschiedene Zeitrdume interessanterweise
eine signifikant gesteigerte Imatinib-Akkumulation in den hH-F aus. Nach 24 h Stimulation

nahmen die hH-F deutlich mehr Imatinib auf (s. Abb. 5.15. A.)), wéhrend die SSc-F Imatinib in
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unveridnderter Menge transportierten (s. Abb. 5.15. B.) + C.)). Entsprechend fand sich in der gPCR
fiir die hH nach 24 h eine signifikant erh6hte Expressionen des < OCTNI (s. Abb. 5.16. A.)), was
nochmals die Funktion des hOCTNI als aufnehmenden Transporter akzentuiert. Mit der erhdhten
Expression des <OCTN1 als Erklarungsgrundlage zeigten die SSc-F hingegen einen konstanten
Uptake, obwohl die Expression des AOCTNI nach 12 h und 24 h ebenfalls signifikant erhoht war
(s. Abb. 5.16. A))).

PDGEF spielt eine Schliisselrolle in der Pathogenese der SSc, indem es Myofibroblasten in ihrer
Proliferation und Migration stimuliert und ihr Gesamtiiberleben verldngert (Trojanowska, 2008).
Das von mir verwendete PDGF-AB stimuliert PDGF-Roo-Homodimere und PDGF-Raf-
Heterodimere (Betsholtz, 2003; Heidaran et al., 1991; Heldin und Westermark, 1999). Die Signal-
Transduktion verlduft via PI3-Kinase-, MAP-Kinase- und Phospholipase Cy-Signalweg
(Trojanowska, 2008). Eine interessante Beobachtung, die SSc-F und hH-F unterscheidet, ist, dass
hH-F bei einer Behandlung mit TGFf keine Unterschiede in der PDGF-Ra-Expression zeigen,
wiahrend die SSc-F mit einer Hochregulation von PDGF-Ra reagieren (Ichiki et al., 1995;
Yamakage et al., 1992). Somit scheint bei den SSc-F ein positives Wechselspiel zwischen dem
TGFB- und dem PDGF-Signalweg zu bestehen, der sie, vor dem Hintergrund der autokrinen
TGFp-Zytokin-Schleife, fiir die PDGF-Stimulation sensibilisiert.

Eine Erklarung fiir die von mir gefundenen Ergebnisse konnte in der Transkriptions-Ebene liegen.
Bei den dermalen Fibroblasten konnte PDGF-AB via Signalkaskaden Einfluss auf die (OCTNI-
Transporter-Expression nehmen, z. B. durch Aktivierung des Promoters. Bis jetzt finden sich in
der Literatur keine genauen Untersuchungen zur Wirkung von PDGF auf die Expression von
hOCTNI. Aber Maeda et al. studierten 2007 die transkriptionelle Regulation des AOCTN1 und
identifizierten dabei Konsensussequenzen fiir die Transkriptionsfaktoren Spl (Kadonaga et al.,
1987), RUNX1 (Tokuhiro et al., 2003) und NF-xB (Maeda et al., 2007). Sie konnten dariiber
hinaus nachweisen, dass die inflammatorischen Zytokine IL-13 und TNF-a via Transkription eine
erhohte /OCTNI-mRNA-Expression bewirken und dass der Transkriptionsfaktor NF-xB die
Promoter-Aktivitdt steigert (Maeda et al., 2007). NF-«xB ist ein ubiquitir vorkommender
Transkriptionsfaktor fiir Apoptose, Immunantwort und Inflammation und wird, in chronisch
entziindetem Gewebe, primir endogen durch TNF-o und IL-1 induziert (Baeuerle, 1998). NF-xB
spielt auBerdem eine wichtige Rolle im PDGF-Signalweg, denn PDGF induziert die NF-«xB-
DNA-Bindungs-Aktivitit und stimuliert diesen Transkriptionsfaktor durch Ras, PI3-Kinase und
Akt (Olashaw et al., 1992; Romashkova und Makarov, 1999). Ein anderer moglicher Aspekt in
meinem Experiment ist die Stimulation von Spl durch PDGF. Moon et al. zeigten 2003, dass

PDGF den Promoter von p2/, einem Inhibitor der Cyclin-abhdngigen Kinase, durch die



114

Stimulation des Transkriptionsfaktors Spl, der an die TATA-Box des p2/-Promoters bindet,
aktiviert (Moon et al., 2003). Aus diesem Grund konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass
PDGF in meinen Experimenten durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB und Sp1
den AOCTNI-Promoter stimuliert und somit die verstarkte Expression von AOCTN1 induziert hat.

Bei SSc ist die Transkription des AOCTNI nach 24 h ebenfalls erhoht, aber der Effekt, d. h. die
gesteigerte Imatinib-Aufnahme durch den hOCTNI1, fehlt. Insofern lasst sich postulieren, dass es
durch eine SSc-spezifische funktionelle Verinderung nach der Transkription oder Anderungen
bei der Implementierung des Transporters zu dieser Umstellung kommt. Bei der SSc liegen
permanent erhohte PDGF-Spiegel vor (Ludwicka et al., 1995), die durch Auto-Antikdrper oder
eine autokrine PDGF-A/PDGF-Ra-Zytokin-Schleife verursacht sein kénnen, in der von den
SSc-F sezerniertes IL-1a wiederum IL-6 und PDGF-A induziert (Baroni et al., 2006; Kawaguchi
et al., 1999; Trojanowska, 2008). Bei gesunden Fibroblasten ist PDGF hingegen praktisch nicht
detektierbar (Trojanowska, 2008). Die experimentell durchgefiihrte Stimulation mit diesem
Zytokin ist somit artifiziell und etabliert ein pathologisches Milieu, vergleichbar mit der Situation
bei SSc-Patienten. Die dauerhaft erhdhten PDGF-Spiegel in den SSc-F und die daraus
resultierende vermutete post-transkriptionelle oder funktionelle Verdnderung des hOCTNI
konnten somit Teil der Ursache darstellen, warum die basale spezifische Imatinib-Aufnahme in
den SSc-F signifikant erniedrigt ist. Weitere Studien miissten folgen, um diese Hypothese zu

stiitzen.
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7. Ausblick

In meiner Arbeit konnte ich darlegen, dass dermale Fibroblasten, hH-F und SSc-F, Imatinib
Transporter-vermittelt aufnehmen. Die gesunden Fibroblasten und jene aus dem pathologisch-
fibrotischen Milieu der SSc unterscheiden sich in der Aufnahme-Kinetik, der apparenten Affinitat

und der basalen spezifischen Imatinib-Aufnahme, die in den SSc-F signifikant niedriger ausfillt.

Die Aufnahme des Imatinib in dermalen Fibroblasten stellt sich als temperatur-, konzentrations-
und zeitabhédngig heraus. Dariiber hinaus lassen eine pH-Abhdngigkeit mit einem Optimum im

basischen Bereich und eine Bidirektionalitét des Transports nachweisen.

Durch Inhibitions-Experimente mit Ergothionein, einem spezifischen Hemmstoff fiir den
hOCTNI, konnte ich zeigen, dass dieser Transporter hauptséchlich fiir die Imatinib-Aufnahme in

die dermalen Fibroblasten verantwortlich ist.

Wahrend eine Inkubation mit TGFp keinen sichtbaren Effekt auf die Imatinib-Akkumulation in
SSc-F und hH-F zeigt, bewirkt die Stimulation mit PDGF, vermutlich durch Eingriffe des
Wachstumsfaktors auf der Transkriptionsebene, eine erhéhte Expression des verantwortlichen

Transporters hOCTNI.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der hOCTNI eine wichtige Funktion in der Imatinib-
Aufnahme einnimmt. Die teilweise erniichternden Studienergebnisse bei der Therapie von SSc
mit Imatinib kdnnten der erniedrigten Expression dieses kritischen Transporters in den SSc-F
geschuldet sein. Offen bleibt die Frage, ob hOCTNI tatsdchlich der einzige Aufnahmetransporter
des Imatinib ist. Angesichts der molekularbiologischen Komplexitidt der SSc erscheint dies
unwahrscheinlich. Mithilfe von Untersuchungen der DNA- und Proteinexpression werden in

Zukunft sicher weitere Kandidaten identifiziert werden, die zum Imatinib-Transport beitragen.

Influx, Efflux sowie die Transporter-Expression der SLC sind beziiglich der zelluldren Aufnahme
und Wirksamkeit von Medikamenten grundlegende Aspekte. Aus klinischer Sicht ist die
therapeutische Optimierung des Imatinib-Influx wiinschenswert. Verdnderungen des
(extra-)zelluldren Mikromilieus, z. B. durch lokale Verinderungen des pH-Wertes, haben
momentan rein spekulativen Charakter, sind jedoch prinzipiell denkbar. Hingegen bietet eine
gezielte Manipulation des hOCTN1 Angriffspunkte fiir die Entwicklung neuer Medikamente,
z. B. indem gezielt die Genexpression angeregt wird, um den Mangel dieses kritischen

Transporters in den SSc-F auszugleichen.
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Auch in der vorliegenden Arbeit zeigt sich ein differentes Ansprechen zwischen den Zellen
unterschiedlicher Patienten, mdglicherweise in Folge eines unterschiedlich hohen hOCTNI-
Niveaus. Insofern héngt vielleicht der Therapieerfolg der SSc-Behandlung direkt von der Menge
des exprimierten hOCTNI ab, der damit zum Prédiktor fiir ein Ansprechen der Imatinib-Therapie
avanciert. Sollte diese Theorie stimmen, wére eine pratherapeutische Analyse der Gen- und
Proteinexpression des hOCTN1 bei jedem Patienten mit SSc von Wert. So lieBe sich der
potentielle Nutzen der Therapie mit Imatinib a priori evaluieren und ins Verhéltnis zu moglichen

Nebenwirkungen setzen.

Somit spielen bei Verlauf und Prognose der SSc vielleicht weniger klinische Auspragungen eine
Rolle als molekularbiologische Charakteristika. Wir befinden uns erst am Anfang des
Verstandnisses einer ,,molekularen Medizin“, doch ich hoffe mit der hier vorliegenden Arbeit

einen kleinen Beitrag hierzu geleistet zu haben.
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Abkiirzung
A
Abb.
ABC
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cGMP
CML
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COL1A2
CREB
CTFG
CYP
deSSc
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DEPC
DMARD
DMEM
dNTP
DPBS
DTT
dsDNA
DNA
ECM
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Entsprechung

Angstrom

Abbildung

ATP-binding cassette

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
Antikorper gegen endotheliale Zellen
American College of Rheumatology
Anitnukleédre Antikorper

Antikorper

antisense-DNA-Strang
4-(4-(Dimethylamino)styryl)-N-Methylpyridinium Iodid
arbitrary unit

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog
B cell activating factor of the TNF family
Breakpoint Cluster Region

Breast Cancer Resistance Protein
bovines Serumalbumin

circa

Calibrator

Cluster of differentiation

complementary DNA

Chinese Hamster Ovary

zyklisches Guanosinmonophosphat
chronisch myeloische Leukdmie
Kollagen, Typ I, Alpha 1-Kette
Kollagen, Typ I, Alpha 2-Kette

cAMP response element-binding protein
connective tissue growth factor
Cytochrom P450

diffuse cutaneous systemic sclerosis
doppelt-destilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

Disease-modifying antirheumatic drugs
Dulbecco’s modified Eagle Medium
Desoxynukleotidtriphosphat

Dulbeccos's phosphate buffered saline
Dithiothreitol

Doppelstrang-DNA
Desoxyribonukleinsdure

extracellular matrix
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ERK
ET-1
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FCS
FvC

g
GAPDH
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GTP
HO
HCl
HEPES
hH-F
HLA
HNF-4o
HPLC

HRP
ICAM-1
IL

ILD
INF
JNK
Lck
1cSSc
LDS
MAP-Kinase
mA
mAU
MDR1
MEK
mRss
min
MPP*
MSC
Na*
NADPH
NHE-RF3
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Ethylendiamintetraessigséure
extracellular-signal-regulated kinases
Endothelin-1

Ergothionein

European League Against Rheumatism

The European Scleroderma Trials and
Research group
fetal calf serum (fetales Kélberserum)
forcierte Vitalkapazitit

Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gastrointestinaler Stromatumor
Guanosintriphosphat

Wasser

Salzséure

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
humane Hautfibroblasten

humanes Leukozyten-Antigen/Histokompatibilititsantigen
Hepatocyte nuclear factor 4 a

high performance liquid chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Intercellular Adhesion Molecule 1
Interleukin

interstitielle Lungenerkrankung

Interferon

c-Jun N-terminale Kinase

lymphocyte specific protein tyrosine kinase
limited cutaneous systemic sclerosis
Lithiumdodecylsulfat

mitogen-activated protein kinase
Milliampere

milli absorption units
Multi-Drug-Resistance Protein 1
Mitogen-activated protein kinase kinase
modified Rodnan Skin score

Minute

1-Methyl-4-phenylpyridinium
mesenchymale Stammzelle

Natrium

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Na'/H" exchanger regulatory factor 3



nm
OAT
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OCT
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p38 MAPK
PAH
PAK
PCR
PDGF
PDGF-R
PI3-Kinase
PKA

PKB
PKG
gqPCR
PYR

Ras

RASF
RCT

Rho

RIN

RNA

ROS
RP-HPLC
RT

RTK
RT-PCR
RUNX1

S.

s

S

SBE

SDS

SH2

SLC

SMA

SNP

S. 0.
SSc
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Nanometer

Organischer Anionen-Transporter
organic anion-transporting polypeptide
Organisches Kation

Organischer Kationen-Transporter
organic cation transporter, novel
p38-mitogenaktivierte Proteinkinase
pulmonale arterielle Hypertonie
p21-aktivierte Kinase

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
platelet-derived growth factor
platelet-derived growth factor receptor
Phosphoinositid-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase G

quantitative polymerase chain reaction
Pyrimethamin

Rat sarcoma

Rheumatoide Arthritis synoviale Fibroblasten
randomised controlled study

Ras homologue

RNA integrity number
Ribonukleinsdure

reactive oxygen species

reversed phase high performance liquid chromatography
reverse Transkriptase
Rezeptor-Tyrosinkinase

reverse transcription polymerase chain reaction
Runt-related transcription factor 1
siche

Sekunde

sense-DNA-Strang

SMAD-binding element
Natriumdodecylsulfat

Sarcoma Homology 2

Solute Carrier

smooth muscle actin

Single Nucleotide Polymorphism
(Einzelnukleotid-Polymorphismus)
siche oben

Systemische Sklerose

Systemische Sklerose-Fibroblast
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S. u. siche unten
TBST Tris-buffered saline + Tween 20
TEA* Tetraethylammonium
TGFp Transforming growth factor
TGFB-R Transforming growth factor p receptor
TMD Transmembrandoméne
TNF Tumornekrosefaktor
TK Tyrosinkinase
TKI Tyrosinkinase-Inhibitor
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
u. a. unter anderem
uv Ultraviolettstrahlung
A% Volt
V. a. vor allem
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1
VIS visbile light
VEGF vascular endothelial growth factor
z. B. zum Beispiel
Z.n. Zustand nach

z.T. zum Teil
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