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1  Einleitung und Zielstellung

Die Translokation der Substanzen durch die Epithelien des Organismus erfolgt durch
verschiedene Mechanismen. Ausgehend vom Energieverbrauch werden die Transportprozesse
grundlegend in passiv und aktiv unterteilt. Der passive Prozess ist vor allem fiir den
vorwiegend unspezifischen, energieunabhingigen Transport von Stoffen entlang eines
Konzentrationsgradienten verantwortlich. Im Gegensatz dazu ist der aktive Transport an das
Vorhandensein einer Energiequelle gebunden und ermoéglicht die spezifische Translokation
entgegen einem Konzentrationsgefille (Silbernagl und Despopoulos, 2003).

Die Untersuchung aktiver Transportprozesse gewinnt in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung. Diese Vorginge sind wichtig fiir die Aufnahme und Verteilung von Nahrungs-
bestandteilen im menschlichen Korper. Dartiber hinaus lassen sie sich auch bei der organ-
spezifischen Pharmakotherapie ausnutzen und sie ermdglichen Aussagen beziiglich Neben-
und Wechselwirkungen eines Pharmakons. Thre Untersuchung im Organismus fiihrte zur
Entdeckung einer Vielzahl von Transportsystemen. Es konnten spezifische Carrier fiir
organische Kationen (z.B. Cholin) und organische Anionen, Nukleoside, Monosaccharide,
Neurotransmitter (z.B. Serotonin), Aminosduren (z.B. Taurin) und Peptide (Di- und
Tripeptide), Monocarboxylate, wasserldsliche Vitamine (z.B. Biotin), Phosphate, Gallen-
sduren und Fettsduren im menschlichen Organismus nachgewiesen werden. Dabei lieB3 sich
feststellen, dass zwischen den einzelnen Organen Unterschiede hinsichtlich der Expressions-
muster der Transportsysteme existieren. Zahlreiche Transportstudien erfolgten am Zentral-
nervensystem, an der Plazenta, am Darm und an der Niere (Ubersichten bei Ganapathy et al.,

2000; Inui et al., 2000; Lee et al., 2001; Steffansen et al., 2004; Tsuji und Tamai, 1996).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Charakterisierung von Carrier-vermittelten
Transportsystemen an Zellen der menschlichen Haut. Im Gegensatz zu bereits zahlreich
untersuchten Systemen anderer Organe ist die Untersuchung an humanen Hautzellen relativ
jung. In der Literatur sind bisher nur wenige Studien zu diesem Thema beschrieben. Sie
erfolgten teilweise parallel zu der vorliegenden Arbeit. Gherzi et al. konnten zu Beginn der
90er Jahre in der humanen Epidermis die Expression des Glucosetransporters GLUT1
nachweisen. Dieses System transportiert Glucose mittels erleichterter Diffusion und dient des
weiteren als Kanal fiir Wasser, so dass GLUT1 eine wichtige Rolle bei der Versorgung der
oberen Epidermisschichten mit Nahrstoffen und Wasser spielt (Gherzi et al., 1992). Wenige

Jahre spéter untersuchte eine andere Arbeitsgruppe das Expressionsmuster der Glucose-
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transporter in proliferierenden Keratinozyten. Dabei stellte sich heraus, dass neben GLUT]1
auch die Isoformen GLUT2, GLUT3 und GLUTS in den Zellen vorkommen (Shen et al.,
2000).

Neben Glucose besitzen auch andere Nahrungsbestandteile, z.B. Fettsduren, Aminosduren und
Cholin, eine Funktion in der humanen Epidermis, so dass der Transport dieser Substanzen
ebenfalls von Interesse ist. Wéahrend Harris et al. (1998) in kultivierten humanen Keratino-
zyten die mRNA fiir das Fettsduretransportprotein FATP nachweisen konnten, gelang der
Arbeitsgruppe um Schnorr an der gleichen Zellspezies der Beweis der Expression von
Transportsystemen fiir kationische Aminosduren (CAT-1 und CAT-2) (Schnorr et al., 2003).
Mit Hilfe von CAT kommt es zum Influx von L-Arginin und damit zur Modulation von
Proliferation und Differenzierung der epidermalen Hautzellen. Das Amin Cholin ist ebenfalls
an der Regulation der Keratinozytendifferenzierung beteiligt. Haberberger und Pfeil wiesen
die Expression des hochaffinen Cholintransporters CHT1 in humanen Keratinozyten nach
(Haberberger et al., 2002; Pfeil et al., 2003). Analog zu dem organischen Kation Cholin
werden auch organische Anionen {ber spezifische Transportsysteme in die Haut
aufgenommen: Transporter der Familie der organischen Anionen transportierenden
Polypetide (OATP) (Schiffer et al., 2003).

Die genannten Transportsysteme sind fiir die Aufnahme der entsprechenden Substanzen in die
Zelle verantwortlich. Im Gegensatz dazu konnten auch Systeme nachgewiesen werden, die
spezifisch Stoffe aus den Keratinozyten transportieren. Die Familie der ABC-Transporter
(adenosine triphosphate binding cassette transporter) ist an der Regulation der zelluldren
Ceramid-Homoostase, am Phospholipidtransport sowie an der Translokation von Cholesterol,
amphiphilen Anionen und Konjugaten lipophiler Substanzen mit Glutathion, Glucuronat und
Sulfat beteiligt (Kielar et al., 2003). MDR-Transporter (multidrug resistance transporter)
stellen weitere Systeme dar, die fiir einen Efflux verantwortlich sind und eine Resistenz der

Zellen gegen bestimmte Arzneistoffe hervorrufen knnen (Baron et al., 2001).
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Im Mittelpunkt der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit stand die funktionelle
Charakterisierung der Transportprozesse fiir folgende Substanzen an humanen Keratinozyten:

1. Biotin, einem fiir die Hautfunktion wichtigen Vitamin

2. Taurin, einer konditionell-essentiellen Aminosiure

3. Clonidin, einem Pharmakon zur Therapie der Hypertonie

4. Cholin, einem natiirlich vorkommenden Kation
Weitere Untersuchungen beschiftigten sich mit dem Transport von Peptiden und Serotonin.
Dabei stellte sich ausschlielich die Frage, ob die jeweiligen Substrate nur durch Diffusion
oder auch durch spezifische Carrier in die Zelle aufgenommen werden.
Die Mehrzahl der Studien erfolgte an der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT (human
adult low calcium high temperature keratinocytes). Diese permanente epitheliale Zelllinie ist
phédnotypisch spontan transformiert, besitzt jedoch keine benignen bzw. malignen
Eigenschaften. Die Zelllinie stammt aus der Peripherie eines malignen Melanoms von der
oberen Riickenhaut eines 62 Jahre alten méinnlichen Patienten (Boukamp et al., 1988).
Ausgehend von der Mutation beider Allele des p53-Genes ergibt sich eine spontane
Immortalitit der Zellen, die bis zu 140 Passagen zuldsst. Beim Vergleich der Zelllinie mit
nativen humanen epidermalen Keratinozyten ergibt sich eine weitgehende Ubereinstimmung
hinsichtlich der biochemischen Zusammensetzung und der funktionellen Parameter
(Boukamp et al., 1988). Die Zellen der Primdrkultur besitzen im Gegensatz zur Zelllinie eine

komplette Differenzierungskapazitit, lassen sich aber nur {iber 2 bis 3 Passagen kultivieren.
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2  Die menschliche Haut

2.1 Allgemeiner Aufbau und physiologische Funktion

Die Haut nimmt eine Fliche von 0,25 m” (beim Neugeborenen) bis 2 m” (beim Erwachsenen)
ein und stellt damit das groBite menschliche Organ dar. Sie besitzt eine durchschnittliche
Masse von 11 kg, das entspricht 7-15 % des Korpergewichtes (Kanitakis, 2002).

Physiologisch hat sie vielfdltige Funktionen auszuiiben. Sie dient vorrangig dem
mechanischen, chemischen und immunologischen Schutz des Korpers, aber auch als
Sinnesorgan, zur Warmeregulation und zur Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes

(Chuong et al., 2002; Wokalek, 1992).

Die Haut ist grob schematisch aus drei Schichten aufgebaut, die abhédngig von der
Lokalisation unterschiedlich dick sein kdnnen (Abbildung 1):

e Epidermis (Oberhaut),

e Dermis (Cutis, Lederhaut, Corium) und

e Subcutis (Unterhaut) (Kanitakis, 2002).

Haarschaft

Hornschicht

Epidermis

g b %0 |

&7 AN

Dermis | ‘j\‘ .‘ . \ e
o ] ot NG
N
o

Subcutis

o
—

| ekkrine Schweilidriise | | Haarpapille | | Haarbulbus |

Abb. 1: Aufbau der menschlichen Haut (nach Loth, 1986)

Die Epidermis stellt ein mehrschichtiges, etwa 60-180 um dickes, sich selbst erneuerndes,

verhornendes Plattenepithel dar, das hauptsichlich (ca. 90 %) aus Keratinozyten gebildet wird
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und fiir die Barrierefunktion und die mechanische Widerstandsfahigkeit der Haut
verantwortlich ist (Loth, 1986; Neubert et al., 2001).

Neben den Keratinozyten sind dendritische Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-
Zellen typisch fiir die Epidermis. Melanozyten sind zur Melaninsynthese beféhigt und tragen
dadurch zur Eigenfarbe und zum Schutz der Haut vor der aggressiven Wirkung des UV-
Lichtes bei. Als Abwehr der Haut gegen eindringende Keime dienen die Langerhans-Zellen
mit ihrer Makrophagenfunktion. Merkel-Zellen fungieren als Sensor bei der Ubertragung von
Beriihrungsreizen (Chuong et al., 2002).

Histologisch besteht die Epidermis aus dem Stratum corneum, einer kernlosen Zellschicht,
aus der lebenden Epidermis sowie eingelagerten Anhangsgebilden (Talg-, Schwei3- und Duft-
driisen, aber auch Haare und Néigel) (Pfeifer et al., 1995). Die lebende Epidermis ist
zusammengesetzt aus Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum granulosum (Loth,
1986; Abbildung 2). Im Stratum basale (innerste, proliferierende Schicht), das aus einer
einzigen Lage von Basalzellen (Stammzellen) besteht und auf der Basalmembran aufsitzt,
werden durch Zellteilung neue Keratinozyten gebildet. Diese verdndern mit der Zeit ihre
Gestalt und Zusammensetzung (Basalzelle, Stachelzelle, Kornerzelle, Hornzelle) und
durchwandern so das Stratum spinosum und Stratum granulosum bis sie schlieBlich absterben
und als tote Hornschuppen (Korneozyten) das Stratum corneum bilden. Dabei erfolgen
Deformierung und Differenzierung der Keratinozyten: Abplattung der Zellen, Auflosung der
Zellkerne und Zellorganellen, Dehydratation, Ausbildung der interzelluldren Lipidsubstanz
und schlieBlich die Verhornung. Die Zeit von der Bildung der Zellen in der Basalschicht bis
zum Stratum granulosum betrdgt ungefdhr 2-4 Wochen. Weitere 2 Wochen dauert das
Durchwandern des Stratum corneum mit anschlieBender Desquamation der Korneozyten

(Elias und Friend, 1975; Loth, 1986).

Das Stratum corneum (SC), auch als Hornschicht bezeichnet, bildet die dullere Schicht der
Epidermis und dient hauptséchlich als Permeabilitétsbarriere. Diese Schutzschicht besteht aus
14 bis 27 Lagen fest gepackter, pléttchenartiger, kernloser, keratinreicher und laufend
abschilfernder Korneozyten (Hornzellen) (Eckert, 1989; Loth, 1986). Die Dicke des Stratum
corneum schwankt zwischen 6 und 15 um, wobei sie an Handfliche und Fuflsohle wesentlich
starker als an anderen Korperteilen ausgeprigt ist (Loth, 1986).

Bei Untersuchungen des pH-Wertes der Haut konnte nachgewiesen werden, dass das SC im

Vergleich zum Stratum granulosum (neutraler pH-Wert) einen sauren pH-Wert von ungefahr
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4.0-4.9 besitzt. Dieser saure pH-Wert ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die Barriere-
funktion des SC. Eine Erhohung des pH-Wertes ist mit einer Abnahme von Integritit und
Kohésion verbunden und bewirkt dadurch eine verminderte Barriere und ein leichteres
Eindringen von Keimen (Behne et al., 2002; Fluhr et al., 2001; Hachem et al., 2003;
Ubersicht bei Chuong et al., 2002; Matousek und Campbell, 2002). In fritheren Arbeiten war
bereits ein Zusammenhang zwischen einem verdnderten pH-Wert und verschiedenen Haut-
krankheiten festgestellt worden. So spielt der pH-Wert eine wesentliche Rolle in der
Pathogenese, Vorbeugung und Behandlung von Kontaktdermatiden, atopischer Dermatitis,
Ichthyose und Wunden (Matousek und Campbell, 2002; Ohman und Vahlquist, 1998; Rippke
et al., 2002).

Grundlegend ldsst sich der Aufbau des SC als Zwei-Kompartiment-Modell beschreiben
(Elias, 1981, Elias und Friend, 1975; Elias und Menon, 1991) (ein Uberblick iiber
verschiedene Modelle zur Hautbarriere findet sich bei Norlén, 2003). Entdifferenzierte,
proteinhaltige Zellen sind nach dem Ziegelstein-Mortel-Prinzip in eine Matrix eingebettet, die
auch als interstitielle Lipidphase betrachtet werden kann. Fiir die physikalische und
chemische Stabilitit sind die Zellen verantwortlich, wihrend die interzelluldren, unpolaren
Lipide als Kittsubstanz die Penetration von Wasser und darin geldsten Stoffen verhindern und
damit die Wasserriickhaltung und die Wasserverdunstung kontrollieren (Wertz et al., 1989a,
1989b). Unlosliche Keratinanteile, eine hydratisierbare und quellfahige Substanz, Wasser und
Lipide sind als Hauptbestandteile der Hornschicht zu nennen. Hiervon befinden sich im Intra-
zellularraum vor allem Keratin und Lipide. Keratin macht ungefahr 80 % der Gesamtmasse
der Korneozyten aus (Eckert, 1989). Die dichte Packung der Bestandteile in der Zelle fiihrt zu
einer hohen Stabilitdt, Stirke und Elastizitit. Das Zellinnere ist zuséitzlich von einer
verhornten Zellhiille, dem ,cornified envelope®, aus Loricrin, kleinen, prolinreichen
Proteinen, Filaggrin, Elafin, Involucrin und Cystatin umgeben (Steinert und Marekov, 1995).
Im Interzellularraum befinden sich Ceramide (Sphingolipide), Fettsduren und Cholesterol in
dquimolaren Anteilen (Lampe et al., 1983b; Man et al., 1993; Ubersicht bei Coderch et al.
2003). In geringeren Konzentrationen sind Cholesterolester, Triglyceride, Glycosphingolipide
und Cholesterolsulfat in den Zellzwischenrdumen vorhanden (Lampe et al., 1983a, 1983b).
Die Anwesenheit der Lipide in der entsprechenden Zusammensetzung und deren spezifische
strukturelle Organisation kann als essentiell fiir die Ausprdgung einer intakten
Barrierefunktion (z.B. Schutz vor Wasserverlust) angesehen werden (Proksch et al., 1993;

Wertz und Downing, 1982; Williams und Elias, 1987).
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Stratum corneum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum germinativum

W
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Abb. 2: Mikroskopische Aufnahme der Epidermis und der Dermis (Fingerhaut, Farbung
mit Himalaun-Eosin, 300fache Vergroferung) (nach Kiihnel, 2002)

Die Dermis (Cutis) stellt ein Bindegewebe mit komplexen biologischen Aufgaben (v.a.
Erndhrung der Epidermis, Bereitstellung von Abwehrzellen) dar und ist zudem fiir die
mechanische Festigkeit der Haut verantwortlich. Des weiteren sind in dieser Schicht Nerven,
Blutgefife, die den tiefen und subepidermalen Plexus verbinden, sowie Hautanhangsgebilde,
wie Schweilldriisen, Haare und Talgdriisen lokalisiert (Loth, 1986; Pfeifer et al., 1995;
Wokalek, 1992).

Unterhalb der Dermis befindet sich die Subcutis. Sie besteht aus lockerem Bindegewebe, in
das Fettzellen eingelagert sind, und dient als Energiereserve, Warmeschutz und mechanischer

Puffer fiir den Organismus (Loth, 1986; Wokalek, 1992).

2.2 Grundlagen der dermalen und transdermalen Wirkstoffaufnahme

Entsprechend den strukturellen Gegebenheiten der Haut konnen Stoffe das Stratum corneum
auf vier verschiedenen Wegen durchdringen, die in Abbildung 3 aufgezeigt sind: Diffusion
durch die Hornschicht auf transzelluldrem oder interzellulirem Weg und Diffusion durch die
Anhangsgebilde auf transfollikuldrem oder transglandulirem Weg (Neubert et al., 2001). Da
die Querschnittsfliche der Anhangsgebilde nur etwa 0,1 bis 1 % der gesamten Hautoberflédche
betrigt, ist dieser Transportweg vermutlich von untergeordneter Bedeutung. Er spielt lediglich
eine gewisse Rolle fiir:

e Elektrolyte und andere sehr polare Molekiile,

7
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groBBe Molekiile,

eine gewisse Zeit nach der Applikation der Arzneizubereitung, bevor sich der
Diffusionsstrom des Wirkstoffes dem FlieBgleichgewicht anndhert und

den Fall, dass sich die zu therapierenden Bereiche in den Anhangsgebilden oder deren

unmittelbarer Nachbarschaft befinden.

Der Haupttransportweg von Substanzen durch die Hornschicht scheint der interzelluldre zu

sein (Loth, 1986; Neubert et al., 2001).

T C:D/
—< =C a7

interzellular transzelluldr transglanduldar transfollikulédr

Abb. 3: Penetrationswege durch das Stratum corneum (nach Neubert et al., 2001)

Die Permeabilitéit des Stratum corneum héngt von folgenden Parametern ab:

Dicke,

Dichtigkeit der Zellpackung und der intrazelluldren Struktur,
Lipidgehalt und molare Zusammensetzung,

Hydratation,

Lebensalter,

eventuell vorhandene Verletzungen und

pathologische Hautverdnderungen (z.B. Ekzeme) (Loth, 1986).

Beim Transport durch die Hornschicht spielen auch die Eigenschaften des verwendeten

Wirkstoffes eine wesentliche Rolle:

Lipophilie oder Hydrophilie,

e riumliche Struktur und Grofle des Stoffes und

e das Vorhandensein von funktionellen Gruppen (Pfeifer et al., 1995).
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Substanzen von kleiner Molekiilgrofle, bei denen die hydrophilen und die lipophilen Eigen-
schaften in einem ausgewogenen Verhéltnis vorliegen, kdnnen die Haut gut permeieren. Eine
hinreichende Wasserldslichkeit und keine oder eine nur geringe Proteinbindung sind ebenfalls

begiinstigende Faktoren bei der Permeation (Loth, 1987).

Der Transport von Substanzen durch die Epidermis wird ausgehend vom Energieverbrauch
des Vorganges grundsitzlich in passive und aktive Prozesse eingeteilt. Passive Transport-
prozesse verbrauchen keine Energie und finden entlang eines Konzentrationsgradienten statt.
Aktive Prozesse hingegen sind an das Vorhandensein einer Energiequelle, aber nicht an einen
Gradienten gebunden. Sie finden sogar gegen einen Konzentrationsgradienten statt (Silber-
nagl und Despopoulos, 2003).
Die Diffusion verlduft als gerichteter Transport entlang eines Konzentrationsgefilles. Die
meisten biologisch wichtigen Stoffe sind sehr polar, so dass die einfache Diffusion dieser
Substanzen durch die Membran viel zu langsam verlaufen wiirde. Fiir diese Substanzen
ermdglicht die erleichterte Diffusion iiber einen Carrier das Uberwinden einer Membran. Im
Gegensatz zum aktiven Transport findet die erleichterte Diffusion nur entlang eines elektro-
chemischen Gradienten statt. Oftmals ist es jedoch notwendig, Stoffe gegen ein Konzen-
trationsgefdlle und/oder ein elektrisches Gefille zu transportieren. Dies ist nur mittels aktiver
Transportmechanismen mdglich (Silbernagl und Despopoulos, 2003).
Carrier-vermittelte Transportprozesse (passive und aktive) besitzen folgende Eigenschaften:

e Sittigung des Transportsystems,

e Strukturspezifitit und

e unterschiedliche Affinitdt gegeniiber dhnlichen Stoffen (Silbernagl und Despopoulos,

2003).

Bestimmte Membranproteine konnen auch mehrere verschiedene Ionen- bzw. Molekiilarten
gleichzeitig transportieren. Erfolgt der Transport von zwei Stoffen in die gleiche Richtung, so
spricht man von einem Symport. Als Antiport oder Gegentransport bezeichnet man den
Transport zweier Stoffe iiber einen Carrier in entgegengesetzter Richtung (Silbernagl und

Despopoulos, 2003).
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3 Transport von Biotin

3.1 Allgemeine Aspekte zu den verwendeten Substanzen

3.1.1 Biotin

Biotin wurde in den 1930er Jahren in der Hefe als Wachstumsfaktor entdeckt. Kurze Zeit
spater fand man in der Leber und wiederum in der Hefe einen protektiven Faktor gegen
Eiweiflschidden — Vitamin H. Ungefdhr 10 Jahre spiter stellte sich heraus, dass es sich bei
dem entdeckten Vitamin H und bei Biotin entgegen fritherer Annahmen um ein und dieselbe
Substanz handelt (Sweetman und Nyhan, 1986).

Im Organismus spielt das (+)-Stereoisomer des Vitamins eine signifikante Rolle als Coenzym
verschiedener Carboxylasen im Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel. Diese Enzymgruppe
katalysiert die ATP-abhiingige CO,-Fixierung und Ubertragung und spielt eine wichtige Rolle
bei der Lipogenese, der Gluconeogenese, beim Abbau von Aminosduren, bei der
Fettsduresynthese und dariiber hinaus bei der Metabolisierung von Fettsduren mit ungerader
Anzahl an Kohlenstoffatomen und bei der Synthese von Tricarbonsduren im Organismus
(Bender, 1999; Dakshinamurti und Chauhan, 1988; Sweetman und Nyhan, 1986). Zwei
weitere wichtige Enzyme stehen im engen Zusammenhang mit der Funktion des Vitamins als
Coenzym: die Holocarboxylasesynthetase und die Biotinidase. Zusétzlich zu der Funktion als
Coenzym besitzt Biotin einen Einfluss auf die Genexpression, indem es mit Histonen reagiert
und kovalent an diese bindet. Bei dieser Funktion ist die Biotinidase von Bedeutung: Sie
wirkt als intrazelluldres, biotinbindendes Protein und katalysiert die kovalente Bindung an die
Histone. Die Biotinylierung der Histone scheint ein fiir die Embryonalentwicklung wichtiger
Schritt zu sein, bei Biotinmangel konnte bei schwangeren Miusen ein teratogener Einfluss
beobachtet werden (Bender, 1999; Watanabe, 1983). In einem Versuch mit fastenden Ratten
konnte ein Zusammenhang zwischen Biotin und der Glucokinase festgestellt werden. Das
Vitamin induziert die Synthese von Glucokinase, einem Enzym, das in der Leber fiir die
Aufnahme und den Metabolismus von Glucose nach Nahrungsaufnahme verantwortlich ist
und auch in den B-Zellen des Pankreas exprimiert wird. Da es beim Diabetes mellitus Typ I
zu einem Mangel an diesem Enzym kommt, konnte Biotin auf diese Krankheit einen
positiven, wenn auch nicht heilenden, Effekt besitzen (Bender, 1999).

Der diitetische Bedarf fiir Biotin beim Menschen ist nicht genau bekannt. Das liegt zum einen
an Unterschieden hinsichtlich der Verfligbarkeit des Vitamins aus der Nahrung und zum
anderen an den Schwankungen der Biotinsynthese durch die intestinale Flora. Es ist jedoch

davon auszugehen, dass die tatséchliche tigliche Aufnahme des Vitamins von ungefdahr 30 bis
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100 ug eine adidquate Zufuhr gewéhrleistet (Dakshinamurti und Chauhan, 1988; Jung et al.,
1998; Sweetman und Nyhan, 1986). Im Blutplasma von gesunden Probanden wurden nach
der Aufnahme der genannten durchschnittlichen Mengen mit der Nahrung Biotinkonzen-
trationen von 418 £ 368 ng/l (entspricht 1,7 £ 1,5 nM) gefunden (Jung et al., 1998). Neben
dem frei vorliegenden Biotin ist ein gewisser Teil des Plasmabiotin auch an Albumine, a-, 3-
Globuline oder an Glykoproteine gebunden (Sweetman und Nyhan, 1986).

Ein Biotinmangel wurde nach dem ldngerfristigen Verzehr von groBen Mengen roher Eier,
bei der Therapie mit Antikonvulsiva, bei Patienten nach Hémodialyse oder parenteraler
Erndhrung und bei entziindlichen Darmerkrankungen festgestellt (Bender, 1999;
Dakshinamurti und Chauhan, 1988; Fernandez-Banares et al., 1989; Krause et al., 1982,
1985). Die klinischen Symptome eines Biotinmangels sind vielféltig: Glossitis, Anorexie,
Nausea, Depressionen, Halluzinationen, Somnolenz, Panik, Erbrechen, Mattigkeit. Neben
diesen allgemeinen Symptomen sind auch die Haut und deren Anhangsgebilde bei vielen
Patienten geschéadigt. So zeigen die Betroffenen Xerosis, allgemeine Blédsse (Pallor),
periorifiziale Ekzeme, Allopezie, Desquamation oder eine atopische Dermatitis (Makino et
al., 1999; Miller, 1989; Sweetman und Nyhan, 1986). Bei Siuglingen wird der Zusammen-
hang zwischen einem Biotinmangel und dem plotzlichen Kindstod diskutiert (Bender, 1999).
Biotin wird sehr hdufig zur Therapie briichiger Fingernédgel eingesetzt. Nach oraler Gabe des
Vitamins kommt es zu einer Zunahme der Nageldicke und zu Verdnderungen der Nagel-
oberfliche (Colombo et al., 1990). Verschiedene Arbeitsgruppen versuchten des weiteren
herauszufinden, ob Biotin neben den beschriebenen Effekten auf die Hautanhangsgebilde
auch einen nachweisbaren Einfluss auf verschiedene Parameter der Haut selbst besitzt. Limat
et al. (1996) nutzten dabei kultivierte humane follikulire Keratinozyten. Bei den Unter-
suchungen lieBen sich trotz zunehmender Biotinkonzentration keine morphologischen
Veranderungen feststellen: Sowohl die Proliferation der Zellen als auch die Keratinexpression
und damit das Keratinmuster blieben unbeeinflusst. Die Aktivitit der biotinabhdngigen
Carboxylasen und der Biotinidase blieben zundchst konstant. Erst bei einer Reduzierung der
Biotinkonzentration im Medium nahm die Aktivitit der Enzyme ab. Huschka (1998)
untersuchte den Einfluss von Biotin auf native Keratinozyten und auf die humane
Keratinozytenzelllinie HaCaT. Auch in dieser Arbeit konnten keinerlei Anhaltspunkte fiir
einen Eingriff des Vitamins in regulierende Prozesse des Wachstums erhalten werden.
Differenzierung, Keratinisierung und apoptotische Vorgédnge unterlagen keiner Regulation
durch Biotin. Nach Wachstum der Zellen in einem mit dem Vitamin angereicherten Medium

konnte er jedoch ein verdndertes Fettsduremuster feststellen. Der Gehalt der gesittigten

11



TRANSPORT VON BIOTIN

Fettsiuren Myristin-, Palmitin- und Stearinsdure und der ungesittigten Olsiure stieg an,
wiéhrend sich die Konzentration der Linolsdure nicht verdnderte. In fritheren Arbeiten wurde
ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt verschiedener Fettsduren und dem pH-Wert der
Haut beschrieben (Fluhr et al., 2001; siehe Kapitel 2.1). Ausgehend von den genannten
Erkenntnissen konnte Biotin einen regulierenden Einfluss auf den pH-Wert und damit auf die

Barrierefunktion der Haut besitzen.

3.1.2 Pantothensaure

Pantothensdure stellt ein essentielles B-Vitamin dar. Im Jahre 1939 wurde sie als
»Antidermatitisfaktor* und ,,Leberfiltratfaktor* entdeckt und spiter als Vitamin Bs bezeichnet
(Tahiliani und Beinlich, 1991).

Die tagliche Aufnahme betrdgt ungefihr 4 bis 7 mg. Der Bedarf ist bei dlteren Menschen, bei
Kindern, Schwangeren und unter Einnahme oraler Kontrazeptiva erhéht (Tahiliani und
Beinlich, 1991). Im humanen Blutplasma wurden die Konzentration der freien und der
gebundenen Pantothensdure gemessen. Der gebundene Anteil ist mit 0,04 uM im Vergleich
zu 0,69 uM freier Sdure sehr gering (Rychlik, 2000).

Ein Mangel an Pantothensdure im Organismus fiihrt zu Kopfschmerzen, Miidigkeit,
Schwichegefiihl, Personlichkeitsverdnderungen, Schlafstérungen, einer Beeintrachtigung der
motorischen Koordination und gastrointestinalen Storungen (Tahiliani und Beinlich, 1991).
Im Organismus wird Pantothenséure zur Biosynthese von Coenzym A bendtigt. Coenzym A
ist ein Acylgruppencarrier, der als Cofaktor in zahlreiche enzymatische Reaktionen inklusive
Fettsdureoxidation, Kohlenhydratstoffwechsel, Oxidation von Pyruvat, Laktat, Ketonkdrpern
und Aminosduren und in viele synthetische Reaktionen involviert ist (Bender, 1999; Tahiliani
und Beinlich, 1991).

Dexpanthenol stellt das alkoholische Analogon der Pantothenséure dar, das im Organismus
zur Sdure oxidiert wird. Die Substanz penetriert gut durch die Haut und erreicht dort lokal
hohe Konzentrationen. Aufgrund seiner Wirkung als Moisturizer verbessert Dexpanthenol die
Hydratation des Stratum corneum, reduziert den transepidermalen Wasserverlust und hélt die
Zartheit und Elastizitidt der Haut aufrecht. Des weiteren trégt es bei zu einer Aktivierung der
Fibroblastenproliferation und damit zur beschleunigten Reepithelisierung nach Verletzungen
der Haut. Dariiber hinaus besitzt Dexpanthenol niitzliche Effekte bei Patienten nach einer
Hauttransplantation, bei der Narbenbehandlung, der Therapie von Verbrennungen,

verschiedener Dermatosen, Juckreiz und Erythemen (Ebner et al., 2002).
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3.1.3 Liponsiure

o-Liponsdure stellt eine endogene, schwefelhaltige Carbonsdure mit einer Disulfid-
gruppierung dar, die bei physiologischem pH-Wert als Anion vorliegt. Sie kommt in
pflanzlichen und tierischen Geweben als Lipoyllysin vor und ist ein Coenzym im o-
Ketosdure-Dehydrogenasekomplex (Moini et al., 2002; Patrick, 2000; Sen und Packer, 2000).
Das niedrige Molekulargewicht und der amphiphile Charakter sind Voraussetzungen fiir die
Absorption der Liponsdure aus der Nahrung im Darm und die Verteilung im Organismus in
lipophilen und hydrophilen Kompartimenten. Aufgrund der Fihigkeit zum Uberwinden der
Blut-Hirn-Schanke ist die Liponsdure in der Lage, sich auch im Gehirn anzureichern. In
diesem Organ, im Nervengewebe, in den Lymphknoten und in vielen anderen Geweben
besitzt sie einen antioxidativen Effekt, indem sie mit verschiedenen reaktiven Sauerstoff-
spezies, die wiahrend der Lipidperoxidation gebildet werden, reagiert. Zusitzlich zu dieser
direkten Wirkung besitzt die Kombination Liponsdure/Dihydroliponsdure auch eine indirekte:
Sie regeneriert andere Antioxidantien wie Ascorbinsdure (Vitamin C), Tocopherol (Vitamin
E), Ubiquinon und Glutathion (Biewenga et al., 1997; Packer et al., 2001; Patrick, 2000; Sen
und Packer, 2000). Der Redoxstatus der Thiolstruktur der Dihydroliponsdure spielt des
weiteren eine zentrale Rolle in der Regulation verschiedener endogener Prozesse. So werden
die Proteinstruktur und —aktivitét, der Metabolismus von Xenobiotika, die Zellproliferation
und Apoptose, die Signaltransduktion und die Immunregulation beeinflusst (Sen und Packer,
2000).

Freie Radikale spielen bei der Hautalterung eine wichtige Rolle. Durch metabolische Aktivitét
kommt es zur stdndigen Bildung verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies. Der Organismus
ist in der Lage, sich gegen solche oxidativen Angriffe auf Lipide, Proteine und die DNA
durch hochmolekulare enzymatische und niedermolekulare nicht-enzymatische Anti-
oxidantien zu schiitzen. Wihrend der physiologischen Hautalterung oder einer durch UV-
Licht hervorgerufenen Hautschidigung kommt es zur Abnahme der antioxidativen Abwehr-
mechanismen und zum Anstieg der Lipid- und Proteinoxidationsrate und darauf basierend zu
einer Zunahme irreversibler Zellschdden. Die Liponsdure und ihre aktive Form, die Dihydro-
liponséure, sind in der Lage, in Keratinozyten Glutathion und damit Tocopherol und
Ubiquinon zu regenerieren. Aufgrund dieses antioxidativen Effektes kommt es zu einer
verminderten Schidigung nach UV-Exposition (Podda und Grundmann-Kollmann, 2001).

Die Liponsdure wird in der Prdvention und Behandlung des Typ II-Diabetes (nicht-

insulinpflichtiger Diabetes mellitus) eingesetzt. Bei dieser Erkrankung kommt es u.a. zu
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einem Ungleichgewicht zwischen der Konzentration der freien Radikale und den
antioxidativen Mechanismen des Organismus. Die Liponsdure fingt freie Radikale wie
Hydroxylradikale, hypochlorige Sdure, Peroxynitrit ab und reduziert dadurch den oxidativen
Stress auf den Organismus (Packer et al., 2001; Ruhe und McDonald, 2001).

Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet der Liponsdure stellt die adjuvante Therapie der HIV-
Infektion dar. Der durch die Infektion und andere Faktoren ausgeldste oxidative Stress
induziert die virale Aktivierung des HI-Virus (humanes Immundefizienzvirus) und eine
Schéadigung der DNA. Durch Apoptose kommt es zur Reduktion der T-Helferzellen und
damit zu einer Immunsuppression. Nach Anwendung von Liponsdure kommt es zu erh6hten
Glutathionspiegeln, einer Erhohung der Konzentration von Ascorbat im Plasma, einem
Anstieg der Plasmathiolspiegel, Senkung der Konzentration der Lipidperoxide, zur Hemmung
der Reversen Transkriptase, zur verminderten HIV-Replikation und zu einer Erhéhung der

Anzahl von T-Helferzellen (Patrick, 2000).

3.2 Der natriumabhéngige Multivitamintransporter SMVT
Vgl. Anlage 10.1 (Grafe et al., 2003)

3.2.1 Charakterisierung des Transportes von Biotin

Der Transport von Biotin im menschlichen und tierischen Organismus ist von wesentlicher
Bedeutung, da der Korper nicht dazu beféhigt ist, das Vitamin zu synthetisieren. Biotin wird
mit der Nahrung aufgenommen oder von der Darmflora synthetisiert und anschlieBend im
Darm resorbiert. Der Mechanismus der Aufnahme in den Korper war lange ungeklart, bevor
in den 60er und 70er Jahren ein spezifischer Transportmechanismus fiir Biotin im Hamster-
darm beschrieben wurde (Berger et al., 1972; Spencer und Brody, 1964). In den nach-
folgenden Jahren konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen der Biotintransporter an
unterschiedlichen Geweben charakterisiert werden. Es fanden Studien an der Plazenta (Grassl,
1992), an der Niere (Baur und Baumgartner, 1993; Podevin und Barbarat, 1986;), am Darm
(Said und Redha, 1987, Said et al., 1987), an der Leber (Said et al. 1990a, 1992) und an der
Blut-Hirn-Schranke (Shi et al., 1993) statt. Eine Ubersicht iiber die an unterschiedlichen
Geweben gefundenen Ergebnisse findet sich bei Dyer und Said (1997). Bei den
Untersuchungen fand man, dass es sich um ein natriumabhéngiges Transportsystem handelt,
welches neben Biotin auch andere physiologisch relevante Substanzen wie Liponsdure und
Pantothensdure erkennt und transportiert (sieche auch Kapitel 3.2.2). Aufgrund seiner

Substratspezifitdit wurde der Carrier nach seiner Klonierung als SMVT (sodium-dependent

14



TRANSPORT VON BIOTIN

multivitamin transporter) bezeichnet (Ubersicht bei Prasad und Ganapathy, 2000). In einer
jiingeren Arbeit wurde die Herstellung eines polyklonalen Kaninchen-Antikorpers gegen den
humanen SMVT beschrieben, mit dessen Hilfe der Nachweis des Transportsystems in
verschiedenen Zellkulturen gelang (Griffin et al., 2002).

Der SMVT ist zur Aufnahme der Vitamine aus der Nahrung im Darm und zur Verteilung im
Organismus notwendig. Die Aktivitdt des Multivitamintransporters hdngt von verschiedenen
exogenen und endogenen Faktoren ab. Es konnte nachgewiesen werden, dass es bei
Nierenerkrankungen, bei der langfristigen Therapie mit Antikonvulsiva und bei chronischer
Alkoholzufuhr zu einer reduzierten Aufnahme von Biotin im Darm kommt (Said et al., 1989b,
1990b; Ubersicht bei Dyer und Said, 1997). Die mit der Nahrung zugefiihrte Biotinmenge
reguliert ebenfalls den intestinalen Transportprozess. Bei einer Unterversorgung kommt es zu
einer Erhohung der Anzahl der Transportproteine. Damit versucht der Organismus die
zugefiihrte, jedoch zu geringe Menge des Vitamins optimal zu nutzen. Im Gegensatz dazu
kommt es bei einem Uberschuss an Biotin zur Erniedrigung der Anzahl der Transportproteine

(Downregulation) (Said et al., 1989a; Ubersicht bei Dyer und Said, 1997).

Obwohl die Bedeutung von Biotin an der Haut bekannt ist (siche Kapitel 3.1.1) und der
Transport an verschiedenen Geweben aufgekldart werden konnte, existieren bisher keine
Studien zur Aufnahme des Vitamins in Zellen der Haut. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
galt es daher herauszufinden, ob der natriumabhingige Multivitamintransporter auch in
humanen Keratinozyten fiir die Aufnahme von Biotin verantwortlich ist.

Um einen Carrier-vermittelten Transport des Biotins nachzuweisen, wurde zu Beginn der
Studien die zeitabhingige Aufnahme von 6nM [*H]Biotin in Anwesenheit und in
Abwesenheit von extrazellulirem Na® in HaCaT Zellen gemessen. Der Transport in
Gegenwart eines Inkubationspuffers mit Na" erwies sich als um den Faktor 4-5 groBer als der
in einem Medium, in dem Natriumchlorid durch Cholinchlorid substituiert war (Anlage 10.1).
Diese Beobachtung erlaubt die Schlussfolgerung, dass es sich bei dem beobachteten Carrier-
vermittelten Transport um einen stark natriumabhdngigen Prozess handelt, wie er aus der
Literatur fiir SMVT bekannt ist (Ubersicht bei Dyer und Said, 1997). Die Aufnahme von
[*H]Biotin in Gegenwart von Na' erwies sich bis zu einer Inkubationszeit von 5 Minuten als
linear. Bei einer Verldngerung der Zeit kam es zur Séttigung des Transportsystems, ersichtlich
am Abflachen der Kurve (Anlage 10.1).

In einem weiteren Versuch wurde die Bedeutung verschiedener Ionengradienten untersucht.

Dazu wurden im Inkubationsmedien Na' oder CI” ausgetauscht und der Einfluss auf das
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System im Vergleich zum Kontrollmedium mit Na" und CI” betrachtet. Beim Austausch von
Na“ lieBen sich die bereits genannten Ergebnisse bestitigen, die Aufnahme wurde auf
ungefdhr 20 % reduziert. Bei der Substitution von ClI" im Medium war die Transportrate mit
der der Kontrolle vergleichbar (Anlage 10.1). Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass der
Carrier-vermittelte Transport von Biotin vollig unabhingig von der Anwesenheit von CI ist.
Im Rahmen der gleichen Versuchsreihe wurde die Hemmbarkeit des gefundenen Systems
getestet, indem der Transport des radioaktiv markierten Biotin in Gegenwart eines Uber-
schusses an unmarkiertem Biotin gemessen wurde. Die Aufnahme von 6 nM [*H]Biotin aus
einem Na'-haltigen Medium wurde durch 10 mM Biotin um 92 % reduziert. Die rest-lichen
8 % stellen den nicht hemmbaren Anteil des Systems dar, der aus Diffusion und/oder
unspezifischer Bindung resultiert. Dieser Anteil konnte durch die Substitution von Na" oder
CI' im Inkubationsmedium nicht gechemmt werden (Anlage 10.1).

Bei Verinderung des extrazelluliren pH-Wertes in einem Bereich von 6,0 bis 8,5 in
Anwesenheit oder Abwesenheit von Na' fand keine Beeinflussung der Biotinaufnahme statt.
Das gefundene Transportsystem erwies sich somit als pH-unabhingig.

Die Temperatur wihrend der Inkubationsdauer scheint dagegen, wie fiir ein Carrier-
vermitteltes System zu erwarten, relevant zu sein. Die Aufnahmerate bei 4°C erwies sich als
signifikant kleiner als bei Raumtemperatur, und diese wiederum war geringer als bei 37°C
(Anlage 10.1).

Ausgehend von den genannten Ergebnissen wurden die nachfolgenden Versuche bei einem
physiologischen pH-Wert von 7,5 in einem Inkubationsmedium mit Na" und CI" und iiber
einen Inkubationszeitraum von 5 Minuten bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die kinetischen Parameter eines Carrier-vermittelten Transportes wie Maximalgeschwindig-
keit und Affinitidtskonstante sind spezifisch fiir ein Substrat und erlauben einen Vergleich mit
den in der Literatur am gleichen Carrier an unterschiedlichen Geweben erhaltenen Werten.
Zur Bestimmung der Parameter wurde die Biotinaufnahme in Abhédngigkeit von der
Biotinkonzentration in einem Bereich von 1-500 pM gemessen. Die fiir die Auswertung
erforderliche Diffusionskonstante, d.h. der nicht-hemmbare Anteil, konnte durch die
Bestimmung der Aufnahme von 12 nM [*H]Biotin bei gleichzeitiger Anwesenheit eines
Uberschusses von 10 mM Biotin bestimmt werden. Der erhaltene Wert wurde von den fiir die
verschiedenen Konzentrationen erhaltenen Aufnahmeraten subtrahiert, um den sittigbaren,
Carrier-vermittelten Anteil zu erhalten. Bei der Auswertung der erhaltenen Ergebnisse und
Auftragung der Biotinaufnahme (= Geschwindigkeit des Transportsystems, v) gegen die

Biotinkonzentration (= Substratkonzentration, S) ergibt sich eine Michaelis-Menten-Kinetik.
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Bei niedrigen Substratkonzentrationen ist die Geschwindigkeit anndhernd der Konzentration
proportional. Mit zunehmender Konzentration von Biotin n#hert sich die Transport-
geschwindigkeit asymptotisch einem Maximalwert und ist fast konzentrationsunabhéngig.
Durch nichtlineare Regression der in Form der Michaelis-Menten-Auftragung dargestellten
Ergebnisse konnten die Michaelis-Menten-Konstante K; (Affinitidtskonstante; Substrat-
konzentration, bei der der Transport des Substrates mit der Hilfte der Maximal-
geschwindigkeit ablduft) mit 22,7+ 1,0 uM und die Maximalgeschwindigkeit Vp.x des
Transportes mit 163,6 + 3,5 pmol/(5 min‘mg Protein) bestimmt werden (Anlage 10.1). Des
weiteren folgte eine Transformation der aus dem Versuch erhaltenen Ergebnisse und die
anschlieBende Auftragung nach Eadie-Hofstee. Die lineare Regression ergibt eine Gerade mit
einem Korrelationskoeffizienten von 0,9864. Dieses Ergebnis erlaubt die Vermutung, dass in
dem gewihlten Konzentrationsbereich nur ein System am Transport von Biotin beteiligt ist
(Anlage 10.1). Der Vergleich der in der Literatur fiir den SMVT an verschiedenen Geweben
und Organismen beschriebenen Michaelis-Menten-Konstanten mit dem in dieser Arbeit an
humanen Keratinozyten bestimmten Wert (Tabelle 1) l4sst erkennen, dass die Konstanten in
einem Bereich von 1 bis 123 uM liegen. Ausgehend davon ergibt sich die Schlussfolgerung,
dass auch in humanen Keratinozyten der Na'-abhingige Multivitamintransporter exprimiert
wird. Damit ist es erstmalig gelungen, die Existenz des SMVT an Zellen der menschlichen

Haut nachzuweisen.
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Tab. 1: Kinetische Parameter (K; und V. des SMVT verschiedener Gewebe und

Spezies (*Vpa—Werte der verschiedenen Untersuchungen sind aufgrund unter-

schiedlicher Praparationen nicht vergleichbar)

Zelltyp K (uM) V max Literatur
Humane Keratinozytenzelllinie . . Grafe et al., 2003
HaCaT 23 163,6 pmol/(5 min'mg Protein) (Anlage 10.1)
Aplkale Merpbrany esikel der 28 - Podevin und Barbarat, 1986
Kaninchennierenrinde
,,e\{erted sac des Rattendarms 4 3,1 nmol/(25.m1n~g Said und Redha, 1987
(Jejunum) Feuchtgewicht)
Apikale Membranvesikel des 5 13,5 pmol/(20 s-mg Protein) Said et al., 1987
humanen Darms
Apikale Membranvesikel des ) . .
Rattendarms (Jejunum) 8 0,9 pmol/(s'mg Protein) Said und Redha, 1988
Apikale Membranvesikel des ] . .
Rattendarms (Ileum) 8 0,4 pmol/(s'mg Protein) Said und Redha, 1988
Basolaterale Membranvesikel . .
des humanen Darms 1 0,9 pmol/(15 s'mg Protein) Said et al., 1988
Aplkale.Membranvemkel der 55 217 pmol/(25 s'mg Protein) Baur et al., 1990
Rattenniere
Basolaterale Membranvesikel . .
der Rattenleber 1 1,8 pmol/(20 s'mg Protein) Said et al., 1990a
Aplkale Membranvesikel des 7 10,7 pmol/(10 s'mg Protein) Said und Derweesh, 1991
Kaninchendarms
Apikale Membranvesikel der 21 4,5 nmol/(min‘mg Protein) Grassl, 1992
humanen Plazenta
Basolaterale Membranvesikel . .
der humanen Leber 1 4,8 pmol/(10 s'mg Protein) Said et al., 1992
Apikale Me.m branvesikel der 31 82 nmol/(30 s'mg Protein) Baur und Baumgartner, 1993
humanen Niere
Primérkultur von Endothel- . . .
zellen des Rinderhirns (BHS) 123 3,0 nmol/(min-mg Protein) Shi et al., 1993
Humane Darmzelllinie Caco-2 10 520 pmol/(min-mg Protein) Ma et al., 1994
Humane Leberzelllinie HepG2 19 6,8 nmol/(min-mg Protein) Said et al., 1994
Humane Kolonepithelzelllinie . . .
NCM460 20 38,8 pmol/(3 min'mg Protein) Said et al., 1998
Primérkultur von Endothel- . .
zellen des Kilberhirns (BHS) 47 101 pmol/(min-mg Protein) Baur und Baumgartner, 2000
Aplkale.Memjbranvemkel der 27 2,1 pmol/(10 s'mg Protein) Nabokina et al., 2003
Rattennierenrinde
Apikale Membranvesikel des ] . .
Rattendarms (Jejunum) 11 4,7 pmol/(10 s'mg Protein) Nabokina et al., 2003
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3.2.2 Untersuchungen zur Substratspezifitit des SMVT

Neben den allgemeinen Charakteristika eines Carrier-vermittelten Transportsystems finden
sich in der bereits im Kapitel 3.2.1 erwihnten Literatur Hinweise auf die Substratspezifitit
und Substrataffinitit des Systems. Der Carrier erkennt und transportiert neben Vitamin H
auch Pantothensdure und Liponsdure, weshalb er auch als Multivitamintransporter bezeichnet
wurde. Weiterfilhrende Untersuchungen beschiftigten sich mit dem Einfluss verschiedener
Derivate und Analoga von Biotin und Pantothenséure (Podevin und Barbarat, 1986; Said et
al., 1987).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Substratspezifitit an humanen Keratinozyten
getestet. Zunichst fanden Versuche zur Hemmbarkeit der Aufnahme von 6 nM [*H]Biotin an
der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT statt. In Anwesenheit von unmarkiertem Biotin,
Pantothensdure oder Liponséure (jeweils 1 mM) wurde der Transport um etwa 80 % reduziert,
so dass geschlussfolgert werden kann, dass fiir diese drei Substanzen ein und dasselbe
Transportsystem verantwortlich ist. Mit Hilfe von Derivaten des Biotins sollten des weiteren
Aussagen lber die strukturellen Voraussetzungen des Transportes erhalten werden. Dazu
wurden Desthiobiotin, Biotinmethylester und Biocytin in einer Konzentration von jeweils
1 mM untersucht. Bei Desthiobiotin kam es zu einer mit Biotin vergleichbaren Hemmung.
Wihrend Biotinmethylester eine geringe, aber signifikante Reduktion der [*H]Biotinaufnahme
erzielte, konnte flir Biocytin keine Verringerung der aufgenommenen Biotinmenge nach-
gewiesen werden (Anlage 10.1). In der Tabelle 2 sind die Strukturformeln von Liponsdure,
Pantothensdure und von Biotin und seinen Derivaten dargestellt. Anhand der beschriebenen
Beobachtungen und der Strukturen konnen erste Aussagen iber die strukturellen
Voraussetzungen gemacht werden. Biotin, Desthiobiotin, Pantothensédure und Liponsdure
weisen eine lange Seitenkette mit einer freien Carboxylgruppe auf. Bei Verdnderung dieser
Gruppierung durch Veresterung (Biotinmethylester) oder Amidbildung (Biocytin) reduziert
sich die Affinitdt oder wird ganz aufgehoben. Es ldsst sich vermuten, dass die freie
Carboxylfunktion essentiell fiir die Bindung an den SMVT ist. Die Substrate weisen des
weiteren eine heterocyclische Ringstruktur auf. Bei der Pantothensdure bildet sich eine
ringformige Struktur durch Wasserstoftbriickenbindung zwischen der Aminogruppierung der
B-Alaninstruktur und der Hydroxylgruppe der Pantoinsdure-Struktur. Diese Ergebnisse liefern
lediglich erste Erkenntnisse und miissen durch weiterfithrende Untersuchungen noch belegt

und konkretisiert werden.
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Fiir die Aminosduren Leucin, Tryptophan, das Vitamin Thiamin und das Amin Cholin, die
keine Verwandtschaft mit den gefundenen Substraten aufwiesen, konnte kein Einfluss auf das
System festgestellt werden.

Um die erhaltenen Ergebnisse an der Priméarkultur zu bestétigen, wurden unmarkiertes Biotin,
Pantothensdure, Liponsdure und Leucin hinsichtlich Beeinflussung der Aufnahme von 6 nM
[*H]Biotin an nativen humanen epidermalen Keratinozyten getestet. Die erhaltenen
Ergebnisse korrelieren gut mit den an der Zellkultur erhaltenen: Bei einer Substrat-
konzentration von 0,5 mM hemmten Biotin, Pantothensdure und Liponsdure den Transport
auf ungefihr 24-37 %, wahrend es durch Leucin zu keiner Verdnderung der Biotinaufnahme
kam (Anlage 10.1).

Zur Bestimmung der Affinitdten der gefundenen Substrate, fanden sowohl an HaCaT als auch
an NHEK Kompetitionsstudien statt. Die Aufnahme von [*H]Biotin setzt sich aus Diffusion
und Carrier-vermitteltem Transport zusammen. Mit Erhohung der Konzentration an Substrat
wird die Carrier-vermittelte Aufnahme von [*H]Biotin in die Zellen verringert und tendiert bei
einem Uberschuss an Substrat gegen einen konstanten Wert, d.h. es findet nur noch Diffusion
des radioaktiv markierten Biotin in die Zelle statt. Diejenige Konzentration, bei der die
Substanz die transportervermittelte Aufnahme von [*H]Biotin in die Zellen um 50 % hemmt,
bezeichnet man auch als I1Cso-Wert. Die erhaltenen ICsp-Werte wurden nach der von Cheng
und Prusoff (1973) beschriebenen Gleichung in die in der Tabelle 2 dargestellten Inhibitions-
konstanten (K;-Werte) umgerechnet. Die Affinititskonstanten fiir Biotin, Desthiobiotin,
Pantothensdure und Liponsdure lagen im Bereich von 1 bis 15 uM. Die Bestimmung der
Affinitdt von Biotin an nativen humanen epidermalen Keratinozyten ergab einen K;-Wert von
17 uM, der mit der an der Zelllinie erhaltenen Affinititskonstante von 23 uM gut

ubereinstimmt.
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Tab. 2: Strukturformeln von Biotin und Analoga, Pantothensiure und Liponsiure

sowie ihre an HaCaT fiir die Hemmung der Aufnahme von [*H]Biotin
ermittelten Affinitatskonstanten K;

Verbindung Strukturformel Kj
Biotin )OL 10,7 £ 0,9 uM
HN NH
OH
S
O
Desthiobiotin )CL 15,2+2,5 uM
HN NH O
MOH
Biotinmethylester )(L >>1mM
HN NH
(@)
S ~
(0]
Biocytin )(L >>1mM
HN NH
O
H
N
S OH
o >
Pantothensdure 0 0 1,1 £03 uM
HO /\/lk
N OH
H
OH
Liponsdure (o) oxidierte Form:
H 4,6 £0,6 uM
(Y\/V\OH
reduzierte Form:
S—s
11,4+ 0,9 uM
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Die Liponsdure kann in zwei unterschiedlichen Formen vorliegen. In der oxidierten Form
besitzt die Substanz eine Disulfidgruppe und bildet einen fiinfgliedrigen Heterocyclus. Bei
Vorliegen der reduzierten Form ist die Disulfidbriicke gespalten und zu zwei
Sulfhydrylgruppen umgewandelt. Die K;-Werte der beiden Formen unterscheiden sich:
Aufgrund der cyclischen Struktur besitzt die oxidierte Form eine héhere Affinitét (Tabelle 2).
Aus den ermittelten Konstanten ergibt sich folgende Rangfolge fiir die Affinitdt zum SMVT-
System: Pantothensdure > oxidierte Liponsdure > Biotin = reduzierte Liponsdure >
Desthiobiotin.

Anhand der Affinititsbestimmungen lisst sich keine Aussage dariiber treffen, welche Art von
Hemmung eine Substanz hervorruft. Um den Hemmtyp von Pantothensdure zu bestimmen,
wurde die Substratabhingigkeit der Biotinaufnahme ohne Pantothensdure und mit einer
Konzentration von 2 uM (nahe Kj) untersucht. Die Auswertung der Ergebnisse folgte mittels
Michaelis-Menten- und Eadie-Hofstee-Auftragung. Wihrend der Vergleich der Vi,-Werte in
Abwesenheit und in Anwesenheit von Pantothensédure keine signifikanten Unterschiede ergab,
verdoppelte sich die Michaelis-Menten-Konstante in Anwesenheit des Inhibitors. In der
Auftragung nach Eadie-Hofstee lédsst sich dies daran erkennen, dass die erhaltenen Geraden
fiir die Konzentrationsabhingigkeit des Systems in Abwesenheit und in Anwesenheit des
Inhibitors unterschiedliche Anstiege aufwiesen und sich auf der y-Achse bzw. im 1.
Quadranten schneiden (Anlage 10.1). Eine Erh6hung von K bei konstantem Vi,,x-Wert ist ein
Charakteristikum fiir eine kompetitive Hemmung. Dabei bindet der Inhibitor (Pantothen-
sdure) an die gleiche Bindungsstelle wie das Substrat (Biotin) und verhindert somit dessen
Bindung und den anschlieBenden Transport.

Die Konzentration von Pantothensdure im menschlichen Plasma betrdagt ungefahr 0,5-1 uM
(Rychlik, 2000). Der natriumabhingige Multivitamintransporter konnte aufgrund der
ermittelten Affinititskonstante von 1 uM fiir Pantothensdure im menschlichen Organismus fiir
die Aufnahme des B-Vitamins in die Keratinozyten verantwortlich sein. Biotin liegt im
Korper in einer Konzentration von 0,2-2 nM (Jung et al., 1998) vor. Ein Transportsystem mit
einer Affinititskonstante von 23 uM ist demzufolge unter physiologischen Bedingungen nicht
dazu befdhigt, Biotin zu transportieren. Der in der Literatur lange Zeit als Biotintransporter
beschriebene SMVT scheint in humanen Keratinozyten (analog den Lymphozyten) nicht das
Haupttransportsystem zur Aufnahme von Vitamin H zu sein (Prasad und Ganapathy, 2003).
Da das Vitamin aber in der Haut eine wichtige Rolle spielt (Kapitel 3.1.1) muss es ein

weiteres System zu seiner Aufnahme geben.
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3.3 Transport von Biotin iiber ein hochaffines Transportsystem
Vgl. Anlage 10.1 (Grafe et al., 2003)

3.3.1 Charakterisierung der hochaffinen Biotinaufnahme

Mardach et al. (2002) beschrieben einen dreijdhrigen Patienten, der eine hohe Biotin-
abhingigkeit zeigte, die weder auf einen Biotinidase- oder Holocarboxylasemangel noch auf
eine zu geringe Biotinzufuhr mit der Nahrung zuriickgefiihrt werden konnte, sondern auf
einem Defekt im Transportsystem beruht. Bei einem Biotinentzug kam es zu einem
intrazelluldren Biotinmangel und zu einer abnormalen Azidurie trotz unveranderter Aktivitét
biotinabhédngiger Carboxylasen in Lymphozyten und Fibroblasten. Die Aufnahme des
Vitamins in die Blutzellen war signifikant reduziert. Bei dem Versuch, diesen heterozygot,
autosomal rezessiven Gendefekt zu erkliren, stellte sich heraus, dass die Transportrate von
Pantothensdure und die SMVT-Gensequenz normal waren. Aufgrund dieser Befunde kann
davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Biotinmangel in den Zellen nicht durch
einen Defekt des Multivitamintransporters, sondern durch ein anderes defektes Transport-
system hervorgerufen wurde.

Im Jahr 1998 veroffentlichten Zempleni und Mock ihre Ergebnisse zur Aufnahme von Biotin
an humanen Lymphozyten (PBMC). In ihren Untersuchungen verwendeten sie eine
Konzentration von ungefihr 0,5 nM [*H]Biotin, bei der sie einen Carrier-vermittelten
Transport nachweisen konnten, der natriumabhéngig ist und dessen Aktivitdt sich durch
Temperaturerhohung vergroBert. Bei der Bestimmung der Zeitabhidngigkeit stellten sie fest,
dass die Aufnahme von Biotin bis zu einer Inkubationszeit von 30 Minuten linear ist. Die
Aufnahme von Biotin in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration ergab eine
Sattigungskinetik. Nach der Transformation nach Lineweaver-Burk und anschlieender
linearer Regression erhielten sie eine Michaelis-Menten-Konstante K; von 2,6 nM und eine
Maximalgeschwindigkeit von 2,9 fmol/(30 min-10° Zellen). Diese sehr hohe Affinitit des
Transportsystems fiir Biotin und die Linearitit der Aufnahme {iber einen Zeitraum von
30 Minuten widersprechen den in der Literatur an anderen Zelltypen ermittelten Ergebnissen
fir den natriumabhéingigen Multivitamintransporter, der eine Affinititskonstante im
mikromolaren Bereich besitzt (Tabelle 1).

Die zur Untersuchung des SMVT an humanen Keratinozyten genutzte Konzentration von
6 nM [*H]Biotin ist aufgrund der an Lymphozyten fiir das hochaffine Biotintransportsystem
beschriebenen Affinitdtskonstante im unteren nanomolaren Bereich zu hoch. In einem Bereich

von 1 bis 500 uM Biotin zur Untersuchung der kinetischen Parameter des SMVT (Kapitel
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3.2.1) wiére das hochaffine zweite Transportsystem fiir das Vitamin schon geséttigt und
konnte somit nicht nachgewiesen werden. Ausgehend davon wurde zum Nachweis des
hochaffinen Carriers die [*H]Biotinkonzentration auf 0,5 bzw. 1 nM reduziert. Unter den
verdanderten Bedingungen standen als erstes die Zeit- und die Natriumabhéngigkeit an der
humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT im Mittelpunkt der Untersuchungen. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen zum natriumabhéngigen Multivitamintransporter erwies sich die Aufnahme
des radioaktiv markierten Substrates bis zu einer Inkubationszeit von 30 Minuten als linear.
Bei Substitution der Natrium-Ionen im Inkubationsmedium durch Cholin-Ionen kam es zur
Reduzierung der aufgenommenen Biotinmenge auf ungefihr 16 % (Anlage 10.1). Die
nachfolgende Versuchsreihe galt der Ermittlung der kinetischen Parameter V,,x und K. Dazu
wurde die Konzentration des radioaktiv markierten Biotins im Bereich von 0,1 bis 10 nM
variiert und anschlieend die konzentrationsabhidngige Aufnahme untersucht. Die Auftragung
nach Michaelis-Menten und die nichtlineare Regression (Auswertung analog Kapitel 3.2.1)
ergaben eine Michaelis-Menten-Konstante K; von 2,6 nM und eine Maximalgeschwindigkeit
Vmax von 63 fmol/(30 min'mg Protein) (Anlage 10.1). Die erhaltenen Ergebnisse korrelieren
gut mit den in der Literatur an Lymphozyten beschriebenen (Zempleni und Mock, 1998) und
erlauben die Schlussfolgerung, dass an Lymphozyten und an humanen Keratinozyten neben

dem SMVT ein zweites hochaffines Transportsystem existiert (siche auch Kapitel 3.3.2).

Die Arbeitsgruppe um Zempleni untersuchte kiirzlich die Frage, ob der Monocarboxylat-
transporter MCT flir den hochaffinen Transport von Biotin in humanen Lymphozyten
(PBMC) verantwortlich ist (Daberkow et al., 2003). Dazu testeten sie die MCT-Substrate
Laktat, Acetat, Pyruvat, Hexanoat, DL-B-Hydroxybutyrat und o-Ketoisocaprat auf ihren
Finfluss. Die ausgesuchten Substanzen sowie die Inhibitoren des MCT Probenecid,
Sulfinpyrazon, p-Chloromercuribenzensulfonsdure und 4,4’-Diisothiocyanostilben-2,2’-
disulfonsdure hemmten die Biotinaufnahme in humane Lymphozyten. Des weiteren wurde die
Expression verschiedener Monocarboxylattransporter in PBMC Zellen untersucht. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass Lymphozyten Gene exprimieren, die MCT1, MCT2 und
MCTS5 kodieren. Wihrend nach der Expression von MCTI in humanen T-Zellen die
Aufnahme von Biotin zunahm, lie} sich nach Expression in humanen Plazenta- und Lungen-
zellen und in Prostatazellen der Ratte keine Verdnderung feststellen. In der gleichen Studie
wurde der Einfluss der Proliferation der Zellen auf den Transport von Laktat als ein Substrat
des MCT untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sich die Aufnahme im Verlauf der

Proliferation erhoht (Daberkow et al., 2003). In einer fritheren Studie konnte nachgewiesen
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werden, dass es wihrend der Proliferation der PBMC zu einer gesteigerten Aufnahme von
Biotin als Ergebnis der erhdhten Anzahl an Transportproteinen auf der Zelloberfldche bei
gleichbleibender Affinitdt kommt (Zempleni und Mock, 1999). Ausgehend von den
angefiihrten Ergebnissen kann davon ausgegangen werden, dass MCT die Aufnahme von
Biotin in humane Lymphozyten vermittelt. Eine Mutation des MCT1-Gens konnte fiir einen
angeborenen defekten Biotintransport, wie er durch Mardach et al. (2002) beschrieben wurde,

verantwortlich sein.

3.3.2 Bestimmung der Substratspezifitit des hochaffinen Biotintransportes

Die Substratspezifitdt des zweiten, hochaffinen Biotintransportsystems unterscheidet sich
stark von der des Multivitamintransporters (siche auch Kapitel 3.2.2). Zempleni und Mock
(1998) stellten fest, dass die Aufnahme von [*H]Biotin in PBMC Zellen sich nur durch
unmarkiertes Biotin, Desthiobiotin und Biocytin hemmen lie. Andere strukturverwandte
Substanzen sowie die Liponsdure hatten keinen Einfluss auf den Transport.

An der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT wurde untersucht, ob und in welchem Mal3e
unmarkiertes Biotin, Pantothensidure und Liponsdure in einer Konzentration von jeweils
20nM die Aufnahme des radioaktiven Substrates zu reduzieren vermogen. Wihrend
unmarkiertes Biotin den Transport von 1 nM [*H]Biotin hemmen konnte, hatten Pantothen-
sdure und Liponsdure keinen Einfluss. Die Bestimmung der Affinitdt wurde in einem weiteren
Versuch durchgefiihrt. Mit Hilfe der Verdringung des radioaktiven Biotins konnte fiir das
unmarkierte Biotin ein ICso-Wert von ungefahr 3 nM bestimmt werden (Anlage 10.1). Das
System ist damit um einen Faktor von mehr als 1000 affiner als das SMVT-System. Dies
erlaubt den effizienten Transport von Biotin im Korper bei physiologischen Konzentrationen
von 0,2-2 nM (Jung et al., 1998). Der hochaffine Transport diirfte somit der Haupttransport-
weg sein.

Nach neuesten Erkenntnissen ist in den humanen Lymphozyten der Monocarboxylat-
transporter 1 fiir den hochaffinen Transport von Biotin verantwortlich (Daberkow et al.,
2003). Die im Rahmen dieser Arbeit an Keratinozyten erhaltenen Ergebnisse sind mit denen
an PBMC ermittelten vergleichbar (Zempleni und Mock, 1998) und erlauben die Schluss-
folgerung, dass MCT1 auch in Keratinozyten exprimiert wird und damit fiir den Transport

von Biotin aus dem Blut in die Keratinozyten verantwortlich sein sollte.
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4  Transport von Taurin

4.1 Allgemeine Aspekte zu Taurin

Im Jahre 1827 wurde aus der Galle eines Ochsen (Bos taurus) eine bis dahin unbekannte
Aminoséure isoliert, die spiter Taurin genannt wurde. Taurin (2-Aminoethansulfonsdure) ist
eine P-Aminosdure mit amphoterem Charakter (isoelektrischer Punkt I.P.=5,12), die im
Vergleich zu anderen Aminosduren anstelle einer Carboxylfunktion eine Sulfonsduregruppe
besitzt. Sowohl diese Sduregruppierung (pK,=1,5) als auch die basische Aminogruppe
(pK,=8,74) besitzen eine hohere Aziditdt als die analogen Gruppierungen anderer
Aminosduren. Im physiologischen pH-Bereich um 7,4 liegt Taurin aufgrund der hohen
Aziditdt fast komplett zwitterionisch vor. Die hohe Wasserldslichkeit und die niedrige
Lipophilie des Taurins bedingen die sehr langsam Diffusion durch biologische Membranen
(Ubersicht bei Chesney, 1985; Huxtable, 1992; Wright et al., 1986).

Im Sdugetierorganismus stellt Taurin einen ubiquitiren Bestandteil in allen Zellen dar. Da die
Sulfonsduregruppe der Aminosdure keine Peptidbindung eingehen kann, ist Taurin nicht am
Aufbau von Proteinen beteiligt und liegt im Korper nur in freier Form sowie zu einem viel
geringerem Teil in Form von einfachen Peptiden vor. In den Korperfliissigkeiten, z.B. im
Plasma, in der Zerebrospinalfliissigkeit und in der extrazelluldren Fliissigkeit kommen
Taurinkonzentrationen von ungefihr 10-100 uM vor (Ubersicht bei Chesney, 1985; Huxtable,
1992; Wright et al., 1986). Pitkdnen et al. (2003) konnten im Blutserum von verschiedenen
Patienten Konzentrationen im Bereich von 108-169 uM bestimmen. Im Gegensatz zu diesen
geringen extrazelluldren Taurinkonzentrationen ist die intrazellulire Konzentration in den
Organen sehr viel hoher. Die Gewebe mit den hochsten Taurinkonzentrationen sind die
Retina, fiir die bis zu 80 mM Taurin gemessen wurden, das Herz, das Gehirn und die
Muskulatur. Auch in Blutpléttchen, erregbaren Geweben und sekretorischen Strukturen liegen
hohe Taurinspiegel vor (Ubersicht bei Chesney, 1985; Huxtable, 1992; Wright et al., 1986).
Eine Reduktion der Taurinkonzentration im Kdorper konnte nach Operationen, im Zustand der
Sepsis oder des Traumas, bei Entziindungen, bei untererndhrten Krebspatienten und bei der
Epilepsie nachgewiesen werden (Chesney, 1985; O’Flaherty et al., 1997a; Redmond et al.,
1998). Dieser Mangel fiihrt zu verschiedenen klinischen Bildern: Entwicklungsstérungen,
Zerstorung der Retina, Immundefizienz, Entwicklung einer Kardiomyopathie und Beein-
trachtigung des Zellwachstums mit daraus resultierender Wachstumsretardierung (Birdsall,
1998; Chesney, 1985; Martensson et al., 1987; Roe, 1966; Satoh und Sperelakis, 1998;

Zackheim, 1982). Durch Supplementation von Taurin in der Nahrung kann ein Schutz vor
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Ischimie und Herzschwiche und ein therapeutischer Effekt bei bereits bestehenden
kardiovaskuldren Erkrankungen, bei Sepsis, akuter Hepatitis, Hypercholesterindmie,
Epilepsie, Alzheimer und cystischer Fibrose erzielt werden (Barakat et al., 2002; Birdsall,
1998; Kendler, 1989; Satoh und Sperelakis, 1998; Zackheim, 1982).

Tab. 3: Allgemeine Funktionen von Taurin

Funktion Organ/Gewebe Literatur
Osmoregulation Lunge, Niere, Alfieri et al., 2002; Beck et al., 1998;
Gehirn, Haut Brust et al., 1992; Chesney, 1985; Huxtable, 1992;
Janeke et al., 2003; Oja und Saransaari, 1996;
Solis et al., 1988; Thurston et al., 1980;
Timbrell et al., 1995; Uchida et al., 1991
Bildung von Gallensalzen Leber Chesney, 1985; Huxtable, 1992;
Oja und Saransaari, 1996
Membranstabilisierung Retina, Herz, Chesney, 1985; Huxtable, 1992; Kendler, 1989;
Muskeln, Lombardini, 1985; Oja und Saransaari, 1996;
Lymphozyten Redmond et al., 1998; Timbrell et al., 1995;
Wright et al., 1986
Schutz vor Apoptose Lunge Alfieri et al., 2002
Neuromodulator/ Gehirn, Barakat et al., 2002; Chesney, 1985; Kuriyama, 1980;
-protektion/ Nervensystem Lin et al., 1985; Oja und Saransaari, 1996;
-inhibitor/ Okamoto et al., 1983; Taber et al., 1986
-transmitter
Antioxidans Spermien, Haut, Alvarez und Storey, 1983; Degim et al., 2002;
Auge Huxtable, 1992; Pasantes-Morales und Cruz, 1985;
Redmond et al., 1998; Wright et al., 1986
Proteinstabilisierung Arakawa und Timasheff, 1985
Calciummodulation Retina, Herz, Haut, | Chesney, 1985; Huxtable, 1992; Lobo et al., 2001;
Lymphozyten Lombardini, 1985, 1991; Redmond et al., 1998;
Satoh und Sperelakis, 1998; Timbrell et al., 1995
Antikonvulsivum Gehirn Chesney, 1985; Huxtable, 1992
Schutz vor toxischen Lunge, Leber Gordon et al., 1986; Huxtable, 1992;
Stoffen/Entgiftung Nakashima et al., 1982; Timbrell et al., 1995;
Wright et al., 1986
Einfluss auf die Herz Huxtable et al., 1980; Satoh, 1998
Herzfrequenz/Kardioprotektion
Thermoregulation Gehirn Frosini et al., 2003; Huxtable, 1992
Radioprotektion Huxtable, 1992
Einfluss auf Zellproliferation Kendler, 1989
Erhohung der Retina, Petrosian und Haroutounian, 2000
Wasserloslichkeit/Biover- Blutplattchen
fiigbarkeit von Lipiden
Immunmodulation Blut Redmond et al., 1998
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Taurin gilt als wichtigster organischer Osmolyt. Dariiber hinaus wurden in den letzten Jahren
weitere Funktionen postuliert und nachgewiesen. Eine Ubersicht {iber die in der Literatur

erwihnten und (noch) diskutierten Aufgaben ist in Tabelle 3 dargestellt.

Wihrend die allgemeinen Funktionen und die Verteilung von Taurin bereits in vielen
Geweben und Organen diskutiert und untersucht wurden, existieren nur wenige Arbeiten zu
Taurin in der Haut. Die Arbeitsgruppe um Lobo untersuchte die Konzentration und die
Verteilung von Taurin in den oberen Hautschichten der Ratte. Die Aminosédure konnte in den
vaskulidren Endothelzellen der Dermis nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung der
Epidermis stellte sich heraus, dass Taurin hauptsédchlich in der Granularschicht und nur in zu
einem geringen Teil im oberen Teil des Stratum spinosum vorhanden ist. In der Basalschicht,
im unteren Stratum spinosum und im Stratum corneum konnte die Aminosdure nicht
nachgewiesen werden. Nach Isolierung der verschiedenen Hautschichten und Bestimmung
der Konzentration lieBen sich die Aussagen konkretisieren. Wihrend in den lebenden
Schichten der Epidermis eine Konzentration von 7,1 + 0,8 umol/g Frischgewebe bestimmt
wurde, betrug die des Stratum corneum nur < 0,073 £ 0,05 pumol/g Frischgewebe. Des
weiteren konnte durch die Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die Verteilung von
Taurin in der Haut nicht konstant ist. Mit zunehmender Differenzierung kommt es zur
Akkumulation der Aminoséure in den Keratinozyten. Bevor die Zellen die Hornschicht
erreichen und im Anschluss daran von der Hautoberfliche abgeschilfert werden, kommt es
zur Freisetzung des in den Zellen gespeicherten Taurins. Damit steht den Hautzellen neben
der Aufnahme der Aminosdure aus dem Blut und der Biosynthese aus Cystein eine weitere
Taurinquelle zur Verfiigung (Lobo et al., 2001).

Die funktionelle Bedeutung von Taurin in der Haut ist noch nicht genau aufgeklirt. Es wird
jedoch angenommen, dass die beschriebenen allgemeinen Funktionen der Aminosdure auch in
den Hautzellen eine Relevanz besitzen. So konnte die calciummodulierende Wirkung des
Taurins bei der Differenzierung der Keratinozyten eine wichtige Rolle spielen (Lobo et al.,
2001). Die Bedeutung dieser Aminosdure bei der Apoptose konnte bereits nachgewiesen
werden. Bei einer Erhohung der extrazelluldren Osmolaritdt kommt es zu einer Erhohung der
Taurinkonzentration in den Keratinozyten und damit zum Schutz der Zellen vor dem Zelltod
(Janeke et al., 2003).

Neben den bereits genannten Effekten des Taurins stellt seine antioxidative Wirkung eine
weitere wichtige Funktion in der Haut dar. Bereits in friiheren Arbeiten konnte die Bedeutung

von freien Radikalen bei der Wundheilung und bei der Schiddigung des Kollagens
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nachgewiesen werden (Foschi et al., 1988; Hogstrom, 1987; White und Heckler, 1990).
Degim et al. (2002) beschrieben den positiven Einfluss von topisch appliziertem Taurin auf
die Wundheilung. Dabei kam es zur Reduktion der Peroxidation der Lipide, zu einer
Abnahme der Konzentration von Malondialdehyd, einer Erhéhung der Hydroxyprolin-
konzentration und daraus resultierend zu einer Verringerung der Kollagenschidigung (Degim
et al., 2002; Gordon et al., 1986). Dariiber hinaus bewirkt Taurin eine Membranstabilisierung
und damit verbunden eine verminderte Ionen- und Wasserpermeabilitit (Huxtable, 1992;
Nakashima et al., 1982; Pasantes-Morales und Cruz, 1985).

Die Taurinspiegel im Organismus konnten in einem Zusammenhang mit einer sehr haufig
auftretenden Hautkrankheit, der Psoriasis, stehen. Durch eine zu niedrige Aufnahme der
Aminoséure aus der Nahrung (Zackheim, 1982) oder eine Taurintoleranz (Roe, 1966) konnte
eine Erkrankung ausgeldst oder verschlimmert werden. Der genaue Mechanismus konnte
indessen noch nicht hinreichend aufgeklart werden und sollte in den néchsten Jahren noch

weiter untersucht werden.

4.2 Charakterisierung des Taurintransportes

Vgl. Anlage 10.2 (Grafe et al., 2004a)

In der Literatur wurde bereits ein Taurintransportsystem in verschiedenen Geweben
identifiziert und charakterisiert. So konnte gezeigt werden, dass ein Carrier-vermittelter
Transport fiir Taurin in der Leber (Bucuvalas et al., 1987), in der Plazenta (Kulanthaivel et al.,
1991; Miyamoto et al., 1988), im Darm (Ubersicht bei O’Flaherty et al., 1997b), in der Retina
(Leibach et al., 1993; Miyamoto et al., 1991), in der Niere (Jessen und Sheikh, 1991; Uchida
et al., 1991), im Choroidplexus (Chung et al., 1994; Keep und Xiang, 1996), an der Blut-Hirn-
Schranke (Tamai et al., 1995) und in Gliazellen (Barakat et al., 2002; Tchoumkeu-Nzouessa
und Rebel, 1996) existiert. Der auch als TAUT bezeichnete Transporter wird in die Na'- und
Cl'-abhdngige Neurotransmitter-Transporter-Familie SLC6 eingeordnet (Chen et al., 2004).

Der Taurintransporter besitzt eine grole Bedeutung bei der Osmoregulation im Korper. Es
konnte nachgewiesen werden, dass es unter hyperosmotischen extrazelluldren Bedingungen
zu einer vermehrten Bildung der TAUT-mRNA kommt. Die darauf beruhende erhdhte Anzahl
an Transportproteinen fiihrt zu einer gesteigerten Aufnahme von Taurin in die Zelle. Im
Gegensatz dazu kommt es bei Hypoosmolaritit zu einer Verringerung der mRNA und zu
einer schnellen Freisetzung von Taurin aus der Zelle (Chen et al., 2004; Warskulat et al.,

1997).
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Die ersten TAUT-Knock-out-Méuse wurden im Jahre 2002 beschrieben. Bei diesen Mausen
war die Taurinkonzentration im Plasma, in der Niere, in der Leber, im Auge und in den
Skelett- und Herzmuskeln stark erniedrigt. Es lieB sich feststellen, dass es dadurch zu einer
reduzierten Fruchtbarkeit, einem stark erniedrigten Gewicht und einer retinalen Degeneration,

dhnlich der Retinitis pigmentosa beim Menschen, kam (Heller-Stilb et al., 2002).

Ausgehend von der Bedeutung von Taurin und dem bereits durch verschiedene Arbeits-
gruppen beschriebenen System, wurde in der vorliegenden Arbeit der Carrier-vermittelte
Transport von Taurin an der Haut untersucht (Anlage 10.2). Jancke et al. (2003) gelang der
Nachweis der Anwesenheit und Verteilung von TAUT in der Haut mittels Western-Blot
Analyse und Immunofluoreszenz. Wéhrend sich diese Untersuchungen jedoch vor allem mit
der Identifizierung des Proteins und dessen Aufgabe bei der Osmoregulation beschéftigen,
konzentrierte sich die vorliegende Arbeit auf die funktionelle Charakterisierung.

Es konnte festgestellt werden, dass es in der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT und in
nativen humanen epidermalen Keratinozyten zu einer Na'- und CI'-abhiingigen Akkumulation
des radioaktiv markierten Taurins gegen einen Konzentrationsgradienten kommt (Anlage
10.2). In Abwesenheit von Na" und gleichzeitiger Anwesenheit von CI” wird die Aufnahme
von [*H]Taurin auf ungefdhr 2 % gesenkt. Zu einer Reduzierung der in die Zellen aufge-
nommenen [*H]Taurinkonzentration auf circa 5 % kommt es in der Abwesenheit von Cl'-
Ionen.

Auch in anderen Geweben und Organen konnte die Na'- und Cl-Abhingigkeit des Taurin-
transporters nachgewiesen werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass die treibende Kraft
jedoch nicht die einfache Anwesenheit der Ionen ist, sondern dass der Gradient zwischen ihrer
intrazelluldren und extrazelluldren Konzentration entscheidend ist. Des weiteren konnte in
verschiedenen Arbeiten die Stochiometrie des Transportsystems ermittelt werden. Ein Taurin-
molekiil wird mit einem Chlorid-Ion und 2-3 Natrium-Ionen in die Zelle transportiert. Daraus
lasst sich schlieBen, dass es sich um einen elektrogenen, sekundir aktiven Cotransporter
handelt (Miyamoto et al., 1989a; Tamai et al., 1995; Tchoumkeu-Nzouessa und Rebel, 1996).
Fiir den Einfluss des pH-Wertes auf den Transport lassen sich in der Literatur keine oder nur
sehr widerspriichliche Aussagen finden. Bei Untersuchungen an HaCaT Zellen konnte eine
gewisse pH-Abhéngigkeit festgestellt werden: Das Optimum lag bei pH-Werten zwischen 6,0
und 7,5. Bei einer Erhdhung des pH-Wertes nahm die aufgenommene Menge an [*H]Taurin
ab (Anlage 10.2). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine gewisse Abhingigkeit des

Transporters von der Protonenkonzentration der Untersuchungslosung existiert. Uber den
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gesamten gemessenen pH-Bereich von 6,0 bis 8,5 liegt die Sulfonsduregruppe des
Taurinmolekiils im dissoziierten Zustand vor. Im Gegensatz dazu ist der Dissoziationsgrad
der Aminogruppe vom pH-Wert abhingig: Mit Zunahme des pH-Wertes verringert sich der
protonierte Anteil.

Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte mittels Verdringung des radioaktiv
markierten Taurin durch unmarkiertes Taurin. Die erhaltenen Daten wurden in Form einer
Michaelis-Menten Auftragung dargestellt und anschlieBend in die Eadie-Hofstee Auftragung
transformiert (analog 3.2.1). Die in dieser Darstellung erhaltene Gerade ldsst vermuten, dass
es sich nur um ein Transportsystem fiir Taurin handelt (Anlage 10.2). Aus den ermittelten
Daten lassen sich eine Affinititskonstante K; (Michaelis-Menten-Konstante) von
5,1 £0,2 uM und eine maximale Geschwindigkeit V. von 320,5 + 2,8 pmol/(10 min-mg
Protein) ermitteln. Die ermittelte Michaelis-Menten-Konstante an HaCaT und auch die
entsprechenden Werte an anderen Organen und Geweben liegen im mikromolaren Bereich
(Tabelle 4). Daraus ldsst sich schlieBen, dass es sich bei dem Taurintransporter um ein

hochaffines System handelt.
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Tab. 4: Kinetische Parameter (K und Vn,) des Taurintransportes bei verschiedenen

Geweben und Spezies (*V,—Werte der verschiedenen Untersuchungen sind

aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingungen nicht vergleichbar)

Caco-2

Zelltyp K, (uM) Vimax® Literatur
Humane Keratinozytenzelllinie . . Grafe et al., 2004a
HaCaT 5,1 321 pmol/(10 min-mg Protein) (Anlage 10.2)
Basolaterale Membranvesikel der 174 1 nmol/(min-mg Protein) Bucuvalas et al., 1987
Rattenleber
Apikale Membranvesikel der humanen 6,5 28 pmol/(15 s'mg Protein) Miyamoto et al., 1988
Plazenta
Apikale Membranvesikel des . .
Kgninchen diinndarm 14 15 pmol/(15 s'mg Protein) Miyamoto et al., 1989a
Apikale Membranvesikel des . .
Retinapigmentepithels vom Rind 96 267 pmol/(15 s'mg Protein) Miyamoto et al., 1991
Humane plazentale . . .
Choriokarzinomzelllinie JAR 2,3 89 pmol/ (3 min‘mg Protein) | Kulanthaivel et al., 1991
MDCK-Zellen (apikal) 10 50 pmol/(min-mg Protein) Uchida et al., 1991
MDCK-Zellen (basolateral) 56 933 pmol/(min‘mg Protein) Uchida et al., 1991
E‘;I_nzagne Kolonkarzinomzelllinie 9,8 954 pmol/(10 min'mg Protein) Brandsch et al., 1993
Choroidplexus vom Kaninchen 100 111 nmol/(15 min-mg Protein) Chung et al., 1994
Primérkultur von Endothelzellen des . . .
Rinderhirns (BHS, apikal) 12 4,3 nmol/(30 min'mg Protein) Tamai et al., 1995
Primérkultur von Endothelzellen des . . .
Rinderhirns (BHS, basolateral) 14 2,8 nmol/(30 min'mg Protein) Tamai et al., 1995
Humane Kolonkarzinomzelllinie 0,7 7,3 pmol/(10 min-mg Protein) Brandsch et al., 1995

4.3 Untersuchungen zur Substratspezifitit des Taurintransportes

Vgl. Anlage 10.2 (Grafe et al., 2004a)

Bei Studien zur Hemmbarkeit der [*H]Taurinaufnahme an der humanen Keratinozyten-

zelllinie und an nativen humanen Keratinozyten konnte festgestellt werden, dass das

gefundene Transportsystem neben der Aminoséure Taurin auch strukturverwandte Substanzen

(Abbildung 4) erkennt und transportiert.
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Abb. 4: Strukturformeln von Taurin und strukturverwandten Substanzen

Im Anschluss an die Untersuchung der Substratspezifitidt fanden Versuche zur Bestimmung
der Affinititen von Hypotaurin, Taurin, p-Alanin, B-Guanidinopropionsiure und y-
Aminobuttersdure an der HaCaT Zelllinie statt (Methode siche Kapitel 3.2.2). Fiir die
untersuchten Stoffe ergibt sich folgende Rangfolge der Hemmung der Aufnahme von
[*H]Taurin: Hypotaurin > Taurin > -Alanin > B-Guanidinopropionsidure (GPA) > y-Amino-
buttersdure (GABA). Die fiir die Substanzen ermittelten ICso-Werte lagen im Bereich
zwischen 4 und 300 uM und sind in Tabelle 5 dargestellt. Bei der Affinitdtsbestimmung von
Taurin an NHEK Zellen konnte ein Wert von 3 uM ermittelt werden, der dem an der Zelllinie

bestimmten von 5 uM nahe liegt.

Tab. 5: 1Cso-Werte verschiedener Verbindungen fiir die Hemmung der Aufnahme von

[*H]Taurin an der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT

Inhibitor ICs¢ (uM)
Taurin 5,0+£0,2
Hypotaurin 4,0+0,2
-Alanin 26,3 +£23
y-Aminobuttersdure 299.4 £ 16,5
B-Guanidinopropionsdure 42,7+3,0

Aus den erhaltenen Ergebnissen ldsst sich erkennen, dass das System vor allem f-

Aminosduren akzeptiert. Die als Substrate charakterisierten Verbindungen weisen einen
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unsubstituierten C-Terminus und N-Terminus auf. Die B-Guanidinopropionsédure stellt das
Amidinoderivat einer B-Aminosdure dar (Abbildung 4), das vermutlich aufgrund der freien
NH,-Gruppe weiterhin (d.h. trotz Substitution des N-Terminus) als Substrat erkannt und
transportiert wird. GABA stellt eine y-Aminosdure dar, die ebenfalls eine, wenn auch
geringere, Affinitdt besitzt. Bei der Untersuchung einer weiteren y-Aminosdure (y-
Hydroxybuttersidure) und einer a-Aminosédure (a-Methylaminoisobuttersdure) lief3 sich keine
Hemmung des Taurintransportes erkennen. Fiir die Erkennung als Substrat fiir das
Transportsystem scheint es des weiteren von Bedeutung zu sein, dass die Verbindungen einen
amphoteren Charakter besitzen. Befinden sich zwischen der protonierbaren Aminogruppe und
der deprotonierbaren Sduregruppierung zwei C-Atome, wird die Substanz mit einer hohen
Affinitdt erkannt und transportiert. Wird das Riickgrat um ein C-Atom verldngert, wird die
Substanz weiterhin transportiert, wenn auch mit einer geringeren Affinitét (Anlage 10.2).
Weiterfiihrende Untersuchungen zur Spezifitit dienten der Klarung der Frage, ob andere
Systeme in den Transport von Taurin involviert sind. Dazu wurden Serotonin, Leucin und
Cholin ausgewéhlt. Fiir diese Substanzen sind spezifische Transportsysteme an anderen
Zellen und Geweben beschrieben. Die gewidhlten Verbindungen wiesen bis auf Serotonin aber
keine Hemmung auf. Der protonenabhingige Aminosduretransporter PATI ist fiir die
Aufnahme von Glycin, L-Prolin und L-Alanin im Darm verantwortlich. Bei Untersuchungen
zur Aufnahme von L-Prolin iiber PAT1 in Caco-2 Zellen konnte festgestellt werden, dass sich
die Aufnahme von L-[*H]Prolin durch unmarkiertes Taurin hemmen lie (Metzner et al.,
2004). Bei der Untersuchung des Transportes von [*H]Taurin in Gegenwart von unmarkiertem
L-Prolin konnte im Gegensatz dazu keine Hemmung festgestellt werden.

Die Ergebnisse zur Substratspezifitit erlauben die Schlussfolgerung, dass das in
Keratinozyten gefundene Transportsystem spezifisch fiir Taurin, Hypotaurin, 3-Alanin, GPA,
GABA und 3-Amino-1-propansulfonsdure ist (Anlage 10.2).

In friher durchgefiihrten Studien wurden &hnliche Untersuchungen hinsichtlich Substrat-
spezifitit durchgefiihrt. So konnte in der Niere (Uchida et al., 1991), an Gliazellen (Barakat et
al., 2002; Tchoumkeu-Nzouessa und Rebel, 1996), im Gehirn (Smith et al., 1992), im Darm
(Moyer et al., 1988; Satsu et al., 1997), an Endothelzellen der Aorta (Qian et al., 2000), an
retinalen Pigmentepithelzellen (Leibach et al., 1993), an der Blut-Hirn-Schranke (Tamai et al.,
1995), am Herz (Huxtable et al., 1980), am Choroidplexus (Chung et al., 1994) und in der
Plazenta (Kulanthaivel et al., 1991) ebenfalls ein spezifisches, hochaffines Transportsystem

fiir Taurin und Analoga nachgewiesen werden.
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5  Transport von Clonidin

5.1 Allgemeine Aspekte zu Clonidin

Clonidin ist ein Imidazolin-Derivat, dessen Synthese erstmals im Jahre 1966 beschrieben
wurde. Seit diesem Zeitpunkt werden seine Wirkungen auf den menschlichen Organismus
untersucht und verschiedene Einsatzgebiete diskutiert (Ubersicht bei Lowenthal et al., 1988).
Aufgrund seiner hohen Lipophilie penetriert Clonidin nach Applikation rasch ins Gehirn und
kann dort zentral wirksam werden. Die Erregung postsynaptischer a,-Adrenozeptoren im
Zentralnervensystem (ZNS) unterdriickt sympathische Impulse im Vasomotorenzentrum und
erniedrigt den Sympathikotonus. Die verminderte Sympathikusaktivitit ist eine Voraus-
setzung fiir die zentrale antihypertonische und analgetische Wirksamkeit des Clonidins
(Hayashi und Maze, 1993). Neben der Beeinflussung postsynaptischer Rezeptoren kommt es
auch zu einer Stimulation zentraler prdsynaptischer a-Rezeptoren und damit zu einer
Reduzierung der Sekretion des Neurotransmitters Noradrenalin (Hayashi und Maze, 1993;
Hein, 2001). Eine Erniedrigung der Plasmakonzentration an Noradrenalin bewirkt eine
Senkung der Herzfrequenz und des arteriellen Blutdruckes (Pluskwa et al., 1991).

Ausgehend von der blutdruckregulierenden Wirkung wird Clonidin zur Behandlung der
Hypertonie, hypertensiver Krisen, akuter und chronischer Herzerkrankungen, akuter
Myokardinfarkte oder hypertensiver Kardiomyopathie mit subklinischer diastolischer
Dysfunktion eingesetzt (Gavras et al., 2001; Mansoor und Frishman, 2002). Die Beein-
flussung der zentralen Regulation der Wachheit und Schmerzempfindung bedingt den Einsatz
des Arzneistoffs als Pramedikation bei einer Anésthesie (De Kock et al., 1992; Hayashi und
Maze, 1993; Segal et al., 1991) oder in der postoperativen Schmerztherapie (Bernard et al.,
1991).

Aufgrund der bradykarden, vasokonstriktiven und antiarrhythmischen Wirkungen und der
Forderung des koronaren Blutflusses gilt Clonidin dariiber hinaus als therapeutische Option
bei Belastungsangina und als Prdvention vor myokardialer Ischdmie (Hayashi und Maze,
1993; Heusch et al., 1985).

Weitere in der Literatur diskutierte Anwendungsgebiete von Clonidin sind die Therapie der
sekretorischen Diarrhoe (Hayashi und Maze, 1993; McArthur et al., 1982), die Behandlung
bronchoobstruktiver Erkrankungen (Lindgren et al., 1986), die Raucherentwéhnung (Kotlyar
und Hatsukami, 2002), der Opiatentzug (Gowing et al., 2002), die Migrinetherapie (Willems
et al., 2003), die Schmerztherapie hyperalgetischer Patienten (Davis et al., 1991), die Therapie
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von Hitzewallungen bei postmenopausalen Frauen (Laufer et al., 1982) und die anxiolytische

Therapie von Patienten mit panischer Unruhe (Uhde et al., 1989).

5.2 Charakterisierung des Clonidintransportes

Vgl. Anlage 10.3 (Grafe et al., 2004b)

Neben der gebrduchlichen oralen Applikation des Clonidins steht seit ungefdhr 20 Jahren
auch ein Clonidin-haltiges transdermales therapeutisches System (TTS) zur Verfiigung.
Dieses transdermale System wird allein oder in Kombination mit Diuretika, Calcium-
antagonisten und ACE-Hemmern zur Bluthochdrucktherapie oder zur Therapie der Spastizitit
nach Riickenmarksverletzungen eingesetzt (Burris, 1993; Popli et al., 1983; Weingarden und
Belen, 1992). Popli et al. (1983) verglichen in einer Studie die therapeutischen Effekte nach
oraler und transdermaler Applikation. Sie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Anwendungsformen hinsichtlich gemessenen Blutdruckwerten und Plasma-
spiegeln feststellen. Die detektierten Konzentrationen bei der Therapie mit Clonidin lagen im
Bereich von 0,32-1,40 ng/ml (Popli et al., 1983). Im Vergleich zur oralen Anwendung bietet
Clonidin in Form eines TTS jedoch verschiedene Vorteile. Wihrend die orale Arzneiform
tiglich eingenommen werden muss, reicht bei der transdermalen Anwendung die Applikation
eines Pflasters einmal in der Woche. Dieses Therapieschema erhoht die Patientencompliance.
Das Pflaster setzt kontinuierlich eine therapeutische Dosis frei und schiitzt die Patienten somit
sicher vor Bluthochdruckkrisen. Die Plasmaspiegel erweisen sich als konstanter, so dass ein
gleichméBiger Schutz auch am Morgen gewihrleistet ist (Arndts und Arndts, 1984; Langley
und Heel, 1988). Des weiteren kann mittels transdermaler Applikation der First-pass-Effekt in
der Leber umgangen werden (Guy et al., 1987). Das Auftreten von zentralen Nebenwirkungen
wie Mundtrockenheit und Sedierung war im Vergleich zur oralen Anwendung reduziert
(Fillingim et al., 1989).

Als Nachteile wurden lokale Hautreizungen, Erytheme, Hautschuppungen, Blasenbildung,
Entziindungen, Verhértungen, allergische Kontaktdermatiden und Hyper- oder Depigmen-

tationen beschrieben (Langley und Heel, 1988; Prisant, 2002).
Clonidin diffundiert aufgrund seiner hohen Lipophilie durch das Stratum corneum. Zwischen

dieser obersten Hautschicht und dem GefdBplexus befinden sich weitere Zellschichten, die

vorwiegend aus Keratinozyten bestehen (siche 2.1). Der Transport durch die lebende
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Epidermis zu den Blutgefdflen stellt einen wichtigen Prozess der dermalen und transdermalen
Arzneistoffapplikation dar, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden sollte.
In den ersten Untersuchungen zum Transport von [*H]Clonidin an der humanen Keratino-
zytenzelllinie HaCaT lieB sich feststellen, dass die Aufnahme des radioaktiv markierten
Substrates von der Inkubationszeit abhingig ist. Mit zunehmender Dauer erhohte sich die
aufgenommene Menge an [*H]Clonidin. Wihrend bis zu einer Zeit von einer Minute die
Erh6hung der intrazelluldren Konzentration linear ist, 14sst sich oberhalb dieses Zeitraumes
ein Abflachen des Kurvenverlaufes beobachten. Diese Beobachtung konnte auf das Erreichen
der maximalen Kapazitit des Transportsystems zuriickzufiihren sein (Anlage 10.3). Bei der
Untersuchung der Aufnahme in Anwesenheit und Abwesenheit von Na" im Inkubations-
medium konnte festgestellt werden, dass die Aufnahme von [*H]Clonidin Na'-unabhingig ist
(Anlage 10.3). Im Gegensatz dazu verdnderte sich die Aufnahme von [*H]Clonidin in
Abhingigkeit vom pH-Wert des Untersuchungsmediums. Nach Erhéhung des pH-Wertes kam
es zu einer gesteigerten Aufnahme an radioaktivem Clonidin. Bei einem pH-Wert von 6,0
konnte in den Zellen eine Clonidinkonzentration von 10,4 + 0,6 fmol/(min‘mg Protein)
bestimmt werden. Im Vergleich dazu lag die Konzentration in den Zellen bei einem pH-Wert
von 8,5 etwa um den Faktor 10 héher und betrug 100,3 £+ 2,9 fmol/(min‘mg Protein) (Anlage
10.3). An nativen Keratinozyten konnte dieses Phdnomen ebenfalls beobachtet werden. Eine
vergleichende Darstellung der pH-abhéngigen Aufnahme von [*H]Clonidin an der humanen
Keratinozytenzelllinie HaCaT und an nativen humanen epidermalen Keratinozyten erfolgt in
der Abbildung 5.

Fiir die pH-abhingige Anderung der Transportrate von Clonidin lésst sich ein Zusammenspiel
verschiedener Ursachen vermuten. Mit der Erh6hung des pH-Wertes nimmt der Anteil an
unprotoniertem Clonidin (pK, = 8,25) zu. Wihrend bei einem pH-Wert von 6,0 ungefahr
99 % in der protonierten Form vorliegen, sind es bei 8,5 nur noch 36 %. Aus dieser
Verschiebung des Konzentrationsverhdltnisses zugunsten der unprotonierten Form des
Molekiils konnte eine erhohte Diffusionsrate resultieren. Als weitere Ursache fiir die
gesteigerte Aufnahme mit Erhohung des pH-Wertes wire eine modifizierte Aktivitdt des
Transportsystems durch den verdnderten pH-Wert denkbar. Eine dritte Moglichkeit ist eine
Kopplung des Transportes von Clonidin in die Zelle an den Transport von Protonen aus der

Zelle, d.h. das Vorhandensein eines Antiporters.
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Abb. 5: Aufnahme von [*H]Clonidin bei verschiedenen pH-Werten in HaCaT Zellen und
in native humane epidermale Keratinozyten (NHEK). Die Aufnahme von

[*H]Clonidin (1 nM) wurde in Puffer mit NaCl gemessen. Die Inkubationszeit betrug

1 min. Dargestellt sind die Mittelwerte = S.E., n > 3.

Zur Ermittlung der kinetischen Parameter des Transportsystems wurde die Séttigungskinetik
der Clonidinaufnhahme an HaCaT Zellen bestimmt (analog 3.2.1). Die Aufnahme von
radioaktiv markiertem Clonidin wurde in Gegenwart steigender Konzentrationen (3 nM bis
2,5 mM) an unmarkiertem Clonidin gemessen. Mittels nichtlinearer Regression ergibt sich
eine Maximalgeschwindigkeit des Transportsystems (Vmax-Wert) von 15,7 £ 1,0 nmol/
(min‘mg Protein) und eine Michaelis-Menten-Konstante (K;) von 0,30 + 0,05 mM (Anlage
10.3). Dariiber hinaus wurden die Daten auch als Eadie-Hofstee-Plot aufgetragen (v gegen
v/S). Die erhaltenen Werte ergaben eine Gerade mit einem Korrelationskoeffizienten von
0,9753. Das erlaubt die Schlussfolgerung, dass nur ein System fiir den Transport von Clonidin
verantwortlich ist (Anlage 10.3). Auch aus der Eadie-Hofstee-Auftragung lassen sich die
Maximalgeschwindigkeit (Vmax) und die Michaelis-Menten-Konstante (K;) bestimmen. Die
ermittelten Werte (Vmax = 18,2 £ 1,4 nmol/(min'mg Protein) und K; = 0,40 £ 0,05 mM)

entsprechen recht gut denen aus der Michaelis-Menten-Auftragung.
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5.3 Untersuchungen zur Substratspezifitit des Clonidintransportes
Vgl. Anlage 10.3 (Grafe et al., 2004b)

In diesem Teil der Arbeit wurde versucht, weitere Substrate neben dem untersuchten Clonidin
zu finden, um das System genauer zu charakterisieren. Wiederum wurden Stoffe ausgewihlt,
die bekannt dafiir sind, dass sie von anderen bereits beschriebenen Transportsystemen erkannt
und transportiert werden oder eine dem Clonidin &hnliche Struktur aufweisen. Dabei wurden
physiologische Substanzen, wie Cholin und Thiamin und pharmazeutisch relevante, wie
Diphenhydramin und Chinin ausgesucht. Die mittels Verdringung des radioaktiv markierten

Clonidins erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.

Chinidin{—/——}
Chininf—/——H
MPP* H
Procainamid{_—____H
Clonidin{———3
Thiamin- H
Guandin H
TEA- M
Tryptamin{——1
Guanabenz- H
Diphenhydramin{——]
Carnithin- H
CholinA ]
Etilefrin H
Kontrolle )

0 20 40 60 80 100 120
[*H]Clonidinaufnahme (%)

Abb. 6: Substratspezifitit der Aufnahme von [*H]Clonidin in HaCaT Zellen. Die
Aufnahme von [*H]Clonidin (3 nM) wurde in Gegenwart verschiedener Substanzen
(10 mM bzw. 0,1 mM bei Guanabenz) in Puffer mit NaCl und einem pH-Wert von
8,5 gemessen. Die Inkubationszeit betrug 1 min. Dargestellt sind die Mittelwerte +

S.E.,n>4.

Es ist erkennbar, dass Cholin, Carnithin, TEA, Guanidin, Thiamin und MPP" keinen Einfluss
auf die Aufnahme von [*H]Clonidin in HaCaT Zellen besitzen. Etilefrin hemmt die Aufnahme
nur zu einem geringen Grad. Im Gegensatz dazu wird der Transport von [*H]Clonidin in die
Zelle durch unmarkiertes Clonidin, Diphenhydramin, Guanabenz, Tryptamin, Procainamid,

Chinin und Chinidin sehr stark gehemmt.
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Tab. 6: Strukturformeln, Wirkungsmechanismen und pharmazeutische Anwendungen

verschiedener Inhibitoren der [*H]Clonidinaufnahme (nach Mutschler et al.,

2001)
. Wirkung/
Verbindung Strukturformel Pharmazeutische Anwendung
L a zentral angreifender ol,-
Clonidin H Adrenozeptor-Agonist/
N Antihypertonikum
N‘ﬂ/ j (siche auch 5.1)
N
H
Cl
a zentral angreifender ol,-
Guanabenz Adrenozeptor-Agonist/
Antihypertonikum
CH=N—N NH,
H
NH
Cl
Procainamid H,N Natriumkanalblocker/
H Antiarrhythmikum
N\/\N/\
5 §
Tryptamin /\/NH2 Blutdrucksteigerung/
— Naturstoff
=
Chinin Blutschizontoid/
Prophylaxe und Therapie der
HO. ~ Malaria
N
H;CO.
} X
=
Chinidin = Natriumkanalblocker/
Antiarrhythmikum
HO «
N
H,CO N
=
Diphenhydramin H;-Antihistaminikum/
Antiemetikum
O\/\N/
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In der Tabelle 6 sind die Strukturformeln und die Wirkungen bzw. pharmazeutischen
Anwendungen der die [*H]Clonidinaufnahme beeinflussenden Substanzen zusammenfassend
dargestellt. Ein Vergleich der Strukturen ergibt, dass die Substanzen entweder einen tertidren
Stickstoff in Form einer N-Diethyl- oder N-Dimethylgruppierung (Procainamid,
Diphenhydramin) oder ein N-Atom mit einer Doppelbindung zu dem benachbarten C-Atom
(Clonidin, Guanabenz, Tryptamin, Chinin, Chinidin) aufweisen. Stoffe mit einem quartiren
Stickstoff, z.B. TEA, MPP" oder Cholin, haben keinen Einfluss auf die spezifische Aufnahme
von Clonidin.

Die Untersuchung der Substratspezifitit wurde auch an nativen humanen epidermalen
Keratinozyten durchgefiihrt. Dabei wurde das Spektrum der untersuchten Substanzen auf
unmarkiertes Clonidin, Diphenhydramin, Procainamid und Tryptamin begrenzt. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in der Abbildung 7 dargestellt. Die erzielte Hemmung stimmt mit

der an HaCaT Zellen erhaltenen iiberein und bestitigt somit die ermittelte Substratspezifitit.

Tryptamin-

Procainamid-

Diphenhydramin-

HpEgEgs

ClonidinA

Kontrolle4 |—<

20 40 60 80 100 120
[*H]Clonidinaufnahme (%)

o

Abb. 7: Substratspezifitit der Aufnahme von [*H]Clonidin in native humane epidermale
Keratinozyten (NHEK). Die Aufnahme von [*H]Clonidin (3 nM) wurde in
Gegenwart verschiedener Substanzen (10 mM) in Puffer mit NaCl und einem pH-
Wert von 8,5 gemessen. Die Inkubationszeit betrug 1 min. Dargestellt sind die

Mittelwerte = S.E., n > 3.

Des weiteren wurde die Affinitit der ermittelten Substrate an HaCaT Zellen bestimmt (analog
Kapitel 3.2.2). Zunichst wurde in einem Versuch die Affinitdt von Clonidin und gleichzeitig

der Diffusionsanteil des [*H]Clonidintransportes bestimmt. Letzterer betrigt 8 %. Im
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Anschluss fand die Affinitdtsbestimmung von Diphenhydramin, Guanabenz, Procainamid,
Tryptamin, Chinin und Chinidin statt. Aus den ermittelten Werten wurden mittels
nichtlinearer Regression unter Festlegung des Maximums (=100 %) und des Minimums
(=10%) die ICsp-Werte errechnet und in die entsprechenden Inhibitionskonstanten
umgewandelt. Die ermittelten K;-Werte lagen im Bereich von 0,08 bis 0,89 mM (Anlage
10.3). Aus den Werten lésst sich folgende Rangfolge der Hemmung erkennen: Guanabenz >
Chinin = Chinidin > Diphenhydramin > Tryptamin = Clonidin > Procainamid.

Zur Bestimmung der Art der Hemmung der Inhibitoren wurden Diphenhydramin und
Tryptamin beispielhaft ausgesucht und deren Effekt auf die kinetischen Parameter des
Clonidintransportes ermittelt (analog 3.2.2). Bei der Transformation der erhaltenen Daten
nach Eadie-Hofstee wurden fiir die Versuche mit und ohne Inhibitor Geraden erhalten, die
sich nahe der y-Achse schneiden. Daraus lisst sich erkennen, dass durch die Anwesenheit von
Diphenhydramin bzw. Tryptamin die Affinititskonstante erhoht wurde und die Maximal-
geschwindigkeit konstant blieb (Anlage 10.3). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass
Clonidin, Diphenhydramin und Tryptamin vom gleichen Transportsystem transportiert

werden.

In der Literatur lassen sich verschiedene Arbeiten finden, die sich mit dem Transport von
Clonidin, Diphenhydramin, Tryptamin, Procainamid, Chinin und Chinidin und/oder deren
Einfluss auf Transportsysteme beschéftigen. An verschiedenen Geweben wurden Systeme
charakterisiert, die sich unter anderem hinsichtlich ihrer Substratspezifitit unterscheiden. Eine
Zusammenfassung der FEigenschaften der charakterisierten Systeme ist in Tabelle 7
dargestellt. Diese Auflistung erlaubt einen Vergleich mit dem von uns gefundenen System
und ldsst Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den verschiedenen Systemen erkennen.

Das Transportsystem fiir Clonidin an humanen Keratinozyten akzeptiert keine quartiren
Amine wie TEA und MPP". Im Gegensatz dazu stellen diese beiden permanenten organischen
Kationen Substrate des extraneuronalen Monoamintransporters (Martel und Azevedo, 2003),
des organischen Kationen-H'-Austauschers (Ganapathy et al., 1988), des Na'-H'-Aus-
tauschers (Balkovetz et al., 1986) und der organischen Kationentransporter (OCT1-3,
OCTNI1-2) dar. Ein weiterer Unterschied zu dem an humanen Keratinozyten beschriebenen
Transportsystem ist die Affinitdt der organischen Kationentransporter zu Guanidin (OCT1-3)
und Carnithin (OCTNI1-2) (Dresser et al., 2001). Wéahrend Guanidin und Carnithin keinen
Einfluss auf den Carrier-vermittelten Transport von Clonidin aufweisen, werden die

Substanzen von den organischen Kationentransportern als Substrate erkannt und transportiert.
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Guanidin ist des weiteren als ein Substrat des organischen Kationen-H'-Antiporters
(Ganapathy et al., 1988) und des Guanidin-H'-Antiporters (Miyamoto et al., 1989b) bekannt.
Der Transport von Clonidin an humanen Keratinozyten konnte aufgrund der beobachteten
pH-Abhéngigkeit ebenfalls einen Antiporter darstellen. Die dargestellten Unterschiede in der
Substratspezifitit erlauben jedoch die Schlussfolgerung, dass die erwdhnten Austauscher
ebenso wenig am Transport von Clonidin an Keratinozyten beteiligt sind wie der extra-
neuronale Monoamintransporter und die organischen Kationentransporter.

In einer fritheren Arbeit konnte an humanen Keratinozyten ein System nachgewiesen werden,
das fiir den Transport von Cholin verantwortlich ist (Hoffmann et al., 2002). Dieses System
akzeptiert Diphenhydramin und, im Gegensatz zum Clonidintransporter, auch Guanidin und
Thiamin. Wéhrend Clonidin die Aufnahme von Cholin in Keratinozyten hemmt, iibt Cholin
auf den Transport von Clonidin keinen Einfluss aus. Dieser Unterschied erlaubt den Schluss,
dass es sich bei den Transportsystemen flir Cholin und Clonidin um zwei verschiedene
Systeme handelt.

Die Arbeitsgruppe um Mizuuchi untersuchte den Transport von Diphenhydramin und
Procainamid am Darm von Mensch und Kaninchen. Sie fanden ein bisher molekular-
biologisch nicht identifiziertes System, das sich von den Transportern fiir die organischen
Kationen darin unterscheidet, dass es keine quartiiren Amine wie TEA und MPP", sondern nur
tertidfre Amine wie Diphenhydramin und Procainamid akzeptiert. Auch Guanidin und
Thiamin beeinflussten die Aufnahme der untersuchten Substrate nicht (Katsura et al., 2000;
Mizuuchi et al., 1999, 2000a, 2000b). Der Transport von Clonidin an Keratinozyten weist die
gleiche Substratspezifitit auf. Neben dieser Gemeinsamkeit besitzen die beschriebenen
Systeme eine weitere: Mit Erhohung des extrazelluldren pH-Wertes erhoht sich die Aufnahme
des zu untersuchenden Substrates. Weitere Arbeitsgruppen um Goldberg, Han und Huwyler
verdffentlichten Ergebnisse, die Ahnlichkeiten zu den Beobachtungen an humanen Keratino-
zyten und an Darmzellen aufweisen (Goldberg et al., 1987; Han et al., 2001; Huwyler et al.,
1997). Es ldsst sich vermuten, dass es sich bei allen beschriebenen Systemen um das gleiche
Transportsystem handelt, das im Darm, im ZNS, in der Retina und in der Haut fiir die
Aufnahme und den Transport von tertidren physiologischen Aminen und von Arzneistoffen

wie Diphenhydramin, Procainamid und Clonidin verantwortlich ist.
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Tab. 7: Substratspezifitit verschiedener bekannter Transportsysteme fiir Clonidin,

Diphenhydramin, Tryptamin, Procainamid, Chinin und Chinidin u.a.

Carrier Organ Substrate bzw. Inhibitoren Substanzen mit Literatur
(Spezies) geringem oder ohne
Einfluss auf das
System
unbekannt Haut (Mensch) [ Clonidin, Diphenhydramin, TEA, MPP', Thiamin, | Grafe et al.,
Procainamid, Tryptamin, Guanidin, Carnithin, |2004b
Chinin, Chinidin, Guanabenz | Cholin (Anlage 10.3)
unbekannt ZNS Diphenhydramin Goldberg et al.,
(Kaninchen, 1987
Ratte)
unbekannt Gehirn Clonidin Cholin Huwyler et al.,
(Schwein) 1997
unbekannt Darm (Mensch) | Diphenhydramin TEA, Cholin Mizuuchi et al.,
1999
H'-tertiire Amine- | Darm (Mensch) | Diphenhydramin, MPP’, TEA Mizuuchi et al.,
Antiporter Procainamid 2000a
H'-tertiire Amine- | Darm (Mensch) | Diphenhydramin TEA, Guanidin Mizuuchi et al.,
Antiporter 2000b
H'-tertidre Amine- | Darm Procainamid Guanidin, TEA, Katsura et al.,
Antiporter (Kaninchen) Thiamin, 2000
Diphenhydramin
unbekannt Retina Verapamil, Chinidin, Guanidin, TEA, Han et al., 2001
(Mensch) Diphenhydramin Carnithin
unbekannt Haut (Mensch) | Cholin, Guanidin, Thiamin, |TEA Hoffmann et
Clonidin, Diphenhydramin al., 2002
extraneuronaler MPP", Clonidin, TEA Martel und
Monoamin- Azevedo, 2003
transporter
Organischer Plazenta Guanidin, Clonidin, TEA Cholin Ganapathy et
Kationen-H'- (Mensch) al., 1988
Antiporter
Guanidin-H"- Niere Guanidin, Clonidin TEA, Cholin Miyamoto et
Antiporter (Kaninchen) al., 1989b
OCT1 Niere, Leber, Cholin, Clonidin, Guanidin, | Carnithin Ubersicht bei
Darm, Gehirn | MPP”, Procainamid, Chinin, Dresser et al.,
(Mensch) Chinidin, TEA 2001
OCT2 Niere, Leber, | Cholin, Guanidin, MPP”, Carnithin Ubersicht bei
Darm, Gehirn | Procainamid, Chinin, Dresser et al.,
(Mensch) Chinidin, TEA 2001
OCT3 Niere, Leber, Cholin, Clonidin, Guanidin, | Carnithin, Chinin, Ubersicht bei
Darm, Gehirn | MPP”, Procainamid, TEA Chinidin Dresser et al.,
(Mensch) 2001
OCTNI1 Niere, Leber, | Carnithin, MPP”, Cholin, Clonidin, Ubersicht bei
Darm, Gehirn | Procainamid, Chinin, Guanidin Dresser et al.,
(Mensch) Chinidin, TEA 2001
OCTN2 Niere, Leber, Carnithin, Cholin, Clonidin, | Guanidin Ubersicht bei
Darm, Gehirn | MPP", Procainamid, Chinin, Dresser et al.,
(Mensch) Chinidin, TEA 2001
Na™-H'- Plazenta TEA Cholin Balkovetz et
Austauscher (Mensch) al., 1986
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6 Transport von Cholin

6.1 Allgemeine Aspekte zu Cholin

Cholin stellt ein quartdres Amin dar, das frei oder in Form von Lecithin oder Sphingomyelin
in der Natur in vielen Pflanzen, tierischen Organen und Geweben vorkommt (Canty und
Zeisel, 1994).

Der Mensch besitzt nur eine begrenzte Kapazitit zur Eigensynthese, so dass Cholin ein
partielles Vitamin darstellt, dessen Aufnahme mehr als 7 — 10 mmol pro Tag betrdgt (Zeisel,
2000; Zeisel und Blusztajn, 1994). Im Plasma des vendsen Blutes liegen nur 8,4 = 3,1 uM in
freier Form vor. Im Gegensatz dazu ist die Konzentration des an Phospholipide gebundenen
Anteils eine GroBenordnung hoher: 2,6 £ 0,6 mM (Buchman et al., 2001). Im menschlichen
Gehirn wurden, bedingt durch die Synthese von Cholin in den Neuronen, hohere Level als im
Plasma gefunden. Aufgrund der aus der Nahrung in den Blutkreislauf aufgenommenen Menge
und des Transportes durch die Blut-Hirn-Schranke (siehe Kapitel 6.2) hingen die
Konzentrationen im Plasma und im Gehirn jedoch eng zusammen (Blusztajn und Wurtman,
1983).

Im menschlichen Organismus wird Cholin zur Synthese verschiedener Molekiile benétigt, die
von physiologischer Bedeutung sind. Die Metabolite sind wichtig als renale Osmolyte
(Betain, Glycerophosphocholin), fiir die strukturelle Integritit der Zellmembranen
(Phosphatidylcholin = Lecithin, Sphingomyelin), die Ubertragung von Methylgruppen im
Stoffwechsel (Betain), die cholinerge Neurotransmission (Acetylcholin), die Signal-
transduktion (Lysophosphatidylcholin, Lysosphingomyelin) und fiir den Transport und den
Metabolismus von Cholesterol (Phosphatidylcholin) (Canty und Zeisel, 1994; Zeisel, 1992;
Zeisel und Blusztajn, 1994). Der Plittchenaktivierende Faktor (PAF) stellt ein weiteres
wichtiges Metabolisierungsprodukt dar, das u.a. in Leukozyten, Makrophagen und Endothel-
zellen gebildet wird und als Hormon bei allergischen Reaktionen eine Rolle spielt (Zeisel und
Blusztajn, 1994).

Dartiber hinaus spielt Cholin eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung und Funktion des
Gehirns. Die Konzentration des Amins ist vor allem in der zweiten Hélfte der fetalen
Entwicklung fiir die Bildung des cholinergen Systems im Hippokampus und damit fiir die
spatiale und temporale Gedéchtnisfunktion von wesentlicher Bedeutung (Cermak et al., 1998;
Zeisel, 1992; Zeisel und Blusztajn, 1994).

Ein Cholinmangel konnte bei Patienten mit verschiedenen Leberfunktionsstorungen und unter

parenteraler Erndhrung nachgewiesen werden und fiihrt zu Nieren- und Leberdysfunktionen,
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Unfruchtbarkeit, Wachstumsbeeintrachtigungen, Bluthochdruck und zu einer Verschlech-
terung der Gedichtnisleistung (Buchman et al., 2001; Canty und Zeisel, 1994; Cermak et al.,
1998; Zeisel und Blusztajn, 1994).

Die Demenz vom Alzheimer-Typ stellt eine wichtige Erkrankung dar, bei der ebenfalls
erniedrigte Cholinkonzentrationen im Korper gemessen wurden. Bei dieser Krankheit kommt
es zur Degeneration der cholinergen Neuronen, so dass das Vitamin nicht in ausreichenden
Konzentrationen synthetisiert werden kann und die Produktion von Acetylcholin und die
Lecithinsynthese verringert sind (Canty und Zeisel, 1994).

Neben der Beeinflussung allgemeiner Funktionen wurde auch die Bedeutung des Vitamins in
Zellen der Haut untersucht. Wihrend die Supplementation auf dermale Fibroblasten und
epidermale Melanozyten keinen Einfluss zu haben scheint, besitzen Keratinozyten einen
hohen Bedarf an Cholin. Eine Konzentration von 36 — 180 pM im Medium von kultivierten
Zellen erwies sich als Optimum und fiihrte zu einer Verbesserung von Wachstum und
Morphologie (Gordon et al., 1988). Humane Keratinozyten synthetisieren und speichern ACh,
scheiden es aus und bauen es ab, so dass sich in den Zellen die Aktivitit der Cholin-
acetyltransferase und der Acetylcholinesterase nachweisen lieB. Acetylcholin stellt in der
Epidermis vermutlich einen regulatorischen autokrinen/parakrinen Mediator dar (Grando,
1997; Grando et al., 1993). Des weiteren reguliert ACh in der Haut die Schweilldriisen-
sekretion (Grant et al., 1991), die Pigmentation (Iyengar, 1989), den Blutfluss (Stephenson
und Kolka, 1990), die vaskuldre Permeabilitit (Aggarwal et al., 1986) und die Aktivitit der
Mastzellen (Masini et al., 1985). Aufgrund der Bedeutung des cholinergen Systems konnte es
bei einer Verdnderung des Acetylcholinmetabolismus zu verschiedenen Hauterkrankungen,

z.B. atopischer Dermatitis oder Urtikaria, kommen (Grando et al., 1993).

6.2 Charakterisierung und Spezifitit des Cholintransportes

Vgl. Anlage 10.4 (Hoffmann et al., 2002)

Das mit der Nahrung zugefiihrte Cholin gelangt liber den Magen-Darm-Trakt in den
Blutkreislauf und wird so im menschlichen Organismus verteilt. Die Aufnahme aus dem
Extrazelluldrraum in den Intrazelluldrraum der Gewebe und Organe kann iiber verschiedene
Membrantransportsysteme erfolgen.

In den letzten 20 Jahren wurde der Mechanismus des Transportes von Cholin an der Plazenta
(Eaton und Sooranna, 1998; Grassl, 1994; Sweiry und Yudilevich, 1985; van der Aa et al.,
1994), an der Niere (Bevan und Kinne, 1990; Grunewald et al., 1997), am Darm (Saitoh et al.,
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1992) und am Gehirn (Allen und Smith, 2001; Friedrich et al., 2001; Sawada et al., 1999;
Villalobos et al., 1999) untersucht. In diesen Geweben konnte ein hochaffines, spezifisches
Transportsystem nachgewiesen werden, das neben Cholin vor allem seine Derivate Hemi-
cholin-3 und Acetylcholin akzeptiert.

An humanen Fibroblasten der menschlichen Haut wurde ebenfalls ein hochaffines
Aufnahmesystem fiir Cholin entdeckt und beschrieben (Maltese und Doucette, 1988).
Nachdem die Bedeutung des Amins an humanen Keratinozyten nachgewiesen werden konnte
(siche Kapitel 6.1; Grando, 1997; Grando et al., 1993), stellte sich die Frage, ob auch diese
Hautzellen ein Transportsystem fiir Cholin besitzen. Die Arbeitsgruppe um Haberberger und
Pfeil konnte mit Hilfe der RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion) die
mRNA des hochaffinen Cholintransporters CHT1 in der humanen Keratinozytenzelllinie
HaCaT nachweisen. Des weiteren gelang durch ein polyklonales Antiserum der Nachweis des
CHT1-Proteins in der Zelllinie (Haberberger et al., 2002; Pfeil et al., 2003). Zeitgleich zu
diesen Studien charakterisierte Kathrin Hoffmann den Carrier-vermittelten Transport von
Cholin in humane Keratinozyten auf funktioneller Ebene. Die Aufnahme von [*H]Cholin in
HaCaT Zellen konnte durch die Anwesenheit von Na™ im Medium leicht und durch die
Verschiebung des pH-Wertes von 5,5 auf 7,5 stark erhoht werden. Mit Hilfe der
konzentrationsabhéngigen Aufnahme konnten die Sattigbarkeit nachgewiesen und die
kinetischen Parameter Michaelis-Menten-Konstante (15 pM) und Maximalgeschwindigkeit
(1 nmol/(10 min'mg Protein)) bestimmt werden (Anlage 10.4; Hoffmann et al., 2002).
Aufbauend auf den Untersuchungen von K. Hoffmann fanden im Rahmen der vorliegenden
Promotionsarbeit weitere Studien zur Substratspezifitdit des gefundenen hochaffinen
Transportsystems fiir Cholin an HaCaT und NHEK Zellen statt. In der Abbildung 8 sind die
Ergebnisse schematisch dargestellt.

Die Aufnahme von [*H]Cholin in humane Keratinozyten ist in Gegenwart von unmarkiertem
Cholin, Acetylcholin, Clonidin bzw. Diphenhydramin auf 2-15 % reduziert. Das Transport-
system scheint demzufolge in der Lage zu sein, tertidre und quartire Amine als Substrate zu
erkennen und zu transportieren. Im Gegensatz zu diesem System fiir Cholin akzeptiert der
Clonidintransporter nur tertidre Amine: Die Aufnahme von Clonidin in humane Keratinozyten
lieB sich durch Diphenhydramin, nicht jedoch durch Cholin hemmen (Kapitel 5.3). Diese
unterschiedlichen strukturellen Anforderungen erlauben die Schlussfolgerung, dass es sich bei

den Transportsystemen fiir Cholin und Clonidin um zwei verschiedene Carrier handelt.
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Abb. 8: Substratspezifitit der Aufnahme von [*H]Cholin in HaCaT Zellen. Die
Aufnahme von [*H]Cholin (3 nM) wurde in Gegenwart verschiedener Substanzen
(1 mM) in einem Puffer mit NaCl und einem pH-Wert von 7,5 gemessen. Die
Inkubationszeit betrug 10 min. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E., n > 4. (Zum
Vergleich wurden die Ergebnisse fiir Cholin, Acetylcholin, TEA und Clonidin (*) der

Promotionsarbeit von K. Hoffmann entnommen.)

Als weitere Inhibitoren erwiesen sich Hemicholin-3, Guanidin und Thiamin (Promotions-
arbeit K. Hoffmann; Anlage 10.4; Hoffmann et al., 2002). In Anwesenheit von Scopolamin
oder Histamin konnte hingegen nur eine schwache bzw. keine Abnahme der aufgenommenen
Menge festgestellt werden (Abbildung 8). Anhand dieser Beobachtungen lésst sich erkennen,
dass neben dem Vorhandensein eines tertidren oder quartiren Amins weitere Struktur-
merkmale von Bedeutung sind. So scheinen z.B. die Art und der Abstand der Heteroatome
einen Einfluss auf die Affinitdt des Molekiils zum Transportsystem zu besitzen. Genaue
Aussagen zu den strukturellen Anforderungen lassen sich jedoch aufgrund der begrenzten
Anzahl der untersuchten Substanzen nicht treffen.

Als organisches Kation stellt Cholin ein Substrat der organischen Kationentransporter dar.
Diese Familie wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht und besteht aus OCT1-3
(Griindemann et al., 1994; Ubersicht bei Burckhardt und Wolff, 2000; Dresser et al., 2001),
und aus OCTN1-2 (Ubersicht bei Dresser et al., 2001). TEA ist ein permanentes organisches
Kation, das als Standardsubstrat fiir die Familie der organischen Kationentransporter gilt
(Dresser et al., 2001). In den an den Keratinozyten durchgefiihrten Untersuchungen konnte

festgestellt werden, dass TEA nur ein schwacher Inhibitor der Aufnahme von [*H]Cholin ist.
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Ausgehend von dieser Beobachtung ldsst sich vermuten, dass der hochaffine Transport von
Cholin in humane Keratinozyten iiber ein System erfolgt, das nicht zur Familie der
organischen Kationentransporter gehort. Friedrich et al. (2001) konnten nachweisen, dass
TEA auch auf die Cholinaufnahme in Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke der Ratte
keinen Einfluss besitzt. Insgesamt war die Substratspezifitit an diesen Zellen der von
humanen Keratinozyten sehr dhnlich. Die Keratinozyten und die Endothelzellen scheinen
demzufolge ein identisches oder zumindest dhnliches Carrier-System fiir Cholin zu besitzen.

Zur Bestimmung der Affinititen ausgewihlter Substanzen fanden an der HaCaT Zelllinie

Kompetitionsstudien (analog 3.2.2) statt (Abbildung 9).
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Abb. 9: Bestimmung der ICsp-Werte fiir Inhibitoren der Aufnahme von [*H]|Cholin in
HaCaT Zellen. Die Aufnahme von [*H]Cholin (3 nM) wurde in Gegenwart
steigender Konzentrationen der Substanzen in einem Puffer mit NaCl und einem
pH-Wert von 7,5 gemessen. Die Inkubationszeit betrug 10 min. Dargestellt sind die
Mittelwerte = S.E., n > 4. (Zum Vergleich wurden die Ergebnisse fiir Cholin und

Acetylcholin (*) der Promotionsarbeit von K. Hoffmann entnommen.)

Ausgehend von den in Form einer halblogarithmischen Kurve dargestellten Werten konnten
fiir Cholin ein ICsop-Wert von 10 uM, fiir Diphenhydramin 85 uM und fiir Acetylcholin
104 uM ermittelt werden (Anlage 10.4; Hoffmann et al., 2002). Aus den Ergebnissen der
Experimente zur Substratspezifitit und denen zur Affinitdtsbestimmung ergibt sich fiir die
Hemmung des Transportes von radioaktiv markiertem Cholin an HaCaT Zellen folgende

Reihenfolge: Cholin > Diphenhydramin > Acetylcholin.
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Bei der Untersuchung der Substratspezifitidt an nativen humanen epidermalen Keratinozyten
in der Primérkultur konnte festgestellt werden, dass auch in den nativen Zellen ein Transport-
system fiir Cholin exprimiert wird. Die Aufnahme von [*H]Cholin wurde durch unmarkiertes
Cholin, Acetylcholin und Diphenhydramin stark und durch TEA nur zu einem geringen Teil
gehemmt (Abbildung 10, Anlage 10.4; Hoffmann et al., 2002). Im Anschluss an diese
Untersuchung wurde die Affinitdtskonstante von Cholin an NHEK Zellen bestimmt: Sie
betrdgt 13 £ 1 uM (Anlage 10.4; Hoffmann et al., 2002).

KontrolleS |—|

Cholin*{

Acetylcholin |1
TEA H

Diphenhydramin—j

0 20 40 60 80 100 12
[*H]Cholinaufnahme (%)

Abb. 10: Substratspezifitit der Aufnahme von [’H]Cholin in native humane epidermale
Keratinozyten (NHEK). Die Aufnahme von [*H]Cholin wurde in Gegenwart
verschiedener Substanzen (1 mM) in einem Puffer mit NaCl und einem pH-Wert
von 7,5 gemessen. Die Inkubationszeit betrug 10 min. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E., n > 4. (Zum Vergleich wurde der Wert fiir Cholin (*) der

Promotionsarbeit von K. Hoffmann entnommen.)

Die an den nativen Keratinozyten durchgefiihrten Studien lieferten Ergebnisse, die gut mit
den an der Zelllinie HaCaT erhaltenen korrelieren und erlauben die Schlussfolgerung, dass in
beiden Kulturen das gleiche hochaffine Transportsystem fiir Cholin exprimiert wird.

Bei einer Plasmakonzentration des freien Cholin von 8 uM (Buchman et al., 2001) und einer
fiir die Keratinozyten optimalen Konzentration des Amins von 36 — 180 uM (Gordon et al.,
1988), besitzt das System mit einer Affinititskonstante von 15 pM physiologische Bedeutung

fiir die Versorgung der Keratinozyten der menschlichen Haut mit dem Vitamin Cholin.
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7  Transport weiterer Substanzen

7.1 Transport von Dipeptiden

In der Literatur lassen sich zahlreiche Studien iiber den Transport von Peptiden an mensch-
lichen Geweben finden. Die beschriebenen Peptidtransportsysteme gehdren zur SLC15-
Superfamilie der Protonen-Oligopeptid-Transporter (Ubersicht bei Daniel und Kottra, 2004;
Meredith und Boyd, 2000). Der Peptidtransporter 1 (PEPT1) und der Peptidtransporter 2
(PEPT2) sind die am besten untersuchten Systeme der Familie (Ubersicht bei Leibach und
Ganapathy, 1996; Meredith und Boyd, 2000). Die beiden Transporter unterscheiden sich
hinsichtlich ihres Expressionsmusters, ihrer Substrataffinititen und ihrer Transportkapazitét.
PEPT]1 ist ein niedrigaffines System mit hoher Kapazitdt, das hauptsichlich in den Zellen des
Diinndarms, des vorderen Bereichs des proximalen Tubulus der Niere (Pars convoluta) und
des Gallengangs exprimiert wird (Ubersicht bei Adibi, 1997; Meredith und Boyd, 2000). Im
Gegensatz dazu stellt PEPT2 einen hochaffinen Transporter dar, der jedoch eine niedrigere
Kapazitdt besitzt. PEPT2 konnte hauptsdchlich in den Zellen des hinteren Bereiches des
proximalen Tubulus der Niere (Pars recta), aber auch in denen der Lunge und des Zentral-
nervensystems nachgewiesen werden (Ramamoorthy et al., 1995; Ubersicht bei Meredith und
Boyd, 2000). Anhand des Expressionsmusters der Peptidtransporter 1dsst sich feststellen, dass
diese neben der Aufnahme von Nahrungspeptiden auch fiir die Verteilung der Peptide im
Organismus und deren Reabsorption in der Niere verantwortlich sind (Ubersicht bei Meredith
und Boyd, 2000).

Die Peptidtransporter stellen Cotransporter dar, die extrazelluldre Protonen mit dem Substrat,
d.h. dem Di- oder Tripeptid, in die Zelle transportieren (Ubersicht bei Leibach und
Ganapathy, 1996; Meredith und Boyd, 2000). Neben der Aufnahme von Peptiden besitzen die
Peptidtransporter auch pharmazeutische Relevanz. Antibiotika wie die Penicilline und
Cephalosporine, Angiotensin-Konversionsenzym-Hemmer (ACE-Hemmer), Renininhibi-
toren, Bestatin und die d-Aminoldvulinsdure stellen ebenfalls Substrate fiir PEPT1 und

PEPT2 dar (Ubersicht bei Inui et al., 2000; Meredith und Boyd, 2000; Yang et al., 1999).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stellte sich die Frage, ob es auch an humanen Keratino-
zyten ein spezifisches System filir die Aufnahme von Peptidomimetika gibt. Zur Kldrung
dieser Frage fanden Untersuchungen an der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT statt. Die
Zellen wurden an den Tagen 3, 5 und 7 nach der Aussaat mit 10 pM ['*C]Glycylsarcosin bei

einer Temperatur von 37°C iiber einen Zeitraum von 10 Minuten inkubiert. Glycylsarcosin
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stellt ein Modellpeptid dar, das in der Literatur aufgrund seiner Hydrolysebestiandigkeit fiir
Transportstudien zum Peptidtransport beschrieben ist. Bei zwei verschiedenen pH-Werten
(6,0 und 7,5) wurde in der Abwesenheit bzw. bei pH 6,0 auch in der Anwesenheit von
unmarkiertem Glycylsarcosin die Aufnahme von ['*C]Gly-Sar bestimmt. Die erhaltenen

Ergebnisse sind in der Abbildung 11 dargestellt.

I pH 6,0
4 |== pH 6,0 + Gly-Sar
E pH 7,5

["C]Gly-Sar Aufnahme
(pmol/(10 min-mg Protein))

3 5 7

Tag nach Aussaat

Abb. 11: Aufnahme von [14C]Glycylsarc0sin in HaCaT Zellen in Abhéingigkeit vom pH-
Wert des Inkubationsmediums. Die Aufnahme von [*C]Gly-Sar (50 pM) wurde
in Abwesenheit oder Gegenwart von 10 mM unmarkiertem Glycylsarcosin in
einem Puffer mit NaCl gemessen. Die Inkubationszeit betrug 10 min. Dargestellt

sind die Mittelwerte £ S.E., n > 3.

Anhand des Diagramms lésst sich erkennen, dass die Aufnahme von ['*C]Gly-Sar am Tag 7
nach Aussaat, im Vergleich zu Tag 3 und Tag 5, am hochsten ist. Tendenziell scheint eine
Verlidngerung der Kultivierungsdauer eine Zunahme der Aufnahmekapazitit des Modell-
peptides zu bewirken.

Der Peptidtransporter ist ein protonenabhéngiges System. Durch einen zelleinwérts gerich-
teten Protonengradienten kommt es zur Stimulation des tertidr aktiven Transportsystems. Bei
einem niedrigen pH-Wert von 6,0 transportiert das System aufgrund des stérker ausgepréagten
Gradienten mehr Substrat in die Zelle als bei einem hoheren pH-Wert von z.B. 7,5.

In humanen Keratinozyten besteht zwischen den pH-Werten 6,0 und 7,5 nur am Tag 7 ein
signifikanter Unterschied. An diesem Tag ist die Aufnahme des Peptides bei pH 7,5 geringer
als bei pH 6,0.

52



TRANSPORT WEITERER SUBSTANZEN

Des weiteren wurde die Aufnahme von ['*C]Glycylsarcosin in Gegenwart eines Uberschusses
an unmarkiertem Glycylsarcosin gemessen: Der Transport von ['*C]Gly-Sar in die
Keratinozyten wurde nicht reduziert. Die Ergebnisse an der Zelllinie konnten durch Versuche
an nativen humanen epidermalen Keratinozyten in der Primédrkultur bestétigt werden und
erlauben die Schlussfolgerung, dass humane Keratinozyten keinen Peptidtransporter

exprimieren.
7.2 Transport von Serotonin

Serotonin, 5-Hydroxytryptamin, stellt ein biogenes Amin dar (Kema et al., 2000). Es handelt
sich um einen Wachstumsfaktor, der vasodilatierend und immunmodulierend wirksam ist.
Serotonin ist in grundlegende Entwicklungsprozesse inklusive der Zellproliferation, der
Migration, der Differenzierung und Morphogenese involviert. Als Neurotransmitter besitzt
das Amin ebenfalls physiologische Relevanz und spielt eine Rolle als Hormon, Cytokin und
Immunmodulator und bei der Entstehung von Stress, Angst und Depressionen. (Buznikov et
al., 2001; Graeff et al., 1996; Kema et al., 2000; Seuwen und Pouyssegur, 1990).

Serotonin wird {iber einen spezifischen, hochaffinen Carrier in die Zelle transportiert. Das
Transportsystem konnte in der Plazenta (Balkovetz et al., 1989), in der Lunge (Lee und
Fanburg, 1986), im Gehirn (O’Reilly und Reith, 1988), in Blutpléttchen (Rudnick, 1977;
Rudnick und Nelson, 1978; Sneddon, 1969), in den Neuroglia (Inazu et al., 2001), in
Mastzellen (Gripenberg, 1976) und in Endothelzellen der Aorta (Robinson-White et al., 1981;
Shepro et al., 1975) nachgewiesen werden. Der als SERT bezeichnete Transporter ist sowohl
von dem Vorhandensein eines Na'-Gradienten als auch eines Cl° -Gradienten abhingig
(Balkovetz et al., 1989; Lee und Fanburg, 1986; O’Reilly und Reith, 1988). Des weiteren ist
der Carrier hochaffin fiir den Neurotransmitter Serotonin: die Bestimmung der kinetischen
Parameter ergab eine Michaelis-Menten-Konstante zwischen 50 und 500 nM (Balkovetz et
al., 1989; O’Reilly und Reith, 1988; Rudnick, 1977). Als Inhibitoren des Serotonin-
transporters erwiesen sich trizyklische Antidepressiva und selektive Serotoninwieder-
aufnahmehemmer (Inazu et al., 2001; Rudnick, 1977). Durch die Hemmung der Aufnahme
von Serotonin durch Cocain und Amphetamine 1dsst sich deren zentrale euphorisierende und
stimulierende Wirkung erkldren (Chang et al., 1996; Inazu et al., 2001; Ramamoorthy et al.,
1993).
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In der Haut besitzt Serotonin 6demfordernde, vasodilatorische, proinflammatorische und/oder
juckreizauslosende Effekte (Kema et al., 2000; Seuwen und Pouyssegur, 1990). Die Wirkung
von Serotonin wird durch die Interaktion des Neurotransmitters mit membranstindigen
Rezeptoren ausgelost. Slominski et al. (2003) gelang es, die Expression dieser Rezeptoren in
der menschlichen Haut nachzuweisen.

Aus fritheren Arbeiten ldsst sich vermuten, dass neben den Keratinozyten hauptséchlich die
Melanozyten fiir die Synthese von Serotonin verantwortlich sind. So ergaben immunologische
Untersuchungen an humaner Haut, dass ca. 90 % der Serotoninantikdrper im Zytoplasma und
im Kern von Melanozyten gebunden wurden (Johansson et al., 1998). Nach der Bildung von
Serotonin in den Melanozyten konnen die Zellen das Amin in Melatonin umwandeln oder sie
transportieren es aus der Zelle. Im Extrazelluldrraum steht es fiir die Aufnahme durch die
Keratinozyten zur Verfiigung.

Wie wird das freigesetzte Serotonin in die Keratinozyten transportiert? Gibt es analog dem
bereits an den Plasmamembranen von serotoninergen Neuronen, Blutpldttchen oder der
Plazenta charakterisierten System eine Carrier-vermittelte Aufnahme in die Keratinozyten? In
einer Ubersichtsarbeit von Slominski et al. (2002) wird ein immunologischer Nachweis eines
Serotonintransporters in HaCaT Zellen erwdhnt, ohne dass die Originaldaten angefiihrt
werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es herauszufinden, ob der Serotonintransport an
humanen Keratinozyten dhnliche Charakteristika aufweist wie das an anderen Zellen
beschriebene System SERT. Dazu wurde zunichst die Konzentrationsabhidngigkeit der
[*H]Serotoninaufnahme an der Keratinozytenzelllinie HaCaT untersucht. Die Ergebnisse sind
in der Abbildung 12 dargestellt. Es ldsst sich nur eine geringe Hemmung des Transport von
[*H]Serotonin erkennen. In der Literatur wurde fiir den plazentalen Serotonintransporter ein
ICso-Wert fiir Serotonin von 70 nM beschrieben (Balkovetz et al., 1989). Abweichend davon
lieB sich an HaCaT Zellen bei dieser Konzentration keine Hemmung feststellen.

In der Abbildung 12 sind des weiteren die Ergebnisse der Untersuchungen zur Na'-
Abhéngigkeit der Serotoninaufnahme dargestellt. Die Aufnahme von [*H]Serotonin in einem
Puffer mit NaCl betrug 2,57 + 0,07 fmol/(5 min-mg Protein). Im Vergleich dazu nahmen die
Keratinozyten aus einem Puffer, in dem die Na'-Ionen durch K'-Ionen substituiert worden
waren 2,62 £ 0,11 fmol/(5 min'mg Protein) auf. Der Transport von [*H]Serotonin in HaCaT
Zellen erwies sich demzufolge als Na'-unabhingig. Im Gegensatz dazu ergaben die
Untersuchungen des SERT eine starke Abhingigkeit von der Na'-Ionenkonzentration im

Inkubationspuffer (O’Reilly und Reith, 1988).
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Abb. 12: Aufnahme von [*H]|Serotonin in HaCaT Zellen in Abhingigkeit von der
Konzentration an unmarkiertem Serotonin. Die Aufnahme wurde in Gegenwart
steigender Serotoninkonzentrationen in einem Puffer mit NaCl und einem pH-Wert
von 7,5 gemessen. Die Inkubationszeit betrug 10 min. Dargestellt sind die Mittel-
werte = S.E., n > 4. Inset: Einfluss von extrazelluliirem Na* auf die spezifische
Aufnahme von [*H]Serotonin in HaCaT Zellen. Die Aufnahme von
[*H]Serotonin (1 nM) wurde in Puffer pH 7.5 mit oder ohne extrazellulires Na"
iiber einen Zeitraum von 5 min gemessen. Fiir den Na'-freien Puffer wurde das

NaCl durch KCI substituiert. Dargestellt sind die Mittelwerte = S.E., n > 3.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Transport von Serotonin in den Keratinozyten
vermutlich nicht durch den beschriebenen Serotonintransporter SERT erfolgt. Serotonin
konnte stattdessen durch Diffusion oder ein Transportsystem mit einer niedrigen Affinitét

aufgenommen werden.
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8

Die

Zusammenfassung und Ausblick

vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Identifizierung und funktionellen

Charakterisierung von Transportsystemen an der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT und

an nativen humanen epidermalen Keratinozyten. Neben dem Transport der physiologischen

Substanzen Biotin, Taurin und Cholin stand das therapeutisch relevante Clonidin im

Mittelpunkt der Studien. Dariiber hinaus wurde die Aufnahme von Peptiden und Serotonin

untersucht.

1. Transport von Biotin

Humane Keratinozyten exprimieren den natriumabhdngigen Multivitamintransporter
SMVT.

Das Vorhandensein eines H'- oder CI” - Gradienten hat keinen Einfluss auf die
[*H]Biotinaufnahme.

Die Untersuchung der kinetischen Parameter des SMVT ergibt eine Michaelis-Menten-
Konstante (K;) von 22,7 £ 1,0 uM und eine maximale Transportgeschwindigkeit (Viax)
von 163,6 + 3,5 pmol/(5 min-mg Protein).

SMVT transportiert neben Biotin auch Liponsdure, Pantothensdure und Desthiobiotin,
jedoch nicht Biocytin und Biotinmethylester.

Das SMVT-System scheint vor allem fiir die Aufnahme von Pantothenséure in humane
Keratinozyten verantwortlich zu sein.

Durch Messungen mit geringeren [*H]Biotinkonzentrationen ldsst sich ein zweites
Transportsystem mit einer sehr hohen Affinitit nachweisen. Die Aufnahme von Biotin
iiber diesen Transporter ist nicht durch Liponsdure und Pantothensdure hemmbar. Im
Gegensatz zum Multivitamintransporter transportiert das hochaffine System unter
physiologischen Bedingungen bevorzugt Biotin. Bei diesem Carrier konnte es sich um

den Monocarboxylattransporter MCT1 handeln.

2. Transport von Taurin

Humane Keratinozyten exprimieren den Taurintransporter TAUT.
Der Transport von [*H]Taurin erweist sich als sehr stark abhingig von einem nach innen

gerichteten Na'- und CI" - Gradienten.
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Die Taurinaufnahme ist séttigbar mit einer Michaelis-Menten-Konstante von 5,1 uM
und einer Maximalgeschwindigkeit von 320,5 pmol/(10 min-mg Protein).

Durch B-Aminosduren (Taurin, B-Alanin, Hypotaurin, -Guanidinopropionséure), nicht
jedoch durch a- und y-Aminosduren, mit Ausnahme der y-Aminobuttersdure, wird die

Aufnahme von [*H]Taurin gehemmt.

3. Transport von Clonidin

Humane Keratinozyten exprimieren ein hochaffines Transportsystem fiir tertidre Amine.
Der Transport von [*H]Clonidin in die Hautzellen ist Na -unabhingig.

Durch eine Erhdhung des extrazelluldiren pH-Wertes kommt es zu einer gesteigerten
Aufnahme von Clonidin.

Die Michaelis-Menten-Konstante (K;) des Transportsystems betrdgt 0,19 mM und die
Maximalgeschwindigkeit (Vimax) 12,1 nmol/(min-mg Protein).

Diphenhydramin, Guanabenz, Procainamid, Tryptamin, Chinin und Chinidin, jedoch

nicht das quartire Amin Cholin hemmen die Clonidinaufnahme.

4. Transport von Cholin

Humane Keratinozyten exprimieren ein Transportsystem, das spezifisch tertidre und
quartdre Amine erkennt und transportiert.

Das Transportsystem fiir Cholin ist nur partiell Na'-abhingig. Diese teilweise
Abhéngigkeit ldsst sich durch die gleichzeitige Anwesenheit des natriumabhédngigen
CHT1-Systems erkldren (Haberberger et al., 2002; Pfeil et al., 2003).

Der Transport von Cholin ist abhidngig vom extrazelluliren pH-Wert. Bei einer
Erhohung des pH-Wertes kommt es zur gesteigerten Aufnahme des Amins, das
Optimum liegt bei pH 7.,5.

Die Untersuchung der Abhdngigkeit des Systems von der Substratkonzentration ergibt
einen Ki-Wert von 14,8 uM und einen V,.x-Wert von 1,0 nmol/(10 min-mg Protein).
Die Aufnahme von [*H]Cholin in die Keratinozyten wird durch unmarkiertes Cholin,
Hemicholin-3 und Acetylcholin gehemmt. Verschiedene kationische Arzneistoffe wie
Diphenhydramin, Clonidin und Atropin interagieren ebenfalls mit dem Transport-

system.
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5. Aufnahme von Peptiden

Humane Keratinozyten exprimieren keinen Peptidtransporter.

Peptide werden mittels Diffusion in die Zelle transportiert.

6. Aufnahme von Serotonin

In humanen Keratinozyten konnte der Serotonintransporters SERT funktionell nicht
nachgewiesen werden.
Die Aufnahme von Serotonin in die Keratinozyten erfolgt mit Hilfe eines bisher

unbekannten niedrigaffinen Transportsystems oder durch Diffusion.

Folgende Schwerpunkte konnten im Mittelpunkt weiterer Arbeiten stehen:

Aufklarung der strukturellen Erfordernisse der Transportsysteme

Untersuchung des Einflusses von therapeutisch relevanten Wirkstoffen (dermal oder
transdermal) auf die Aufnahme der physiologischen Substanzen Biotin, Taurin und
Cholin und Ausnutzung der Systeme als Arzneistofftransporter

Klonierung des Taurintransporters TAUT aus humanen Keratinozyten
Molekularbiologische Untersuchungen zur Identitit und Expression des hochaffinen
Transportsystems fiir Biotin und der Systeme fiir Clonidin und Cholin in den
Keratinozyten

Funktionelle Charakterisierung der Carrier fiir Biotin, Taurin, Clonidin und Cholin an
Fibroblasten und Melanozyten der menschlichen Haut

Studien zur Regulation der Transportsysteme.
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