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1. Einleitung 
 

Die Bedeutung des Vitamins A (Retinol) als essentieller Wirkstoff ist seit den 20er Jahren des 20. 

Jahrhunderts bekannt (41). Retinol bildet zusammen mit anderen Verbindungen ähnlicher 

Struktur die Gruppe der Retinoide, denen eine Schlüsselfunktion im epidermalen Wachstum und 

in der zellulären Differenzierung normaler und neoplastischer Zellen von Vertebraten zukommt. 

Zusätzlich beeinflussen Retinoide wichtige Prozesse der Embryonalentwicklung und des 

Sehvorgangs  (191). Weltweit ist der Mangel an Vitamin A der häufigste unter allen bekannten 

Vitamin-Mangelerscheinungen. Betroffen davon sind nahezu alle Entwicklungsländer, in denen 

jährlich für ca. 200 Millionen Kinder das Risiko einer Vitamin-A-Unterversorgung besteht (216). 

Typische Folgen leichter Mangelerscheinungen (Hypovitaminosen) an Vitamin A sind Störungen 

des Sehvorgangs, zum Beispiel in Form von Nachtblindheit (168). Bei stärkerem Mangel 

(Avitaminosen) kann es zu generellen Verhornungsstörungen der Epithelien kommen. Hierbei ist 

besonders die Kornea des Auges betroffen, was in schweren Fällen bis zur Erblindung führen 

kann. Dieses Krankheitsbild wird als Xerophthalmie bezeichnet und führte zu der alten 

Bezeichnung „Axerophthol“ für Retinol (168). 

Im Verlauf des 20. Jahrhunderts entdeckte man die Retinoide als Therapeutika. Die im Laufe der 

Zeit gewonnenen Erkenntnisse führten dazu, daß sie heutzutage in verschiedenen Bereichen der 

Medizin etabliert sind und insbesondere in der Dermatologie eine zentrale Rolle spielen. Bis zum 

heutigen Tage wurden weit mehr als 5000 Retinsäure-Analoga synthetisiert, aus welchen die 

folgenden Generationen zur systemischen und topischen Behandlung verschiedener 

Hauterkrankungen entstanden sind (s. Tab. 7-10). Retinoide gehören weltweit zu den 

wirksamsten Präparaten zur Behandlung der entstellenden Acne conglobata und nodulocystica (139, 

140, 141), aber auch zur Behandlung von Psoriasis (175, 90) und der Xerophthalmie (168, 149). 

Schließlich stellen sie die Therapie der Wahl bei verschiedenen hereditären Erkrankungen des 

verhornenden Systems dar, wie z.B. des Morbus Darier und einzelner Formen der Ichthyosen (s. 

Tab. 7-10). Eine besondere Einschränkung hinsichtlich der therapeutischen Breite ist bei 

gebärfähigen Frauen und Schwangeren geboten, da Retinoide ein teratogenes und 

embryotoxisches Potential aufweisen (191). 

Es hat sich herausgestellt, daß die Wirksamkeit der Retinoide grundlegend durch ihren 

Metabolismus beeinflußt wird. Bekannt ist, daß oral zugeführtes Retinol nach der enteralen 

Resorption im Dünndarm (84) auf dem Lymph- und Blutweg zu den Zielzellen transportiert wird 

(108). Die Resorption in die Zelle erfolgt durch einen noch nicht vollständig bekannten 

Mechanismus. Anschließend wird in einem zweiteiligen Prozeß Retinol über Retinal zu all-trans-

Retinsäure (atRA) oxidiert. All-trans-RA stellt den aktivsten Metaboliten der Retinsäuren dar (220, 
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46), gefolgt von 9-cis-RA, wohingegen die dritte nachweisbare Retinsäure 13-cis-RA hinsichtlich 

ihrer Bedeutung heutzutage noch Gegenstand der Diskussion (51, 66) ist. Der Abbau dieser 

aktiven Hormone in den Zellen zu inaktiven 4-oxo-Metaboliten (186), die danach schnell 

ausgeschieden werden, ist ein weiterer wesentlicher Teil der Steuerung der Retinoidwirksamkeit. 
 

Keratinozyten der menschlichen Haut sind offensichtlich Zielzellen des Retinoidmetabolismus 

(199, 200, 201, 149). Deshalb interessieren in besonderem Maße die Verstoffwechselung und die 

Regulierungsmechanismen in dieser Zellart. Die HaCaT-Zellinie, die ein Modell der humanen 

Keratinozyten in vitro darstellt, steht der Wissenschaft seit 1987 als unsterbliche Zellinie zur 

Verfügung. Diese Zellart transformierte unter niedrigen Ca2+ Bedingungen und erhöhter 

Temperatur und weist trotz ihrer Immortalität eine erhaltene Differenzierungsfähigkeit auf (15). 

Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß die HaCaT-Zelle auf Grund der Art und Weise 

wie sie entstand, Stoffwechselwege geschaffen hat, die nicht mehr die natürliche in vivo Situation 

der humanen Keratinozyten reflektiert. Auf der anderen Seite haben die HaCaT-Zellen den 

Vorteil der Standardisierung und der unbegrenzten Reproduzierbarkeit. Die Zellinie wird in 

neueren Studien als Grundlage zur Konstruktion von dreidimensionaler Haut und für 

pharmakologische und toxikologische Studien verwendet. Das Wissen um Anlagen und 

Eigenschaften der HaCaT-Zellen bildet dabei die wesentliche Voraussetzung solcher Studien.  
 

Dieser Stand des Wissens führte uns zu der Zielsetzung, den Retinoidmetabolismus von HaCaT-

Zellen in vitro zu untersuchen und die gewonnenen Ergebnisse mit den Verhältnissen in ex vivo 

gewonnenen Keratinozyten zu vergleichen. Hierbei konzentrierten wir uns insbesondere auf den 

Einfluß der Retinol-Dehydrogenase und der Retinal-Dehydrogenase in Bezug auf die Synthese 

der Retinsäuren und die quantitative Verteilung der Retinsäure-Isomere zueinander. Zusätzlich 

interessierte uns die Auswirkung unterschiedlicher Substratzugaben auf den Metabolismus. Zur 

Beantwortung dieser Fragestellungen wurden HaCaT-Zellen mit Retinol, Retinal und den 

Retinsäuren all-trans-RA, 9-cis-RA und 13-cis-RA inkubiert. Die entstehenden Abbauprodukte 

wurden nach festgelegten Zeitspannen auf katalytischer Ebene mittels HPLC analysiert, wodurch 

Rückschlüsse auf die Verstoffwechselung der Retinoide gezogen werden konnten. Diese 

Ergebnisse wurden durch molekularbiologische Nachweise ergänzt, in denen mit Hilfe von RT-

PCR die mRNA von verschiedenen Enzymen und Bindungsproteinen, die bekanntermaßen im 

Retinoidmetabolismus eine Rolle spielen, nachgewiesen wurden. 
 

Bevor in dieser Arbeit die von uns verwendeten Materialien und Methoden beschrieben werden, 

soll zur Erläuterung unserer Fragestellungen und Ergebnisse auf den folgenden Seiten (Kapitel 2 

und 3) auf wesentliche bekannte wissenschaftliche Erkenntnisse über den Retinoidmetabolismus 

zum besseren Verständnis ausführlicher eingegangen werden. 
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2.   Die Bedeutung der Retinoide 

 

 

2.1  Retinoide 

 

2.1.1  Einteilung der Retinoide 

 

Die fettlöslichen Vitamine A, D, E und K gehören zur Gruppe der Isoprenoide und sind in 

Nahrungsfetten gelöst. Vitamin A (Retinol) ist ein lebensnotwendiges Vitamin, das der Mensch 

nicht selbst synthetisieren kann und daher über die Nahrung aufgenommen werden muß. Aus 

Retinol und Carotinoiden werden in vivo nur eine relativ geringe Menge von Retinsäuren gebildet, 

die jedoch eine 100- bis 1000fach höhere biologische Aktivität aufweisen als andere Produkte der 

Metabolisierungskaskade der Retinoide.  

Das Retinol bildet zusammen mit anderen Verbindungen mit ähnlicher Struktur die Gruppe der 

Retinoide, die in natürlich vorkommende und synthetisch hergestellte Gruppen (s. Tab 7-10) 

eingeteilt werden. 

 

 

Abkürzung Bedeutung Anmerkung 

ROL Retinol/Vit. A-Alkohol Vitamin A 

RAL Retinal/Vit. A-Aldehyd  

 RAL- all-trans-RAL  

Steroisomere 13-cis-RAL  

 11-cis Form + Protein Opsin = Rhodopsin Sehpigment 

RA-Isomere Retinsäure-Isomere aktive Hormone 

atRA all-trans RA  Tretinoin 

 13-cis-RA Isotretinoin 

 9-cis-RA  

RE Retinylester Speicherform 

(Carotine) β-Carotine Spaltung zu Retinal

 3,4-Didehydroretinol Vitamin A2 
 

Tabelle 1 : Natürlich vorkommende Retinoide 
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Retinoide vermitteln ihre biologische Wirkung durch Bindung von Retinsäuren (RAs) an nukleäre 

Rezeptoren, welche Retinoid Acid Receptors (RARs) und Retinoid X Receptors (RXRs) genannt 

werden. Sie gehören zur Superfamilie der Liganden-induzierbaren Transkriptionsregulatoren wie 

auch die Steroid- und Thyroid-Hormone und Vitamin-D-Rezeptoren (109, 23). Es gibt drei 

Subtypen der beiden Rezeptortypen RAR und RXR, die α, β und γ genannt werden (62). In der 

menschlichen Haut ist die Expression dieser Rezeptoren unterschiedlich verteilt. Von den RAR-

Rezeptoren ist der RARα mit etwa 90 % vorhanden, und RARβ ist mit <1 % sehr gering 

exprimiert. Die übrigen Rezeptoren gehören dem RARγ-Rezeptortyp an. All-trans-RA bindet nur 

an RARs, wohingegen 9-cis-RA sowohl eine Affinität zu RARs als auch zu RXRs zeigt (118). Bei 

dem Steroisomer von atRA, 13-cis-RA, beobachtet man eine viel geringere Affinität zu beiden 

Rezeptorgruppen. Somit besteht wahrscheinlich der Haupteinfluß seiner molekularen Effekte in 

der Isomerisation von 13-cis-RA in atRA (1).    

Von den RXRs ist der Subtyp α mit mehr als 90 % vertreten, gefolgt von RXRβ mit 1-5 %. 

RXRγ ist in der Haut nicht vorhanden. Die Expression von RARβ ist in dermalen Fibroblasten 

und basalen Keratinozyten durch Induktion möglich. Sowohl RARs als auch RXRs wirken über 

polymorphe “cis-acting“ responsive Elemente, und zwar die “Retinoid Acid Responsive 

Elements“ (RAREs) und die “Retinoid X Responsive Elements“ (RXREs). Diese Strukturen sind 

in der Promotorregion Retinoid-responsiver Gene lokalisiert und vermitteln hier die 

Retinoidwirkung (70). Die funktionellen Interaktionen der Retinoid Rezeptoren in der Haut 

wurden in einer Übersicht von Fisher und Vorhees beschrieben (56).  

 

 

 

Abkürzung Bedeutung Anmerkung 

I Nukleäre Rezeptoren 

RARs Retinoic Acid Rezeptor  je 3 Subtypen : α,β,γ 

RXRs Retinoid X Rezeptor  je 3 Subtypen : α,β,γ 

II Polymorphe cis-acting responsive Elemente 

RAREs Retinoic Acid Responsive Elements 

RXREs Retinoid X Responsive Elements 
 

Tabelle 2: Die Retinoid Rezeptoren     
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Abkürzung Bedeutung Anmerkung 

CRBP I + II Cellular Retinol Binding Proteins I und II binden ROL u. RAL 

CRABP I + II Cellular Retinoic Acid Binding Proteins I und II binden atRA u. 9-cis-RA

Apo-CRBP ungebundenes CRBP inhibiert die LRAT 

Holo-CRBP CRBP I verbunden mit ROL Schutz vor Oxidation 

RBP Retinol-Bindungsprotein Transportprotein 

Albumin Transportprotein Plasmaträger von RA 
 

Tabelle 3: Bindungsproteine von Retinoiden   

 
 
 

 
 
 
 
 

Abkürzung Bedeutung Anmerkung 

I Transferasen 

ARAT Acetyl-CoA Transferase 

LRAT Lecithin: Retinol Acetyltransferase ROL in RE 

II Dehydrogenasen 

ADH Alkohol-Dehydrogenase Klassen I, II, IV und VII 

(zinkabhängig) 

SDR Short-Chain-Dehydrogenase/Reduktase irreversible Konversion: 

ROL zu RAL; Klassen I, 

II und III 

ROLDH Retinol-Dehydrogenase ADH 7 aktivste Form 

RALDH Retinal-Dehydrogenase Klassen I, II u. III 

ALDH Aldehyd-Dehydrogenase 

III Cytochrom P450 Isoenzyme Superfamilie 

CYP26 A1 all-trans-RA-4-Hydroxylase Abbau von RA 

CYP1A1 eines der wichtigsten humanen Cytochrome 

CYP1A2  
 

Tabelle 4: Die wichtigen Transferasen, Dehydrogenasen und Cytochrom P450 Isoenzyme, die 

       an dem Retinoidmetabolismus beteiligt sind. 
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2.1.2  Vitamin A (Retinol) 

 

Das am weitesten verbreitete Retinoid ist das Retinol. Das zugehörige Aldehyd heißt Retinal, 

welches Bestandteil des Sehpigments (11-cis-RAL) ist. Das als Vitamin A2 bekannte 

Dehydroretinol wurde von Edisbury et al. 1937 (50) zuerst in Süßwasserfischen gefunden und hat 

40 % der biologischen Aktivität von Retinol (35). 1952 synthetisierte Farrar et al. (54) als Erster 

die genaue Struktur des Vitamins A als 3,4-Didehydroretinol, das zu den ungesättigten 3-

Dehydro-Verbindungen gehört. Retinol kommt in natürlicher Form in Butter, in geringen 

Mengen auch in der Milch und im Käse, außerdem in Seefisch, z.B. in Heilbutt und Makrelen, 

und vor allem in der Leber vor. 

Weltweit erfolgt die Angabe der Vitamin-A-Mengen bzw. der Carotinoide in Internationale 

Einheiten (I.E). 1000 I.E. entsprechen 0,3 mg Retinol, 0,6 mg β-Carotin oder 1,2 mg gemischten 

Carotinoiden. 

 

           

Fischleberöl  24,0 mg/100 g Rinderleber  14,2 mg/100 g 

Schweineleber  9,0 mg/100 g Karotten         1,6 mg/100 g 

Petersilie  1,2 mg/100 g  Grünkohl        0,8 mg/100 g 

Butter  0,7 mg/100 g Margarine        0,6 mg/100 g 

 Feldsalat/Fenchel    0,6 mg/100 g Spinat            0,5 mg/100 g 
 

Tabelle 5: Die Hauptlieferanten von Vitamin A  
 
 
1 mg (3 000 I.E.) Vitamin A, das etwa dem durchschnittlichen Tagesbedarf entspricht, sind 

enthalten in: 10 g Leber, 100 g Leberwurst, 150 g Butter, 200 g Camembert oder Thunfisch,     

300 g Emmentaler oder Mozzarella, 2000 g Fisch oder 3 Liter Vollmilch. 
 

 

2.1.2.1  Funktion des Vitamins A für den Menschen 

 

Vitamin A hat zahlreiche biochemische Funktionen und weist daher kein einheitliches 

Wirkungsspektrum auf. Retinoide spielen eine Schlüsselfunktion im epidermalen Wachstum und 

in der zellulären Differenzierung. Das Vitamin A wird deshalb auch als Epithelschutz- und 

Wachstumshormon bezeichnet (191). 
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Die Retinoide beeinflussen u. a. das Wachstum und die Differenzierung von normalen und 

neoplastischen Zellen von Vertebraten, die Produktion von Testosteron, das Wachstum von 

Schleimhaut und Knorpelgewebe, die Regulation von Entzündungen, die Entwicklung der 

Plazenta ebenso wie wichtige Effekte in der Embryonalentwicklung, bestimmte Prozesse der 

Fortpflanzung und den Sehvorgang (180, 13). Auch in Bezug auf das Immunsystem, speziell für 

die Abwehr von Infektionen, spielen sie eine wichtige Rolle (33). Da Vitamin A auf die 

Differenzierung von Zellen Einfluß nimmt, erhöht es bei optimaler Versorgung den Widerstand 

gegen krebsfördernde Faktoren. Darüber hinaus kennt man noch weitere Prozesse, an denen 

Retinoide beteiligt sind. Retinylphosphat dient als Träger für Mannose und Galaktose beim 

Transport des Zuckers durch die Membran des endoplasmatischen Retikulums. Retinsäure 

bewirkt u.a. eine Vermehrung der Rezeptoren für Wachstumsfaktoren und fördert die 

Differenzierung embryonaler Karzinomzellen in Kulturen (170). 
 

 

2.1.2.2  Der Tagesbedarf von Vitamin A 

 

Laut Empfehlung der Deutschen Gesellschaft für Ernährung e.V. (DGE) (33) beträgt der 

Tagesbedarf für Männer 1 mg (ca. 3000 I.E.) und für Frauen 0,8 mg  (ca. 2600 I.E.) Vitamin A. 

Schwangere und stillende Frauen haben mit 1,1 bzw. 1,5 mg (ca. 4300 I.E.) täglich einen etwas 

erhöhten Bedarf an Vitamin A (156). 

Der Bedarf an Vitamin A wird in Retinol-Äquivalenten angegeben, da neben Retinol auch die 

verschiedenen Carotinoide in unterschiedlichem Maße zur Bedarfsdeckung an Vitamin A 

beitragen. β-Carotin ist für die Deckung des Bedarfs an Vitamin A nicht unbedingt erforderlich. 

Wegen der schützenden Wirkung von Carotinoiden als Radikalfänger wird es jedoch von vielen 

Fachleuten als wichtig angesehen. Es wurde deshalb empfohlen, die Bedarfswerte entsprechend 

zu teilen bzw. gesondert anzugeben, z.B. 1/3 an Vitamin A als Retinol und 2/3 als Carotin 

zuzuführen. Die DGE empfiehlt bisher nur eine an Carotinoiden reiche Ernährung, ohne 

Mengen zu benennen (33). In den Niederlanden wird zur Deckung des Vitamin-A-Bedarfs 

empfohlen, 0,45 mg (1500 I.E.) Retinol und 2,4 mg (4000 I.E.) β-Carotin täglich aufzunehmen. 

Das “National Cancer Institute“ (USA) rät wegen der starken antioxidativen Wirkung, täglich 

etwa 5 bis 6 mg (ca. 5000 I.E.) Carotinoide zur Vorbeugung einzunehmen. Es werden jedoch mit 

der üblichen westlichen Ernährung von der Bevölkerung keine ausreichenden Carotinoid-

Mengen für eine sinnvolle Prävention aufgenommen. Tatsächlich macht der Anteil an 

Carotinoiden bisher meist nur 1/4 bis 1/5 statt der gewünschten 2/3 der gesamten Aufnahme an 

Vitamin A aus. 
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2.1.2.3   Der Vitamin-A-Mangel 

 

Weltweit ist der Mangel an Vitamin A der häufigste unter allen bekannten Vitamin-

Mangelerscheinungen. Betroffen davon sind nahezu alle Entwicklungsländer, wo jährlich bei ca. 

200 Millionen Kindern das Risiko einer Vitamin-A-Unterversorgung besteht. Von ihnen 

erblinden jährlich etwa 500 000 und ein Großteil (ca. 70 %) stirbt innerhalb eines Jahres (216). In 

den westlichen Industriestaaten kommt ein Mangel an Vitamin A dagegen nur sehr selten vor. 

Generell können eine unausgewogene Nahrungszufuhr oder Erkrankungen zum Mangel an 

Vitamin A bzw. zu einem Mehrbedarf führen. 

Bei starken Belastungen mit freien Radikalen (z.B. durch Rauchen) und bei vorhandenen 

Schwächen des Abwehrsystems besteht ein Mehrbedarf, und eine Ergänzung mit Vitamin A 

und/oder Carotinoiden ist sinnvoll. Eine mangelnde Resorption bzw. Verdauung von Vitamin A 

tritt bei einigen Krankheiten, z.B. Morbus Crohn, Sprue und parasitär bedingten 

Darmerkrankungen, auf. Weiter werden bei Krankheiten wie z.B. Diabetes, Mukoviszidose und 

alkoholbedingter Lebererkrankung oft niedrige Vitamin-A-Spiegel beobachtet. 

Vitamin A kann, wie auch die Vitamine D und E, im Körper gespeichert werden, so daß sich ein 

Mangel erst mit Verzögerung auswirkt. Die Retinol-Plasmaspiegel bleiben, unabhängig von der 

Zufuhr durch Freisetzung aus den Ito-Zellen der Leber, über längere Zeiträume konstant, 

weshalb Blutwerte den Vitamin-A-Status oft nicht genau widerspiegeln. Bei gesunden 

Erwachsenen treten Mangelerscheinungen erst nach monatelanger Verringerung der Vitamin-A-

Zufuhr auf. Kinder können dagegen Vitamin A nur wenige Wochen speichern.  

Die Folgen eines Mangels an Vitamin A können vielfältig sein. Typisch sind bei leichterem 

Ausmaß Störungen des Sehvorgangs in Form von Nachtblindheit. Akne gehört zu den 

wichtigsten frühklinischen Symptomen. Bei stärkerem Mangel kann es zur Verhornung des 

Epithels, besonders der des Auges kommen, die bis zur Erblindung führen kann. Dies führt zur 

Ausprägung des Krankheitsbildes der Xerophthalmie, woher die alte Bezeichnung 

„Axerophthol“ für Retinol stammt (168). In Abwesenheit von Retinol kommt es zu strukturellen 

Defiziten und zur Morbidität von verschiedenen Geweben (112). Durch fehlendes Vitamin A 

kann das Wachstum generell gehemmt sein und bei Embryos letal enden (131, 181). Außerdem 

steigt die Anfälligkeit für Infekte auf Grund eines geschwächten Immunsystems. Es treten 

häufiger Erkrankungen der Atemwege und Durchfallerkrankungen auf.  
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2.1.2.4  Vitamin-A-Überdosierung und Nebenwirkungen 

 

Gemessen an der Anzahl von Menschen, die jährlich an Vitamin-A-Mangel erkranken und 

erblinden, erscheinen die pro Jahr weltweit beobachteten Fälle einer Überdosierung eher von 

untergeordneter Bedeutung. 

Im Rahmen einer therapeutischen Anwendung von Vitamin A können hohe Dosierungen 

angebracht sein. Bei sehr hoher Zufuhr von Vitamin A über längere Zeit, z.B. einer ständigen 

Zufuhr von 50 000 - 100 000 I.E. (das 10-30fache des Tagesbedarfs), aber auch bei extrem hoher 

Einzelzufuhr, sind Nebenwirkungen möglich. Tagesdosen von mehr als 15 mg (50 000 I.E.) 

sollten daher nur unter ärztlicher Aufsicht eingenommen werden (61).  

Als Nebenwirkungen von Vitamin-A-Unverträglichkeiten wurden z.B. Appetitverlust, 

Muskelschmerzen, Lippenaustrocknung, Kopfschmerzen, Haarausfall, Nasenbluten, 

Schlafstörungen, Exantheme, Leberfunktionsstörungen, vermehrte Gewebsneubildung, 

Hautschuppung und –abschälung, Erytheme und Hyper- oder Hypopigmentierung beobachtet. 

Außerdem besteht die erhöhte Gefahr eines Sonnenbrandes, da sich das Stratum corneum 

verdünnt. Besondere Vorsicht ist bei schwangeren Frauen angebracht, da Retinoide ein 

embryotoxisches Potential aufweisen. Sie sollten Mengen über 3 mg Vitamin A (10 000 I.E.) 

nicht mehrfach während der Schwangerschaft einnehmen. Die, nach Exposition von Foeten mit 

Retinoiden, auftretenden Retinoid-Embryopathien (foetal retinoic acid syndrome) sind 

charakterisiert durch Symptome wie Mikrozephalie mit schwerer geistiger Behinderung, 

Mikrophthalmie, Helixaplasie, Herzfehler, Thymusaplasie, ZNS-, Augen-, Gaumen-, urogenitale 

Mißbildungen und Gesichtsdysmorphien. Die Mißbildungen können zum Fruchttod und Abort 

des Foeten führen. Schwangeren wird deshalb empfohlen, nicht zu häufig Leber zu verzehren, da 

eine Lebermahlzeit unter Umständen mit der Aufnahme der vielfachen Menge des 

Risikogrenzwertes einhergehen kann (191). 
 

 

2.1.3   Carotinoide 

 

Pflanzen enthalten statt Vitamin A überwiegend Carotinoide. Als „Carotinoide“ bezeichnet man 

Vitamin-A-ähnliche chemische Verwandte des Carotins. Es sind Isoprenderivate, die 8-9 

konjugierte Doppelbindungen enthalten und daher intensiv gelb oder rot gefärbt sind. Sie 

kommen deshalb in vielen Pflanzen und Tieren als Farbstoffe vor. Einige Substanzen können im 

Organismus zu Vitamin A umgewandelt werden, wie z.B. das β-Carotin, das deshalb auch als 
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Provitamin A bezeichnet wird. Es gibt rund 400 Carotinoide, davon 50 mit Provitamin-A-

Aktivität, wobei β-Carotin für den Menschen die aktivste Form ist.  
 

 

2.1.3.1   Die Bedeutung der Carotinoide 

 

Wie das Retinol sind auch die Carotinoide für den Menschen von Bedeutung. Sie oxidieren rasch 

und beugen somit der Oxidation anderer wichtiger Substanzen vor. Sie sind potente 

Radikalfänger und bauen aggressive Sauerstoffradikale und ähnliche Oxidationsprodukte wirksam 

ab. Sie schützen beispielsweise Zellen vor der negativen Wirkung des UV-Lichts, hemmen die 

Oxidation von Lipiden und sind damit ein wirksames Antioxidans. Vermutlich können sie so die 

Risiken für die Entstehung von Neoplasien verringern (208). Außerdem steigern sie die Aktivität 

von T- und B-Zellen, die für die zelluläre Immunantwort wichtig sind (120). 

Da der Körper β-Carotin kaum speichern kann, muß es täglich in ausreichender Menge zugeführt 

werden. 

 

Minze              110 mg/1 kg           Petersilie      80 mg/1 kg 

Karotten             70 mg/1 kg             Spinat          60 mg/1 kg 

Rote Bete/Grünkohl  50 mg/1 kg             Kresse         30 mg/1 kg 

Brokkoli (gekocht)    25 mg/1 kg  
 

Tabelle 6:  Auflistung von β-Carotin-reichen Lebensmitteln 
 

 

2 mg β-Carotin (ca. 3000 I.E.), das etwa dem täglichen Bedarf entspricht, sind enthalten in: 50 g 

roter Paprika, Möhren oder Spinat, 100 g Feldsalat, 200 g Aprikosen, 300 g Rosenkohl  oder 

Grapefruit, 400 g Sauerkirschen und 500 g Papaya. 
 

 

2.1.4  Retinoid Derivate und Indikationsbereiche in der Dermatologie 
 

Schon 1937 erhielt Paul Karrer den Nobelpreis für die Aufschlüsselung der chemischen Struktur 

des Vitamins A. Die ersten Erkenntnisse über die Bedeutung der Retinoide in der Dermatologie 

sind zurückzuführen auf Wolbach und Howe, die 1925 epidermale Veränderungen als 

Keratinisierungsdefekt in Vitamin-A-defizienten Tieren identifizierten (217). In den 60er Jahren 

folgten zahlreiche Studien, die sich auf die klinische Anwendung und die Pharmakologie von 
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Retinoiden in der Haut konzentrierten (182, 6). Seit 1967 kann Vitamin A künstlich hergestellt 

werden, und im gleichen Jahr erhielt George Wald den Nobelpreis für die Aufklärung der 

Schlüsselfunktion des Vitamins A beim Sehvorgang. 

Die gewonnenen Erkenntnisse führten dazu, daß sich die Behandlung mit Retinoiden bei 

verschiedenen Hauterkrankungen etablieren konnte. Bis zum heutigen Tage wurden weit mehr 

als 5000 Retinsäure-Analoga synthetisiert, aus welchen die folgenden Generationen zur 

systemischen und topischen Behandlung verschiedener Hauterkrankungen etabliert werden 

konnten (s. Tabelle 7-10). 

 

Diese Stoffe kann man in Gruppen einteilen: 

Einerseits in die nicht-aromatischen Retinoide wie β-Carotin (Provitamin A), all-trans-Retinsäure 

(Tretinoin) und 13-cis-Retinsäure (Isotretinoin).  

Andererseits in die mono-aromatischen Retinoid-Derivate Trimethyl-Methoxyphenyl-Analoga 

des Tretinoins (Etretinat) und der 9-(4-Methoxy-2,3,6-Trimethylphenyl)-3-2,4,6,8-

Nonatetraensäure (Acitretin).  

Und zusätzlich in die Polyaromatischen Retinoid-Derivate Tazarotensäure und 6-(3-1-

Adamantyl-4-Methoxyphenyl)-2-Naphtholsäure (Adapalen) (172, 140). 
 

 

 

Indikationsbereiche der Retinoid-Derivate in der Dermatologie 

 

Vitamin-A-Alkohole 

 

Gruppe Art der Anwendung Hauptindikation Weitere Indikationen

Retinol Oral Vitamin-Substitution Krebsvorbeugung 

(Vitamin A)  Xerophthalmie  

Retinyl topisch 0,5-5 % Kosmetika  

Palmitate Emulsionen   

 

Tabelle 7: Indikationsbereiche von Vitamin-A-Alkoholen 
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Nicht aromatische Retinoide 

 

Gruppe Art der Anwendung Hauptindikation Weitere Indikationen 

ß-Carotine topisch 0,5-5 % Hypopigmentation Nahrungsfarbstoff 

(Provitamin A)  Hyperpigmentation Krebsvorbeugung 

  Hautschutz Antioxidans 

Tretinoin Topisch Acne vulgaris Keratosis 

(atRA) Gele 0,025-0,1 % Parakeratosis Lichtinduzierte Haut- 

 Crèmes Hyperkeratosis alterung 

Isotretinoin topisch 0,05 % Crème Acne conglobata Rosazea 

(13-cis-RA) oral 0,25-1,0 mg/kg/d Acne nodulocystica gramneg. Follikulitis 

  Recalcitrant Nodular Pyoderma Faziale 

   Krebsvorbeugung 

   Psoriasis 

Motretinid Topisch Acne vulgaris Keratosis 

  Parakeratosis  

  Hyperkeratosis  

 

Tabelle 8: Indikationsbereiche von nicht aromatischen Retinoiden 

 

 

Mono-aromatische Retinoid-Derivate 

 

Gruppe Art der Anwendung Hauptindikation Weitere Indikationen 

Etretinat oral 0,25-1,0 mg/kg/d Psoriasis generalisata Plaque Psoriasis 

  pustularis et Psoriasis  

  exfoliativa  

Acitretin oral 0,25-1,0 mg/kg/d Psoriasis pustulosa Lichen ruber planus 

  et erythrodermica  Morbus Darier 

   Ichthyosis, Pustulosis 

   palmoplantaris, Palmo- 

   plantar keratoderma 

 

Tabelle 9: Indikationsbereiche von mono-aromatischen Retinoid-Derivaten 

 12



  

Polyaromatische Retinoid-Derivate 

 

Gruppe Art der Anwendung Hauptindikation Weitere Indikationen

Tazarotene  topisch 0,05-0,1 % Gel Psoriasis vulgaris  

Adapalene topisch 0,1 % Gel Acne vulgaris  

 

Tabelle 10: Indikationsbereiche von polyaromatischen Retinoid-Derivaten 

 

 

2.2       Die Bedeutung des Vitamins A in der Medizin 

 

Vitamin A wurde in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts zuerst als essentieller Nährstoff 

(fettlösliche Aminosäure =“fat soluble A“) beschrieben (41). Im weiteren Verlauf entdeckte man 

die Retinoide als Therapeutika. Heutzutage sind sie in verschiedenen Bereichen der Medizin 

etabliert. Eine große Einschränkung hinsichtlich der Therapie ist jedoch bis heute die 

Teratogenität dieser Substanzen (s.o.). Daher steht die Entwicklung von nebenwirkungsärmeren 

Medikamenten im wissenschaftlichen Interesse. Auch die Wege des Metabolismus derjeniger 

Retinoide, die pharmakologisch-therapeutisch wichtig sind und die immunologischen und 

biochemischen Veränderungen, die mit den Retinoiden assoziiert sind, wurden bis heute noch 

nicht vollständig aufgedeckt (106).  
 

 

2.2.1   Kontraindikationen 

 

Kontraindikationen für eine Retinoid-Therapie sind Leberfunktionsstörungen, Fettstoffwechsel-

störungen, Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz und Frauen im gebärfähigen Alter.  

Die zur Akne- und Psoriasisbehandlung eingesetzten Retinoide mit ihrer potentiellen 

Teratogenität erfordern wegen ihrer langen Eliminationshalbwertszeit auch nach dem Absetzen 

noch eine sichere Konzeptionsverhütung: Bei Isotretinoin für ca. weitere vier Wochen und bei 

Acitretin sogar für etwa zwei Jahre (61).  
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2.2.2  Therapieformen  

 

2.2.2.1  Die Akne-Therapie 

 

In der Akne-Therapie werden hauptsächlich Isotretinoin, Tretinoin und Motretinid angewendet 

(s. Tab. 8 und 9). 

Isotretinoin: 

Die Verbindung ist bei oraler Anwendung ein potentes Anti-Akne-Mittel, das besonders effektiv 

gegen die schwere Acne conglobata und nodulocystica eingesetzt wird (87, 139, 140, 141). Bei der Acne 

conglobata läßt sich mit Isotretinoin eine gute Besserung des Krankheitsbildes erzielen. Auch die 

lokale Anwendung (Isotretinoin in Gelform) ist bei entsprechender Indikationsstellung sehr 

erfolgreich. Fortgesetzte Bemühungen, das Molekül zu manipulieren und nicht teratogene 

Retinoide mit Anti-Akne-Aktivität zu entwickeln, blieben bisher erfolglos. Isotretinoin ist die 

einzige Substanz, die die Verhornung in den follikulären Akroinfundibuli normalisiert und 

daneben starke sebostatische Kapazität besitzt, indem sie die Größe der Glandulae sebaceae und 

den Umfang der Talgdrüsen reduziert. Die Zusammensetzung des Talges wird ebenfalls 

verändert, und zwar zugunsten nicht oder weniger komedogener Komponenten. Dies geschieht, 

indem die Fraktion der Triglyzeride dezimiert und durch Ceramide ersetzt wird. Dadurch wird 

insbesondere das Wachstum von Propionibacterium acnes stark vermindert. Antiinflammatorische 

Eigenschaften tragen zusätzlich dazu bei, daß eine schwere Akne erfahrungsgemäß nach            

6-monatiger bis 1-jähriger oraler Medikation zurückgeht. 

Vitamin-A-Säure (Tretinoin):  

Die Tretinoin-Therapie (z.B. Retin A) spielt in Deutschland nur eine untergeordnete Rolle. Die 

Vitamin-A-Säure normalisiert den gestörten Verhornungsprozeß. Sie löst den Zusammenhalt 

verklebter Hornzellen und sorgt für die Öffnung der Komedonen durch eine geregelte Steigerung 

der Proliferation in den Follikeln. Der entscheidende Nachteil liegt in den Nebenwirkungen. Die 

Substanz reizt die Haut mit nachfolgender Rötung, Juckreiz, Schuppung, Brennen und in vielen 

Fällen auch ein Aufblühen der Akne (87).  

Motretinid (Tasmaderm): 

Motretinid wird lokal appliziert und erhöht die mitotische Aktivität der follikulären Epithelzellen, 

so daß sich das dicht gepackte verhornte Material auflockert. Die Komedonenbildung wird 

unterdrückt. Bei der Anwendung dieser Substanz treten weniger Hautirritationen auf als bei 

Tretinoin (72). 
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2.2.2.2  Indikationsbereiche in der Krebs-Therapie 

 

Bereits in den zwanziger Jahren des 20. Jahrhunderts entdeckten Ärzte, daß ein Mangel an 

Vitamin A die Zellen der Schleimhäute, des Verdauungstraktes und der Atemwege verändern 

kann. Diese Veränderungen bilden sich zurück, wenn Vitamin A gegeben wird. Schon früh lag 

daher ein Zusammenhang zwischen dem Vitamin-A-Stoffwechsel und der Entstehung von Krebs 

nahe. Inzwischen können zahlreiche Berichte über eine vorbeugende beziehungsweise 

therapeutische Aktivität von Vitamin A in der Krebsbekämpfung gefunden werden.  

Vitamin A spielt nach heutigen Erkenntnissen in der Prävention verschiedener 

Krebserkrankungen eine wichtige Rolle. Nach neusten Veröffentlichungen wird über einen 

positiv schützenden Effekt bei hohen Retinol-Einnahmedosen bei Arbeitern aus australischen 

Asbestminen gegen die Entstehung von Mesotheliomen berichtet (30, 31).  

Vor allem bei der Therapie von Tumoren des Gebärmutterhalses sowie bei bestimmten 

Leukämieformen werden gute Therapieergebnisse mit Retinoiden erzielt. Niedrige Vitamin-A- 

und β-Carotin-Werte wurden häufig bei Menschen beobachtet, die später an Krebs erkrankten. 

Betroffene Organe waren die Brust, die Lunge, die Prostata und der Dickdarm. Menschen mit 

höheren β-Carotinspiegeln im Serum zeigen ein geringeres Risiko, an Krebs, vor allem 

Lungenkrebs, zu erkranken (208). In einigen therapeutischen Studien wurde durch Gabe von 

Vitamin A in sehr hohen Dosen (20facher bis 300facher Tagesbedarf) das Tumorwachstum 

gehemmt (143). Auch die Proliferation von Krebsvorstufen bei starken Rauchern in der 

Bronchialschleimhaut konnte verringert werden (134). 
 

 

2.2.2.3  Indikationsbereiche in der Psoriasis-Therapie 

 

Auch in der Psoriasis-Behandlung sind Vitamin-A-Säure Präparate erfolgreich (175, 189, 24). 

Etretinat, Acitretin und Isotretinoin hemmen Teilung, Wachstum und Reifung der Zellen. Sie 

werden allein oder bei schweren Verlaufsformen in Kombination mit PUVA (Psoralen und 

UVA-Licht) eingesetzt. In besonders schweren Fällen wird eine systemische 

Kombinationstherapie, z.B. mit Ciclosporin A und Isotretinoin, angewandt (89, 90). 

Therapienebenwirkungen können Trockenheit der Schleimhäute und Haarausfall sein. 
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2.2.2.4   Indikationsbereiche in der Strahlentherapie 

 

Wissenschaftler haben beobachtet, daß der zellwachstumshemmende Effekt durch Kombination 

mit Vitamin-A-Säuren (Retinoiden) und Interferon-Alpha (Kombinationstherapie) verstärkt wird. 

Bei der Vorbehandlung des Plattenepithelkarzinoms mit Retinoiden (atRA und 13-cis-RA) und 

Interferon-Alpha und nachfolgender Bestrahlung konnte eine um den Faktor 2 bis 3 stärkere 

Inaktivierung der Tumorzellen beobachtet werden (75). Auch bei fortgeschrittenen kutanen 

Lymphomen können systemische Therapieformen gewählt werden: z.B. Kombination aus PUVA 

mit Retinoiden oder rekombinantem Interferon-Alpha (85, 48). 
 

 

2.2.2.5  Indikationsbereiche in der Schlaganfall-Therapie 

 

Höhere Blutspiegel von Vitamin A haben eine schützende Wirkung vor Schlaganfällen. Des 

weiteren erholen sich Patienten mit hohen Werten an Vitamin A nach einem Schlaganfall 

schneller und besser als Patienten mit niedrigen Werten (143). 
 

 

2.2.2.6  Indikationsbereiche in der Augenheilkunde 
 

Die Folgen eines Mangels an Vitamin A können bei leichterem Ausmaß Störungen des 

Sehvorgangs in Form von Nachtblindheit hervorrufen. Bei stärkerem Mangel kann es zur 

Verhornung des Augenepithels kommen, was bis zur Erblindung führen kann. Dies führt zur 

Ausprägung des Krankheitsbildes der Xerophthalmie, woher die alte Bezeichnung 

„Axerophthol“ für Retinol stammt (168). In den Entwicklungsländern erblinden jährlich ca.      

500 000 Kinder auf Grund einer Vitamin-A-Unterversorgung. 

Ausreichende Mengen an Vitamin A schützen auch, besonders in Kombination mit β-Carotin, 

Vitamin E, Vitamin C und Selen, vor der Entstehung des grauen Stars (10). 
 

 

 

 

 

 

 16



  

3           Der Retinoidmetabolismus der Haut 
 

3.1  Resorption, Transport und Speicherung der Retinoide 

 

Die Hauptquellen für natürliche Retinoide sind tierische Fette, Fisch (Retinylester (RE)) sowie 

gelbe, grüne und rote pflanzliche Nahrungsmittel. Von dem zugeführten Vitamin A werden ca. 

20 % nicht resorbiert und innerhalb von 1-2 Tagen ausgeschieden. Zusätzlich weisen 

Carotinoide, abhängig von der Art der Zubereitung, deutliche Unterschiede in der 

Bioverfügbarkeit auf. Meist werden nur 30-50 % aufgenommen. Möhren enthalten z.B. relativ 

viel β-Carotin, beim rohen Verzehr können jedoch nur 10 % aufgenommen werden. In 

geriebener Form verbessert sich die Resorption, und durch Öl- bzw. Fettzugabe kann diese 

weiter erhöht werden. Grüngemüse haben hingegen erheblich weniger Carotinoide als Karotten, 

sie sind aber besser verfügbar. 

Aufgenommene Retinylester, die Speicherform von Vitamin A, werden durch Hydrolasen in der 

Dünndarmmukosa zu Retinol (ROL) hydrolysiert. Retinol und Carotinoide werden durch die 

Mukosazellen des Dünndarms resorbiert. Ihre Resorption wird von Gallensäure gefördert (s. 

Abb. 1). 

Nach der enteralen Resorption kann die Entstehung von Retinoiden aus Carotinoiden auf zwei 

Wegen erfolgen. Einerseits kann Retinal (RAL) durch eine mikrosomale Retinal-Reduktase 

mittels oxidativer Spaltung der zentralen Doppelbildung mit nachfolgender Reduktion zu Retinol 

synthetisiert werden (84). Hier spielt das zelluläre Retinol-bindende Protein II (CRBP II)  eine 

wichtige Rolle, indem es Retinol durch Bindung vor der Oxidation zu Retinsäure (RA) schützt. 

Andererseits können als zweite Möglichkeit Apo-Carotinoide durch exzentrische Spaltung aus β-

Carotin hergestellt und durch eine nachfolgende Transformation in Retinsäuren überführt 

werden (205). 

In den intestinalen Zellen bildet Retinol Komplexe mit CRBP II. Dieser ROL-CRBP II  

Komplex ist Grundlage für die Veresterung von Retinol in Retinylester. Diese Reaktion wird 

durch die Lecithin: Retinol Acetyltransferase (LRAT) katalysiert (108). Retinylester beinhalten 

langkettige Fettsäuren, durch die sie in Chylomikronen, welche als Transportmittel für resorbierte 

Fette dienen, aufgenommen werden. Chylomikronen sind Fetttröpfchen mit einer netzartigen 

Proteinhülle, die von den Zellen der Darmmukosa gebildet werden und Triglyzeride (90 %), 

Phospholipide (4 %), Cholesterol und Cholesterolester (5 %) und Proteine (1 %) enthalten. Die 

RE-Chylomikronen-Komplexe werden über die Lymphwege abtransportiert, wo verschiedene 

biochemische Umwandlungen stattfinden, die zu verschiedenen Chylomikronen-

Umbauprodukten führen (z.B.: HDL, LDL, CM-Rembline).  
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Abbildung 1: Retinoid Resorption, Transport und Speicherung im menschlichen Körper. 

Zusammentragung aus verschiedenen Veröffentlichungen (13, 33, 84, 108, 123, 163, 164, 200, 

205). Ausführliche Erläuterung siehe Text (Kapitel 3.1).   
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Über den Ductus thoracicus gelangen die Chylomikronen in die Blutbahn, wo sie vom HDL-

Protein, dem Apo-C2-Protein, aufgenommen werden, das einen Aktivator für die Lipoprotein-

Lipase darstellt. Die Produkte werden hauptsächlich in der Leber abgebaut, obwohl die 

Aufnahme auch im Knochenmark, in der Milz und zu einem kleinen Anteil auch in Gonaden, 

Lunge, Niere, Fett und Skelettmuskulatur stattfinden kann (13). 

In den parenchymalen Hepatozyten werden die Chylomikronen-RE-Komplexe hydrolysiert, und 

das freiwerdende Retinol bindet an ein ROL-Bindungsprotein (RBP), ein Serum-

Transportprotein. Überschüssiges Retinol wird parakrin von den Hepatozyten an die 

perisinusoidalen Sternzellen weitergegeben, wo sie gespeichert werden. Die Sternzellen, die auch 

Vitamin-A-Vorrats- oder Ito-Zellen (fettspeichernde interstitielle Zellen der Leber) genannt 

werden, enthalten ungefähr 50-80 % des totalen Körper-Vitamins A in Form von Retinylester. 

Abhängig von ihrem lipophilen Charakter weisen die exogenen und endogenen Retinsäure-

Derivate im menschlichen Körper sehr unterschiedliche Halbwertszeiten auf, was zur 

Akkumulation führen kann. Hypervitaminosen sind somit möglich. Dies muß besonders bei der 

klinischen Therapie mit synthetischen Retinsäure-Derivaten berücksichtigt werden (s. Kap. 1.2). 

Um einen konstanten physiologischen ROL-Spiegel von 2 µmol/L im Plasma 

aufrechtzuerhalten, kann Retinol aus den Ito-Zellen freigesetzt werden, wo seine Konzentration 

annähernd das 1000fache der durchschnittlichen Plasmakonzentration beträgt (7-14 nmol/L) 

(123, 49). 

ROL-RBP Komplexe, die von der Leber abgegeben werden, binden an Transthyretin   

(Präalbumin), das die Fähigkeit besitzt, sowohl das Thyroid-Hormon als auch den ROL-RBP-

Komplex gleichzeitig, jedoch unabhängig voneinander, binden zu können. 

Der Plasmaträger von Retinol, das RBP, sowie der Plasmaträger der Retinsäuren, das Albumin, 

kommen in den Intrazellulärspalten der Haut vor (200). Neben Retinol wurden in menschlicher 

Haut auch β-Carotine, 3,4-Didehydro-Retinoide, Retinal, all-trans RA (atRA) und einige ihrer 

Metabolite sowohl in vitro als auch in vivo identifiziert (199, 200, 201). Man konnte auch 

nachweisen, daß humane, epidermale Keratinozyten, die in einem Medium mit einer 

physiologischen Konzentration an Retinol kultiviert wurden, eine Retinoid-Zusammensetzung 

aufwiesen, die vergleichbar war mit der Verteilung, die in einer intakten Epidermis nachgewiesen 

werden kann (149). 

Der genaue Mechanismus der ROL-Aufnahme in die Zielzellen ist bis heute noch nicht 

vollständig bekannt. Verschiedene Möglichkeiten werden diskutiert: Einerseits könnte die 

Aufnahme RBP-Rezeptor vermittelt sein, mit einem nicht spezifischen Transfer von Retinol, und 

einer darauffolgenden Flüssig-Phase-Exozytose (33). Andererseits könnte oral aufgenommenes 

atRA, 13-cis-RA und Etretinat einer direkten First-Pass-Absorption in das portale Blut 
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unterliegen. Die Substanzen liegen im Plasma hauptsächlich an Albumin gebunden vor und 

können so im Blut zirkulieren. Die Aufnahme dieser Retinoide von den Zielzellen wird durch 

noch unbekannte Faktoren reguliert. Gleichermaßen ist weder der Mechanismus der 

transkutanen Resorption von topischen Retinoiden noch ihr Transfer in die Zielzellen bekannt. 

Jüngere Studien diskutieren die Aufnahme von Retinol in die Zelle durch spezielle 

Bindungsproteine, die CRBPs (73). 

Topisch appliziertes atRA wird in der Epidermis partiell in 9-cis-RA, 13-cis-RA und weitere 

Metabolite isomerisiert (103). Ungefähr 80 % des aufgetragenen atRA verbleibt auf der 

Hautoberfläche. Nach der anfänglichen Diffusion in das Stratum corneum innerhalb weniger 

Minuten erfolgt die weitere Diffusion in die Epidermis und Dermis wesentlich langsamer (187). 

Experimente zeigten, daß topisch appliziertes atRA und 13-cis-RA nur sehr schwer in und durch 

die Haut penetrieren. Gelartige Vehikel scheinen die Eigenschaften zu haben, auf der Haut 

festgehalten zu werden. Crèmes haben eine höhere Penetrationsrate, was somit zu einer höheren 

Eindringrate des Wirkstoffs führt. Dahingegen penetriert 13-cis-RA in vitro sehr schnell in 

normale menschliche Keratinozyten (163, 164). 

Die Speicherung von Retinol in der menschlichen Haut erfolgt durch Veresterung von Retinol zu 

Retinylester (86). Hautzellen enthalten verschiedene Transferasen, wie z.B. die Lecithin: Retinol 

Acetyltransferase (LRAT) oder die Acetyl-CoA Acetyltransferase (ARAT). Beide Enzyme 

katalysieren die RE-Synthese (99, 100).   

Die Hydrolyse von Retinylester in Retinol wird durch eine spezifische RE-Hydrolase reguliert. 

Nach 12-stündiger Inkubation mit Retinol ist in kultivierten Keratinozyten eine LRAT Aktivität 

induzierbar, und gleichzeitig wird die Biosynthese von atRA verringert. Eine Hemmung von 

LRAT durch Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) führt hingegen zu einer Normalisierung der 

atRA Synthese. Diese Regulation der LRAT Aktivität läßt auf einen Autoregulationsmechanismus 

schließen, der die RA-Synthese auf Grund einer negativen Rückkopplung des gebildeten 

Substrats reguliert. In vivo ist die Veresterungsaktivität pro Zelle in den Keratinozyten der 

menschlichen Haut in der Basalschicht vierfach größer als die in den Keratinozyten der oberen 

Epidermisschichten. Das deutet auf eine höhere Konzentration von Retinoiden in der unteren 

Epidermis hin, die auf Grund ihrer Lokalisation einer besseren Perfusion aus den Kapillaren der 

Dermis zugänglich ist. Somit liegt die Vermutung nahe, daß mehr Retinylester in den unteren als 

in den oberen Schichten der Epidermis gespeichert werden. Während der Wanderung der Zellen 

von den tieferen zu den oberen Schichten könnte dieses gespeicherte Retinylester als Retinol- 

Nachschub für die Keratinozyten und gleichzeitig als Quelle für Retinsäuren dienen, die 

ausgereifte Keratinozyten aus Retinol synthetisieren können (175, 176). Menschliche 

Keratinozyten, die mit atRA inkubiert werden, weisen einen zeit- und konzentrationsabhängigen 
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Anstieg der Menge von Retinylester, eine erhöhte RE-Syntheserate und eine verringerte RE-

Verwertung auf (150). Das zeigt, daß Keratinozyten auf exogene Retinsäuren mit einem 

Rückkopplungsmechanismus reagieren, indem sie die Produktion von endogenem aktiven 

Retinoid hemmen. Dies wird durch die Umwandlung von extrazellulärem Retinol in Retinylester 

und einer verringerten Mobilisierung von Retinylester erreicht. Wie genau diese Reaktionen 

vermittelt werden, und mit welchem Anteil die nukleären Rezeptoren daran beteiligt sind, ist 

noch nicht in allen Einzelheiten bekannt. Man ist sich jedoch, wie oben erläutert, sicher, daß das 

Steady-State-System der intrazellulären Retinoide durch komplexe Rückkopplungsmechanismen 

reguliert wird, bei denen verschiedene Enzyme und Retinoid-Bindungsproteine eine Rolle spielen 

(163, 164).  
 

 

3.2  Die Retinsäure Biosynthese 

 

Wohingegen ausführliche und ergiebige Untersuchungen das Feld der Retinoid-Rezeptoren 

erhellen, weist das Wissen um die Metabolisierung von Retinol in aktive Liganden noch große 

Lücken auf. 

Auf Grund der Beobachtung, daß Retinol in vivo Veränderungen in der Haut hervorruft, die 

denen durch Retinsäuren hervorgerufenen ähneln, jedoch kein meßbarer Spiegel von Retinsäuren  

festgestellt werden konnte, wird Retinol als das Prohormon der Retinsäuren angesehen. Das 

würde voraussetzen, daß die Wirkung von Retinol auf die menschlichen Keratinozyten durch die 

Umwandlung von Retinol zu Retinsäure streng reguliert wird. Die enzymatische Umwandlung 

von Retinol und Retinal zu Retinsäuren unterliegt einer so engen Kontrolle, daß atRA gerade 

oberhalb der Nachweisgrenze gemessen werden kann, wenn man unbehandelte oder Retinol-

behandelte menschliche Haut verwendet (86). Es werden nur sehr niedrige Spiegel an 

Retinsäuren benötigt, um deren Funktion als Liganden mit Bindung und Aktivierung an nukleäre 

RARs und RXRs zu entfalten. Die Mengen Retinsäuren, die aus Retinol entstehen, werden sehr 

schnell durch eine RA-4-Hydroxylase inaktiviert. Die so entstehenden Metabolite 4-OH-RA und 

4-oxo-RA weisen eine sehr viel geringere Affinität zu den Retinoid Rezeptoren auf (1). 

Zahlreiche Enzyme, die in den Retinoidmetabolismus eingreifen, konnten identifiziert werden. 

Diese Enzyme gehören vier verschiedenen Familien an: den Alkohol/Retinol Dehydrogenasen 

(ADH/RolDH), den kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR), den Aldehyd/RAL 

Dehydrogenasen (ALDH/RalDH) und verschiedenen Cytochrom P450-Isoenzymen.   
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3.3  Retinoid Bindungsproteine 

 

Neben diesem komplexen Enzymsystem bilden die Retinoid-bindenden Proteine eine andere 

Gruppe, die den intrazellulären Retinoidmetabolismus beeinflussen. Diese extrem wichtigen 

Regulatoren interagieren sowohl mit dem Substrat als auch mit den Enzymen selbst. 

Im Cytoplasma werden sowohl Retinol als auch die Retinsäuren an spezifische, zelluläre 

Bindungsproteine gebunden. CRBP I und II und CRABP I und II sind die Proteine, die an der 

Regulierung der intrazellulären Konzentrationen von Retinol, Retinal und der Retinsäuren 

beteiligt sind. Beide dienen als Lagerungs- und Transportproteine und sind somit in der Lage, 

zellspezifisch konstante Spiegel an freiem Retinol und Retinsäuren herzustellen und 

aufrechtzuerhalten. 

Bemerkenswert ist, daß sowohl die Konzentration von CRBP I/II als auch die von CRABP I/II 

die Konzentration ihrer Liganden übersteigt (38). Zusätzlich ist die Affinität zu ihren Liganden 

um vieles höher als die vieler Enzyme zu ihrem Substrat (132). 
 

 

3.3.1  Cellular Retinol Binding Proteins I und II 

 

Die CRBP-Proteine binden Retinol und präsentieren es der LRAT, die wiederum Retinylester als 

Speicherstoff bilden kann. Im weiteren schützen sie Retinol vor spontaner nicht-enzymatischer 

Isomerisierung und Oxidation, die sehr schnell in der Abwesenheit von CRBP stattfindet. 

Ungebundenes CRBP (Apo-CRBP) inhibiert die LRAT, wohingegen der Komplex CRBP 

verbunden mit Retinol (Holo-CRBP) auch als Substrat für die Umwandlung zu Retinsäuren 

dient. Auf diese Weise trägt das Verhältnis zwischen Apo- und Holo-CRBP zum Gleichgewicht 

zwischen Oxidation und Veresterung von Retinol bei (14). 

Die Expression von CRBP wird in verschiedenen Geweben, inklusive der menschlichen Haut, 

durch die Anwesenheit von Retinsäuren und Retinol erhöht. Es wird vermutet, daß diese 

Induktion der CRBP Gentranskription ein negativer Rückkopplungsmechanismus der RA-

Synthese durch atRA ist. Der Spiegel an freiem Retinol sinkt, und somit reduziert sich die 

Umwandlungsrate von Retinol zu Retinsäuren (14).  

CRBP I und CRBP II haben zum Teil unterschiedliche Funktionen. CRBP I scheint mit Hilfe des 

sRBP (Serum Retinol Bindungsprotein) Retinol in die Zelle zu transportieren (73). Es weist im 

Gegensatz zu CRBP II eine viel höhere Affinität zu Retinol als zu Retinal auf (78). CRBP II 

bindet Retinal und Retinol mit gleich hoher Affinität und scheint in der Zelle eher für den 

passiven Transport zuständig zu sein (73). 
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3.3.2  Cellular Retinoic Acid Binding Proteins I und II 

 

Ursprünglich stammt CRABP I in der menschlichen Haut überwiegend aus Melanozyten, 

wogegen CRABP II eher in Keratinozyten und Fibroblasten gebildet wird. Die basale CRABP I 

Expression ist sehr viel niedriger als die des CRABP II. Die intrazellulären Spiegel von CRABP I 

sind in der Dermis und Epidermis gleich hoch, während CRABP II in der Epidermis in viel 

höheren Konzentrationen gefunden wird. Beide Bindungsproteine weisen unterschiedliche RA-

Bindungsaffinitäten auf, die durch ihre RA-responsiven Elemente (RARE) in den 

Promotorregionen hervorgerufen werden.  Es wird vermutet, daß CRABP I den Metabolismus 

von Retinsäuren zu inaktiven Metaboliten beschleunigt, indem die Retinsäuren von CRABP I  zu 

Cytochrom P450 Isoenzymen transportiert werden. CRABP II ist wahrscheinlich an der 

Regulation von nukleären Rezeptoren durch Retinsäuren beteiligt und könnte somit den 

Transport von Retinsäuren zum Nukleus vereinfachen (38).  

Interessant ist die Beobachtung, daß 13-cis-RA nicht an CRABP I, II oder andere 

Bindungsproteine im Cytosol gebunden wird. Daher dringt es nach topischer oder systemischer 

Applikation schneller in den Zellkern ein als atRA oder 9-cis-RA, die nur in limitierten 

Konzentrationen in den Zellkern gelangen, da sie an CRABP I/II gebunden sind (129).  Dieser 

Befund könnte den profunden teratogenen Effekt von 13-cis-RA nach topischer oder 

systemischer Behandlung erklären (140, 141, 142). 

Bei psoriatischer Haut wurde eine signifikante Erniedrigung der mRNA-Expression von CRABP 

I und eine Zunahme der CRABP II mRNA-Expression beschrieben (193). Zusätzlich ist auch die 

Expression der mRNA von CRBP I erhöht. Ob diese Veränderungen von CRBP I und CRABP I 

eine besondere Charakteristik der Psoriasis darstellt, oder einfach die Tatsache widerspiegelt, daß 

die psoriatische Epidermis größere Mengen an undifferenzierten Keratinozyten beinhaltet, ist 

noch unbekannt. Auch in Basaliomen und Spinaliomen ist die CRABP I Expression stark 

erniedrigt, während CRBP I exprimiert bleibt. Interessant ist auch, daß sich die Expression der 

Bindungsproteine und der spezifischen Rezeptoren in psoriatischer Haut nach topischer 

Retinoidbehandlung verändert (88, 89, 90, 195). 

Die Ergebnisse zeigen deutlich, daß die Retinoid-Bindungsproteine (CRBPs und CRABPs) an der 

Regulierung der intrazellulären Konzentrationen der Retinoide beteiligt sind. Ihr untypisches 

Expressionsmuster in der psoriatischen Haut und anderen hyperproliferativen Hauterkrankungen 

könnte somit als Erklärung dieser Krankheitsbilder herangezogen werden. Dies bedarf jedoch 

noch weiterer Studien und Beweise. 
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3.4 Die Umwandlung von Retinol zu Retinsäure 
 

 

Die Umwandlung von Retinol zu Retinsäure ist ein zweiteiliger Prozeß von Retinol über Retinal  

zu Retinsäure. 

RBP-Rezeptor

ROL

RE
(Speicher) CRBP-ROL 3,4-didehydro-ROL

3,4-didehydro-RA

3,4-didehydro-RAL

CRBP-RAL

CRABP-RA
s. Abb. 4

LRAT
REH

ADH

ADH
ROLDH SDH

RALDH
Cytochrom

P450

ADH

RE
ROL

RA
RAL
RBP

SDR

= Alkohol Dehydrogenase
= Retinsäure
= Retinal
= Retinol-Bindungsprotein
= Retinylester
= Retinol
= Short-Chain Dehydrogenase /Reduktase

Legende

CRABP
CRBP
LRAT

ROLDH
RALDH

REH

= Cellular Retinoic Acid Binding Protein
= Cellular Retinol Binding Protein
= Lecithin Retinol Acetyltransferase
= Retinylester Dehydrogenase
= Retinol- Dehydrogenase
= Retinal- Dehydrogenase

 

Abbildung 2: Die Aufnahmen von RBP-ROL aus dem Serum in die Zielzellen und der 

Metabolismus von Retinol zu Retinal und anschließend zu Retinsäure. 

Nähere Erläuterungen siehe Kapitel 3.4. 
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3.4.1  Alkohol/Retinol Dehydrogenase und Short–Chain   

         Dehydrogenasen/Reduktasen 

 

An dem ersten Schritt, der auch der limitierende ist, sind die Alkohol Dehydrogenasen (ADH 

Isoformen) und die Short-Chain Dehydrogenase/Reduktase (SDR) beteiligt. Hierbei katalysieren 

Mitglieder der ADH (ADH 1, 2 und 4) (92) und Enzyme der SDR Familie die reversible 

Interkonversion von Retinol in Retinal (25).  

Die cDNA von ADH7 wurde zuerst aus einem menschlichen Magen isoliert und geklont (58). 

Die Ähnlichkeiten der Sequenzen zu den anderen bekannten menschlichen ADH Klassen 

betragen zwischen 60 bis 70 % (167). In Vitro ist die Klasse IV ADH (ADH7) nach heutiger 

Erfahrung die aktivste der Retinol Dehydrogenasen (ROLDH) (220, 221). Die ROLDH wurde 

auch bereits in humanen epidermalen Keratinozyten nachgewiesen und geklont (82). In Vivo 

spielen wahrscheinlich die beiden ADHs, ADH I und ADH IV eine wichtige Rolle (47). Die 

ADH Isoformen benutzen dabei NAD(H) als Coenzym, wohingegen SDR an CRBP I mit 

NADP(H) als phosphorylierendem Coenzym bindet (14). Ähnliche ADH Enzyme wie diese, die 

Retinol zu Retinal metabolisieren, wurden neben in Chordatieren auch in sich differenzierenden 

Keratinozyten, in anderen Zellarten in vitro, in menschlicher psoriatischer Epidermis und in 

niedrigen Konzentrationen auch in normaler menschlicher Haut gefunden (26). Inwieweit die 

anderen Klassen der ADH im Retinoidmetabolismus der menschlichen Haut aktiv sind, ist bis 

heute unbekannt. 

Drei Formen der mikrosomalen Retinol Dehydrogenase, die in Rattenleber zu finden sind, 

ROLDH I, II und III, enthalten Sequenzhomologien zu den Mitgliedern der SDR Familie. Die 

Fähigkeit dieser Enzyme, CRBP zu erkennen, ist ein gut funktionierender Mechanismus, um den 

Hauptvorrat an Retinol in vivo zu verwalten, da CRBP die Verfügbarkeit und Verteilung von 

Retinol reguliert. Diese ROLDHs repräsentieren eine dritte Klasse von Proteinen, die potentiell 

wichtig für die Retinoidtätigkeit ist und zur Superfamilie von Steroid/Lipid-spezifischen 

Proteinen gehört. ROLDH I erkennt Holo-Zelluläres CRBP als Substrat, und ROLDH II 

erkennt die physiologische Form von Retinol als Substrat (21).   

Die beiden Familien der ADH und der SDR sind evolutionär verwandt, was man dadurch 

erkennen kann, daß sie sich ähnliche Coenzym-bindende Domänen teilen (144). Inwieweit diese 

SDH an dem Metabolismus der Retinoide  in der menschlichen Haut beteiligt sind, ist noch nicht 

geklärt. 

Wissenschaftliche Untersuchungen des Wellcome Trust Grant Projekts beschrieben erst kürzlich 

den möglichen Zusammenhang zwischen dem RBPr-Vorkommen und den Enzymen ROLDH 

und RALDH. Die Studie zeigte zum ersten Mal die funktionelle Verbindung zwischen dem RBP 
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Rezeptor, intrazellulärem CRBP I und den ROLDH Enzymen auf. Die Proteine wurden alle in 

den Geweben gefunden, die besonders auf eine ausgeglichene Vitamin-A-Versorgung angewiesen 

sind (212, 213).  
 

 

3.4.2    Aldehyd/Retinal Dehydrogenase und Cytochrom P450 Isoenzyme 

 

An dem zweiten Schritt der Umwandlung von Retinol zu Retinsäuren, somit Retinal zu 

Retinsäure, sind die Aldehyd/Retinal Dehydrogenasen (ALDH/RALDH) und Cytochrom P450 

Isoenzyme beteiligt. Die genannten Enzyme katalysieren die irreversible Oxidation von Retinal zu 

atRA (46). Dies erklärt die Beobachtung, daß die Gabe von atRA an Vitamin-A-defiziente Tiere 

zu keinem Anstieg des Retinols oder Retinals führt. Ohne diese Produkte kann weder der 

Retinoid-Speicher aufgefüllt werden, noch wird die Produktion des Sehpigmentes 11-cis-Retinal 

induziert (40).  
 

Enzyme Ort Reaktion 

Aldehyd Dehydrogenase1 Cytosol Retinal → Retinsäure 

CYP26 ER Retinal → 4-OH-Retinal 

CYP1A1 ER Retinal → Retinsäure 

CYP1A1  Retinal → 4-OH-Retinal 

CYP3A6 ER  

CYP1A2 ER 9-cis-Retinal → 

    4-OH-9-cis-Retinal → 

  4-oxo-9-cis-Retinal 

CYP1A2  9-cis-Retinal → 

  9-cis-Retinsäure 

CYP2B4, CYP2C3 ER 9-cis-RAL → 

  4-OH-Retinal 
 

Tabelle 11: Die Aldehyd/Retinal Dehydrogenasen 1 und verschiedene Cytochrom P450 Iso-

enzyme mit ihren dazugehörigen Oxidationsreaktionen in der menschlichen Haut. 

 

In der Epidermis der Haut wird topisch appliziertes Retinal in atRA umgewandelt, und die 

biologische Aktivität der RALDH kann in vivo durch den Nachweis von mRNA-Spiegeln des 

Filaggrins und Loricrins belegt werden (36). Von den drei charakterisierten Klassen dieses 
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Enzyms, die in verschiedenen Spezies nachgewiesen wurden, zeigt die ALDH I die höchste 

Aktivität für die Oxidation von Retinal zu den korrespondierenden Retinsäure-Isomeren (101). 

Ob diese Vorgänge auch beim Menschen in dieser Art und Weise vorliegen, ist noch nicht 

erforscht. Auch neuere Forschungsergebnisse, die sich mit diesem Thema beschäftigen, sagen 

aus, daß die RALDH das Schlüsselenzym im finalen Schritt zur RA-Synthese und zur RA-

Regulation ist (8, 196).  
 

RBP-Rezeptor

ROLß-Carotin

ß-Apo-8,10,12-
Carotine RAL

RA
s. Abb. 4

ROLDH SDH

Direkte
Aufnahme
(Serum)

ß-Apo-8,10,12-
Carotinsäuren

?

RALDH
Cyp

CYP
RA
ROL  

Legende

= Cytochrom
= Retinsäure
= Retinol

RALDH
RBP
ROLDH
SDH

= Retinal-Dehydrogenase
= Retinol-Bindungsprotein
= Retinol-Dehydrogenase
= Short-Chain Dehydrogenase

 

Abbildung 3: Die Aufnahme von β-Carotin und RBP-ROL in die Zielzellen und deren 

Metabolismus zu Retinsäuren. Nähere Erläuterungen siehe Kapitel 3.4. 

 

Das Enzym wurde im Embryonalstadium auch in P19 Teratokarzinomzellen und COS Zellen 

nachgewiesen (219). Forschungsarbeiten zeigten auch, daß dieses Enzym auch in anderen Spezies 

wie Ratten, Vögeln und Fischen die primäre Rolle der Katalysierung von Retinal in Retinsäuren 

spielt. Es konnte auch festgestellt werden, daß der Vitamin-A-Mangel zu einer Erhöhung der 

RALDH-Expression führte, wohingegen die Zugabe von Retinol zu einer Erniedrigung der 
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RALDH-Expression führte. Diese Ergebnisse zeigen, daß der Vitamin-A-Status die Expression 

von RALDH im Gewebe reguliert (9). Obwohl einige Mitglieder der Cytochrom P450 

Superfamilie für ihre Beteiligung an der RA-Synthese bekannt sind, scheinen sie eine wesentlich 

bedeutendere Rolle für den Katabolismus von aktiven Liganden zu spielen. Das wichtigste CYP- 

Isoenzym in der menschlichen Haut scheint offensichtlich CYP1A1 zu sein.  

Natürlich darf hier nicht vergessen werden, daß die Synthese von Retinsäuren nicht einzig und 

allein von dem Substrat Retinol abhängig ist. Bei der Spaltung von β-Carotin wird Retinal als 

intermediäres Produkt gebildet, und somit kann β-Carotin als alternativer Vorläufer für 

Retinsäuren in epidermalen Zellen und in verschiedenen anderen Geweben fungieren (98). 
 

 

3.5  Die Retinsäuren 

 

Obwohl 9-cis-RA als Ligand für RXRs und RARs bekannt ist, konnte sein Syntheseweg noch 

nicht komplett aufgeklärt werden. Es gibt Ergebnisse, die darauf hinweisen, daß es aus nicht–

enzymatischer Isomerisierung aus atRA entsteht (51). Andere Untersuchungen mit humanen 

Fibroblasten zeigten allerdings, daß 9-cis-RA nicht in nennenswerten Mengen gebildet wurde, 

weder wenn atRA noch 13-cis-RA in vitro zu den Kulturen gegeben wurden (Mündliche Mitteilung 

F. Jugert). Dies war in der Plattenepithelkarzinomzellinie SCC 13 anders. Hier wurden über 10 % 

der hinzugefügten RA-Isomere zu 9-cis-RA isomerisiert. Andere natürlich vorkommende 

Derivate von 9-cis-Retinoiden, wie z.B. 9-cis-ROL oder 9-cis-β-Carotin, könnten auch als 

Vorläufer für 9-cis-RA dienen. 

In Rattenleber wurden hohe Aktivitäten der 9-cis-ROL Dehydrogenase beobachtet (124), und die 

wichtigste Retinal Dehydrogenase wandelt all-trans-RAL und 9-cis-RAL mit hoher Effektivität in 

ihre jeweiligen Säuren um, während sie 13-cis-RAL klar ausgrenzt (66). Diese 9-cis-RAL 

Dehydrogenase kann 9-cis-RAL, das ein Produkt des aus der Nahrungsaufnahme stammenden 9-

cis-ROL oder 9-cis-β-Carotin ist, zu 9-cis-RA umwandeln. Auf Grund der Tatsache, daß der 

Mechanismus der Isomerisierung von atRA zu 11-cis-RA vergleichbar mit der von atRA zu 9-cis-

RA ist, könnte 9-cis-RA ursprünglich auch ein Erzeugnis von 9-cis-ROL aus Retinylester sein, wie 

es bei 11-cis-ROL beobachtet werden konnte. Im menschlichen Plasma wird 9-cis-RA sehr 

schnell, aber reversibel in 9,13-dicis-RA überführt (76). In vitro ist dieser Metabolit auch in 

menschlichen epidermalen Keratinozyten nachweisbar. Allerdings ist die genaue Funktion des 

9,13-dicis-RA noch nicht bekannt. Die Interkonversion könnte einerseits ein Weg zur 

Eliminierung von 9-cis-RA sein, andererseits ein Weg, um ein Depot des nicht so toxischen 

Derivates für eine eventuelle spätere Nutzung zu schaffen (124, 163, 164). Ob die 9-cis-
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Interkonversion zu 9,13-dicis in der Haut auch ein reversibler Schritt ist, bleibt noch zu 

untersuchen. Bislang ermittelte Versuchsergebnisse weisen eher auf eine irreversible 

Interkonversion hin, da die Konzentration von 9,13-dicis-RA als einzige, im Vergleich mit den 

anderen Isomeren, konstant über die Zeit ansteigt (Mündliche Mitteilung F. Jugert).  

RAL

at RA

4-OH-RA

4- -RAoxo

CYP

spontan

ROL
RAL
CYP

=  Retinol
=  Retinal
=  Cytochrom

Legende:

ROL
(Abb. 2)

Carotinsäuren
( Abb. 3)

4-OH-13- -RAcis

4- -13- -RAoxo cis

13- -RAcis

9- -RAcis

9- -RALcis

4-OH-13- -RALcis

4- -13- -RALoxo cis

CYP (?)

RALDH
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?

?

?
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Exkretion Exkretion

RALDH
ADH
CYP P450
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RALDH
ADH

=  Retinsäure
=  Retinal-Dehydrogenase
=  Alkohol Dehydrogenase

all-trans 

at RA 9-cis

at RA 9-cis

9-cis9-cis

RAR RXR

RAR RXR

RXR RXR

RARE

RARE

RXRE

Nukleus

 

Abbildung 4: Die intrazelluläre Isomerisation der Retinsäuren atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA und 

deren Beziehung zu den Retinoid-Rezeptoren (RAR, RXR, RXRE) im Zellkern. 

Nähere Erläuterungen siehe Kapitel 3.5 bis 3.6.2. 
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Bis heute ist über die Isomerisierung von Retinoiden sehr wenig bekannt, obwohl genau diese 

Schritte eine große Bedeutung für die Aufrechterhaltung von angemessenen intrazellulären 

Spiegeln von aktiven Retinsäuren haben.  

Die all-trans zu 9-cis-Isomerisierung, die den wichtigsten Liganden für die RXRs herstellt, ist nicht 

nur bei den RA-Isomeren zu beobachten, sondern auch bei der all-trans-RAL zu 9-cis-RAL 

Konversion. Letztere wird durch eine spezifische ADH gesteuert (101). Bemerkenswerterweise 

sind die Spiegel von 9-cis-RA in der menschlichen Haut wesentlich niedriger als die von atRA. 

Zusätzlich wird topisch auf die menschliche Haut aufgetragenes 9-cis-RA sehr schnell zu atRA 

transformiert (44). Das läßt Spielraum für die Vermutung, daß eine Isomerase existiert, die 

hauptsächlich atRA produziert. Alternativ wird 9-cis-RA auch aus 9-cis-β-Carotin hergestellt (206, 

207). Die physiologische Bedeutung dieser Reaktion ist noch unbekannt. 

Zusätzlich zu vielen RA-Derivaten produziert die menschliche Epidermis auch 14-OH-4, 14-reto-

Retinol, dessen biologische Aktivität zuerst in B-Lymphozyten gezeigt wurde, wo es als Ersatz 

für Retinol das Wachstum der Zellen in Kultur aufrechterhält (20). Die Rolle dieses Retinoids in 

der Haut ist noch ungeklärt. Ähnlich unbekannt ist die funktionelle Notwendigkeit von Vitamin-

A-Derivaten wie 3,4-didehydro-ROL (Vitamin A2), 9,13-dicis-RA und 3,4-dihydro-RA, die auch in 

menschlichen Keratinozyten synthetisiert werden. Die Beobachtung, daß die topische 

Behandlung mit Retinsäuren zu einer geringeren Konzentration von 3,4-dihydro-Retinoiden in der 

Haut führt, legt die Vermutung nahe, daß diese Retinoide als Speicherformen dienen (150, 151). 

Es könnte jedoch auch sein, daß 3,4-dihydro-RA als endogenes Morphogen fungiert, mit einer  

ähnlichen Bedeutung wie atRA (190). 
 

 

3.6  Retinoid Katabolismus  

 

 

3.6.1   Cytochrom-abhängige 4-Hydroxylase 

 

Bei der Umwandlung von hoch aktiven Retinoid-Liganden in inaktive Metabolite sind bestimmte 

Enzyme und nukleäre Retinoid-Rezeptoren für die Regulation von großer Bedeutung. Es konnte 

z.B. gezeigt werden, daß die wachstumshemmenden Effekte von Retinsäuren mit der Aktivität 

des RA-Metabolismus korrelieren (186). Das für diese Reaktion zuständige Enzym ist die CYP-

abhängige 4-Hydroxylase, die den β-Ionon Ring von Retinsäuren zu 4-hydroxy-RA Metaboliten 

(4-OH-RA) hydroxyliert und dann einer Autooxidation zu 4-oxo-RA unterliegt. Diese Reaktion 

weist keine nennenswerte Rückreaktion auf. Beide Metabolite können somit viel schneller von 
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den Zellen ausgeschieden werden als Retinsäuren. Die CYP-Abhängigkeit der 4-Hydroxylierung 

wurde bereits in Mikrosomen aus Rattenhaut, Kaninchen, menschlicher Leber, menschlicher 

Haut (43) und muriner Haut (163, 164) gezeigt. Sie wird zu der neu entdeckten CYP26-Familie 

gezählt (214, 215, 62). In HaCaT-Zellen ist das Enzym in unserem Labor in Nativ-Proben und 

mit atRA behandelten Zellen nachgewiesen worden (Poster 1998).  

Duell beschrieb, daß atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA die 4-Hydroxylase induziert. Diese 

Hydroxylase scheint in der menschlichen Haut jedoch nur atRA zu metabolisieren (43, 44). 

Andererseits wurde berichtet, daß 9-cis-RA und 13-cis-RA die 4-Hydroxylierung von atRA in der 

menschlichen Leber behindert (121). Popa beschrieb nur eine niedrige Expression von CYP26A1 

in humanen Keratinozyten, die nicht durch Retinsäure-Behandlung erhöht werden konnte (146). 

Fakt ist, daß die topische Applikation pharmakologischer Mengen von atRA auf der 

menschlichen Haut einen 4,5fachen Anstieg der Umwandlung zu 4-OH-RA und anderen polaren 

Metaboliten induziert.  
 

 

3.6.2  4-oxo-Metabolite 

 

Das am besten charakterisierte RA-Metabolit ist das 4-oxo-atRA, welches an RARβ, mit einer 

ähnlichen Affinität wie atRA, bindet. In vitro bindet 4-oxo-RA auch an CRABP, hat aber eine 

geringfügig niedrigere Affinität als atRA zu diesem Bindungsprotein. 

Experimente zeigten, daß die Isomere 13-cis-RA und atRA hauptsächlich intrazellulär vorhanden 

waren, während 4-OH- und 4-oxo-Metabolite sehr schnell von den Zellen ausgeschieden wurden. 

Dies deutete darauf hin, daß diese Metabolite kaum meßbar an intrazelluläre Rezeptoren binden 

(Mündliche Mitteilung F. Jugert). 

Wir beobachteten keinen Unterschied in der Oxidationsaktivität von 4-OH-RA in Medien mit 

kultivierten menschlichen Keratinozyten und Fibroblasten, verglichen mit Kulturmedien ohne 

Zellen. Dies legte die Vermutung nahe, daß 4-OH-RA spontan zu 4-oxo-RA oxidiert und somit 

nur von der Konzentration der atRA im Kulturmedium und der Induktion/Inhibition der RA-4-

Hydroxylase abhängig ist. 

Alternativ kann die Herstellung von 4-oxo-RA durch die Oxidation von 4-OH-RAL an der 2. 

oder 3. Position des β-Ionon Rings erfolgen. Dies ist eine Reaktion, die durch das Cytochrom 

P450 1A2 vermittelt wird. Hierbei wird durch 4-Oxidation von all-trans- und 9-cis-RAL, und nicht 

wie sonst aus Retinsäuren, 4-oxo-RA gebildet. Das könnte ein alternativer Weg für die 

Generierung von 4-oxo-RA sein, der jedoch nicht vollständig erklären würde, wie Retinsäuren 

gespalten werden. 
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3.6.3  Cytochrom P450 Isoenzyme (CYP) 

 

Cytochrom P450 Formen kommen ubiquitär in der Natur vor. Die Superfamilie besteht nach 

dem heutigen Kenntnisstand aus über 1200 individuellen Genen, 157 Familien und beinhaltet 

alleine 310 Formen, die in Säugetieren vorkommen. Sie erscheinen in fast allen Lebensformen, 

und ein Organismus weist meist mehrere, unterschiedliche Cytochrome auf. 52 verschiedene 

Formen konnten bereits  im menschlichen Körper identifiziert werden (181). 

Verschiedene Isoenzyme der Cytochrom P450 Gensuperfamilie sind speziell an dem 

Katabolismus von Retinoiden in der Leber (152), der Trachea (59), dem Intestinum und der Haut 

(163, 164) von Nagern beteiligt. An dem Katabolismus von Retinsäuren im Gewebe von Nagern 

und Menschen sind verschiedene CYP-Isoenzyme beteiligt.  

Es sei darauf hingewiesen, mit welchen Schwierigkeiten das Auffinden der beteiligten Isoenzyme 

speziell für einen Metabolismus verbunden ist. Die insgesamt 52 im menschlichen Genom 

vorkommenden CYP-Gene beinhalten ca. 18 Formen, die an der Umwandlung von 

Arzneimitteln und anderen Fremdstoffen beteiligt sind (7). Von diesen sind viele polymorphisch, 

einige induzierbar und andere unterliegen interindividuellen Unterschieden in Hinblick auf ihre 

Hemmbarkeit. Zusätzlich weiß man von geschlechtlichen (3A), altersspezifischen (2E1, 3A9, 51) 

und ethnischen (1A2, 2D6, u.a.) Unterschieden. Als nicht geringe Komplikation kommt hinzu, 

daß es sogenannte „Silent“-Polymorphismen gibt (69, 181) und, daß auch bei der Induzierbarkeit 

Polymorphismen vermutet werden. All diese Aspekte verdeutlichen, wie schwierig es ist, die 

genaue Determination des Anteils herauszufinden, mit dem dieses Enzym am Metabolismus von 

Retinsäuren beteiligt ist. Äußere Einflüsse dürfen dabei natürlich nicht außer acht gelassen 

werden. Zum Beispiel enthält nur eine Tasse Kaffee ca. 300 verschiedene Substanzen, die auch 

Einfluß auf den Metabolismus haben könnten (153). 
 

 

3.6.3.1  Cytochrom 1A1 und Cytochrom 1A2 

 

Das wichtigste CYP-Isoenzym in der menschlichen Haut scheint offensichtlich CYP1A1 zu sein. 

Das Enzym ist in der Lage, all-trans- und 9-cis-RAL in das korrespondierende RA-Isomer zu 

oxidieren. Ferner ist bekannt, daß die basale Expression von CYP1A1 durch die Anwesenheit 

von Retinsäure in der menschlichen Haut gehemmt werden kann (105), was auf einen 

Rückkopplungsmechanismus durch eines der Produkte dieses Isoenzyms hindeutet. 

In Lebermikrosomen vom Kaninchen sind CYP 1A2 und 2B4 die am effektivsten Retinsäuren zu 

4-OH-RA metabolisierenden Isoenzyme (159). In weiteren Studien fanden Roberts und 
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Mitarbeiter, daß CYP1A2 hohe Aktivität sowohl bei der 4-Hydroxylase von Retinsäuren als auch 

bei der Oxidation von Retinal zu Retinsäuren zeigte. Raner (151, 152) und Mitarbeiter konnten  

in Kaninchen Lebermikrosomen nachweisen, daß CYP1A1 und etwas geringer auch 1A2 die 

aktivsten Enzyme bei der Konversion von all-trans-, 13-cis- und 9-cis-RAL zu ihren 

korrespondierenden RA-Isomeren sind (151, 152). Somit spielt CYP1A1, und in geringerem 

Maße auch 1A2, vermutlich eine größere Rolle in der Aktivierung als in der katalytischen 

Oxidierung der Retinoide. Weitere Ergebnisse lassen auf eine Doppelrolle für diese Enzyme bei 

der Oxidation von all-trans-RAL und atRA schließen. 

Humane Keratinozyten in Kultur exprimieren CYP1A1. Die 4-Hydroxylierung von Retinsäuren 

steigt in gleichem Maße an wie 3-Methylcholantren, das CYP1A1 induziert. Auf der anderen Seite 

inhibieren Retinsäuren die katalytische Aktivität von CYP1A1 in der menschlichen Leber, was 

auf eine Beteiligung des 1A1 an der 4-Hydroxylierung von Retinsäuren in diesem Gewebe 

hindeutet. Die RA-4-Hydroxylase, die speziell für den Katabolismus von Retinsäuren in der 

menschlichen Haut verantwortlich ist, wird heute zu der Familie 26 der Cytochrom P450 

Enzyme gezählt (214, 215). RALDH und CYP26 werden somit als sogenannte Funktionelle-

Einheit gesehen. Das erste Enzym ist für die Bildung der Retinsäuren verantwortlich und das 

zweite für die Elimination (181). Eine CYP26 Transkription konnte in menschlicher Leber, 

Gehirn und Plazenta nachgewiesen werden. Außerdem scheint es einen großen Einfluß auf die 

embryonale Entwicklung zu haben, was an Mäuseembryonen und Stammzellen getestet wurde 

(154). Marikar (111) beschrieb, daß die Zugabe von atRA zu HaCaT-Zellen sofort die mRNA 

und die Aktivität der RA-4-Hydroxylase induzierte. In der Abwesenheit von Retinoiden oder der 

Zugabe von Retinol waren die mRNA der 4-Hydroxylase und das Protein (CYP26) kaum 

nachweisbar. Ob es hauptsächlich die CYP26 ist, die Retinsäuren in ihre weniger effizienten 4-

Hydroxy-Retinsäuren katabolisiert oder noch andere Enzyme daran beteiligt sind, bleibt 

abzuwarten. Popa (146) hingegen konnte in humaner Epidermis und in vitro Keratinozyten keine 

Hinweise von RA-Induzierbarkeit der CYP26 mRNA-Expression feststellen. Diese Studie läßt 

somit vermuten, daß noch weitere unbekannte CYP-Isoformen an dem RA-Katabolismus in 

Keratinozyten beteiligt sind. 

In Bezug auf diese Ergebnisse ist es im weiteren interessant zu untersuchen, ob die basale und 

induzierbare Aktivität dieses Enzyms in der Haut von Patienten variiert, die an 

Hauterkrankungen leiden, wo eine RA-Behandlung eine therapeutisch positive Wirkung aufweist, 

wie z. B. bei der Psoriasis, SSC, Morbus Darier, der Akne und Solaren Keratosen. Weiterhin wäre 

es von Interesse nachzusehen, welche Fremdstoffe die Aktivität des Enzyms induzieren oder 

auch inhibieren, und inwieweit diese Stoffe das klinische Bild der Retinoid-sensitiven 

Hauterkrankungen beeinflussen und verändern. 
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3.6.3.2  Cytochrom 2E1 

 

In unserem Labor konnte gezeigt werden, daß sowohl in der murinen Haut als auch in humanen 

Keratinozyten CYP2E1 immunologisch nachweisbar ist. Bemerkenswert ist die im Vergleich zur 

Leber relativ niedrige katalytische Aktivität, die durch eine Behandlung mit Ethanol induzierbar 

ist (para-Nitrophenol Hydroxylase) (184). Ein plausibler Grund der Speicherung dieses Enzyms 

in großen Mengen wäre eine möglichst schnelle Reaktion auf eine Überdosis von Retinoiden, die 

z.B. diätetisch entstehen könnte. Ein gewisser Schutz vor fatalen Nebenwirkungen in Bezug auf 

Proliferation und Differenzierung erscheint eine sinnvolle Einrichtung der Natur. Möglicherweise 

spielt CYP2E1 für diesen Schutz eine Rolle. 
 

 

3.6.3.3  Cytochrom 3A 

 

In der regulatorischen Region des CYP3A wurde eine Bindungsstelle für einen heterodimeren 

Rezeptor, bestehend aus einem RXR und einem PXR (Pregnenolon-16α-Carbonitril Rezeptor), 

gefunden (95). Das deutet zumindest auf eine wichtige Rolle des CYP3A im Retinoid 

Stoffwechsel hin. Da diese CYP3A Familie in der menschlichen Haut mit drei Isoenzymen 

vorhanden ist (CYP 3A 4, 5 und 7), und zwei durch Dexamethason induzierbar sind, ist auch hier 

die Voraussetzung für eine Beteiligung dieser Isoenzyme am Retinoidmetabolismus in der Haut 

gegeben. 
 

 

3.6.4   Rezeptoren 

 

 

3.6.4.1  Aryl Hydrokarbon Rezeptor  

 

Der Aryl Hydrokarbon Rezeptor (AHR) ist dafür bekannt, daß er toxische und kanzerogene 

Effekte von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen bzw. Dioxinen vermittelt. Hoch 

affine Liganden, wie 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzeno-p-Dioxin, zeigten sich als beeinflussende 

Faktoren in Hinblick auf Zellproliferation und Differenzierung. Auf welche Weise der AHR 

Rezeptor die Zellproliferation und Differenzierung im einzelnen beeinflußt, ist noch nicht 

vollständig geklärt (53). Außerdem wird vermutet, daß AHR direkt oder indirekt Cytochrome 

P450 kontrolliert, welche verantwortlich für den Abbau von Retinoiden sind (68, 69). 
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3.6.4.2  Peroxisom Proliferator-Aktivierender Rezeptor  

 

Der Peroxisome Proliferator-Aktivierende Rezeptor (PPAR) gehört zur Superfamilie der 

Steroidhormon-Nuklear-Rezeptoren. Ähnlich wie andere nukleäre Hormonrezeptoren agiert 

PPAR als Liganden aktivierter Transkriptionsfaktor. Er bindet Fettsäuren und spielt eine Rolle 

bei deren Aufnahme in die Zellen. Es wird vermutet, daß er zusammen mit dem RXR-Rezeptor 

ein PPAR-Responsives-Element (PPRE) bildet (67, 185). Zusätzlich reguliert PPAR die 

Expression von Genen in den Zielzellen, die am Katabolismus von Fettsäuren beteiligt sind (74). 
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4  Aufgabenstellung 

 

 

4.1  Der Retinoidmetabolismus in HaCaT-Zellen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Retinoidmetabolismus der HaCaT-Zellen näher untersucht. 

Retinoide werden heutzutage in verschiedenen Bereichen der Medizin als wirksame Präparate 

eingesetzt. Es hat sich dabei herausgestellt, daß die Wirksamkeit der Retinoide grundlegend durch 

ihren Metabolismus beeinflußt wird. Der Wissensstand hinsichtlich des genauen Ablaufs  der 

Stoffwechselwege weist momentan noch große Lücken auf. Offensichtlich sind Keratinozyten 

der menschlichen Haut Zielzellen des Retinoidmetabolismus (149, 199, 200, 201). Deshalb 

interessieren in besonderem Maße die Verstoffwechselung und die Regulierungsmechanismen in 

dieser Zellart. Ein Modell der humanen Keratinozyten in vitro stellt die HaCaT-Zellinie dar, 

welche den Vorteil der Standardisierung und der unbegrenzten Reproduzierbarkeit aufweist. Es 

kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß die HaCaT-Zelle auf Grund der Art und Weise, 

wie sie entstand, Stoffwechselwege geschaffen hat, die nicht mehr die natürliche in vivo Situation 

der humanen Keratinozyten reflektieren.  

Dies veranlaßte uns, den Retinoidmetabolismus von HaCaT-Zellen in vitro zu untersuchen und 

die gewonnenen Ergebnisse mit den bekannten Verhältnissen, in ex vivo gewonnenen 

Keratinozyten, zu vergleichen. 

Die HaCaT-Zellen wurden in unserem Versuch jeweils mit Retinol, Retinal, all-trans Retinsäure, 

9-cis-Retinsäure oder 13-cis-Retinsäure in einer Konzentration von je 10-5  M behandelt. Parallel zu 

den Kulturflaschen mit HaCaT-Zellen wurde eine Kontrollgruppe von je 10-5 M ohne Zellen 

angelegt. Die Inkubationszeit betrug jeweils 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden bei 37°C und 5 % 

CO2. Durch Analyse der spontanen Abbauprodukte und der nachweisbaren Metabolite konnte 

man Rückschlüsse auf die Verstoffwechselung der Retinoide ziehen. Alle Experimente wurden in 

fünffach-Ansätzen durchgeführt. Die interne Varianz der Methode lag jeweils bei weniger als 5 

%.  Diese Ergebnisse wurden durch molekularbiologische Nachweise ergänzt, in denen die 

mRNA von verschiedenen Enzymen und Bindungsproteinen, die bekanntermaßen im 

Retinoidmetabolismus eine Rolle spielen, nachgewiesen wurden. Hierfür wurden HaCaT-Zellen 

für 72 Stunden mit Retinoiden inkubiert und die mRNA Induktion mittels RT-PCR 

nachgewiesen. Es wurde versucht, die Expression der Enzyme ROLDH, RALDH, 9-cis-

ROLDH, CYP1A1, CYP1A2, hLRAT, der Bindungsproteine CRBP I, CRBP II, CRABP I, 

CRABP II und der Rezeptoren AHR und PPAR in HaCaT-Zellen nachzuweisen. 
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4.2  Zielsetzung  und  Fragestellungen  

 

Ziel dieser Dissertation ist der Vergleich des Metabolismus von Retinoiden in HaCaT-Zellen in 

vitro zu bekannten Daten in primären humanen Keratinozyten. 
 

 

Es wurden folgende Fragestellungen untersucht: 

 

 

1.  Welche Metabolisierungswege weisen die HaCaT-Zellen im Vergleich zu primären 

humanen Keratinozyten in vitro auf, wenn sie mit Retinol inkubiert werden? 
 

 

2.  Beeinflussen die Retinol Dehydrogenase und die Retinal Dehydrogenase in HaCaT-Zellen  

die Synthese von Retinsäure in gleicher Weise wie in primären humanen Keratinozyten in 

vitro ? 
 

 

3. Weist der Metabolismus nach der Zugabe von Retinal, atRA, 9-cis-RA oder 13-cis-RA in 

HaCaT-Zellen Unterschiede auf? 
 

 

4. Wie sind die quantitativen Verhältnisse der Isomere, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA 

untereinander? 
 

 

5. Ist eine mRNA-Induktion der Bindungsproteine CRBP I, CRBP II, CRABP I und 

CRABP II in HaCaT-Zellen nach Retinoid-Inkubation nachweisbar?  
 

 

6. Findet die Hydroxylierung und Oxidation von atRA und 13-cis-RA zu den 

entsprechenden, inaktiven 4-oxo-Metaboliten in gleicher Weise wie in primären humanen 

Keratinozyten in vitro statt? 
 

 

7. Ist eine mRNA-Induktion der Cytochromen 1A1 und 1A2 in HaCaT-Zellen nach 

Retinoid-Inkubation nachweisbar?  
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4.3  Die HaCaT-Zelle  

 

 

4.3.1  Zellinien 

 

Die Immortalisierung von menschlichen Hautzellen bzw. Keratinozyten wurde zuerst durch 

Infektion mit einem Virus oder der Transfektion mit der entsprechenden, isolierten Virus-DNA 

erreicht. Dafür wurden das Simian Virus 40 (SV40) und das humane Papilloma Virus (HPV 16, 

18, 31 und 33) verwendet. Das Resultat waren potentiell-unsterbliche, nicht tumorgene Zellinien, 

die im Vergleich zu normalen Keratinozyten eine veränderte Differenzierung aufwiesen. 

Abhängig von dem verwendeten Virus zeigten diese genetisch instabilen Zellinien mit 

fortschreitender Passage die Tendenz zu tumorösen Veränderungen. Damals wurde zuerst 

angenommen, daß ein Mangel an Differenzierungsfähigkeit ausnahmslos mit Transformation 

oder Malignität verbunden sein müsse. Deshalb wurde nach weiteren Zellinien gesucht, die diese 

Differenzierungsfähigkeit noch aufweisen könnten. Zusätzlich zu diesen viral transformierten 

menschlichen Zellinien gibt es drei Berichte von spontan immortalisierten menschlichen 

Keratinozyten. Diese Zellen werden als genetisch stabiler angesehen und sind somit besser dafür 

geeignet, eine normale Epidermis in vitro zu repräsentieren als solche, die virusinduziert sind. Im 

speziellen ähnelt besonders die spontan immortalisierte, humane Keratinozytenlinie der HaCaT-

Zellen den normalen Zellen in ihrem Wachstums- und Differenzierungsverhalten (15, 16).  
 

 

4.3.2  Die Entstehung der HaCaT-Zellen 

 

Nach langanhaltender Inkubation der Zellen bei erniedrigten Ca²+ Bedingungen und erhöhter 

Temperatur (38,5°C) weichen normale menschliche Keratinozyten in vitro immer weiter von der 

natürlichen Wachstumskontrolle ab und werden autonom, das heißt, daß sie sich klonal 

vermehren. So wurde 1987 unter diesen bestimmten Bedingungen eine spontan transformierte 

menschliche epidermale Zellinie aus Erwachsenenhaut geschaffen, die sich jedoch die epidermale 

Differenzierungsfähigkeit erhalten hatte. Diese Zellinie wurde HaCaT genannt, um auf ihren 

Ursprung von humanen Keratinozyten der Erwachsenenhaut unter niedrigen Ca²+  Bedingungen 

und erhöhter Temperatur hinzuweisen: “ the origin is from human adult skin keratinocytes 

propagated under low Ca²+ conditions and elevated temperature“ (15).  
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4.3.3  Eigenschaften der HaCaT-Zelle 

 

Die stabilen Marker-Chromosomen, die man in den HaCaT-Zellen nachweisen kann, lassen 

eindeutig einen monoklonalen Ursprung erkennen. Ein Identitätsvergleich der HaCaT-Linie mit 

nativen Keratinozyten wurde mit Hilfe eines DNA-Fingerabdrucks (Fingerprint) durchgeführt. 

Der hoch charakteristische DNA-Fingerprint konnte in allen Zellen eindeutig nachgewiesen 

werden (16). Die Zellen zeigen einen leicht veränderten Phänotypus, doch sie entarten unter 

diesen Bedingungen auch nach langer Inkubation und häufigen Passagen nicht. Karyotypisch 

weist die Zellinie eine Abweichung vom euploiden Chromosomensatz auf. Einzelne 

Chromosomen sind nicht in normaler Anzahl vorhanden. Dieser veränderte Karyotyp kann dazu 

führen, daß besonders unter Streß und Selektionsdruck verschiedene Zellpopulationen erzeugt 

werden. Die Charakteristiken der HaCaT-Zellinie dokumentieren somit klar, daß sich die 

spontane Transformation von Erwachsenenhaut in vitro ereignen kann und mit einer 

sequentiellen chromosomalen Veränderung in Verbindung steht, wobei dies nicht zwangsweise 

mit schwerwiegenden Defiziten hinsichtlich der Differenzierung verbunden sein muß. 

Trotz des veränderten und unbeschränkten Wachstumspotentials bilden HaCaT-Zellen, 

vergleichbar mit nativen, humanen Keratinozyten, ein neues, ordentlich strukturiertes und 

differenziertes epidermales Gewebe, wenn man sie z.B. auf Nacktmäuse transplantiert. Spezifisch 

nachweisbare Keratine und andere Marker, wie z.B. Involucrin und Filaggrin, sind exprimiert und 

regelgerecht lokalisiert (16).  
 

 

4.3.4  Verwendbarkeit von immortalisierten Zellinien 

 

Unsterbliche Keratinozyten-Zellinien werden für in vitro Testversuche eingesetzt. Sie bieten die 

Vorteile einer leichten Handhabung, der unbegrenzten Reproduzierbarkeit, und man geht 

zusätzlich von einer besseren Standardisierbarkeit aus. Ein Hauptvorteil stabil transformierter 

Zellinien ist, daß sie eine Beurteilung von stabilen genetischen Modifikationen ermöglichen. 

Die in vivo Situation von menschlichen Keratinozyten, die exogene Stimuli empfangen und diese 

in endogene Signale umsetzen, ist die Voraussetzung für die Bildung von menschlichem Gewebe. 

Wenn HaCaT- oder genetisch modifizierte Zellen unter optimalen organotypischen 

Kulturbedingungen gehalten werden, könnte ihnen ermöglicht werden, eine funktionierende 

Epidermis zu bilden. Diese künstliche Epidermis wäre ein vielversprechendes und attraktives in 

vitro Testsystem. Verschiedene Veröffentlichungen haben sich bereits mit diesem Thema 

beschäftigt (63, 19). 
 

 39



  

4.3.5  Die Vorteile der HaCaT-Zellen 

 

Ein Nachteil von Zellinien ist oft, daß sie kleinere oder größere Defizite hinsichtlich ihrer 

Funktions- oder Differenzierungsfähigkeit gegenüber ihrem Originalgewebe aufweisen. Die 

HaCaT-Zelle zeigt jedoch eine sehr gering veränderte Differenzierungsfähigkeit und ein 

Expressionsmuster der Cytochrom P450 Enzyme, welches den nativen menschlichen 

Keratinozyten sehr ähnelt. Auch benötigen sie keine mesenchymalen Nahrungszellen für ihre 

klonale Proliferation. Sie sind sowohl in flüssigen als auch in halbflüssigen Substraten 

vermehrungsfähig und auf Plastik sowie in Agarosegel klonierbar (63). Somit sind sie mittlerweile 

ein gebräuchliches Hilfsmittel, um den Mechanismus der Keratinisierung in menschlichen Zellen 

zu studieren.  
HaCaT-Zellen haben außerdem über ausgedehnte Kulturperioden eine hohe genetische Stabilität. 

Selbst wenn die Zellen über 300 Passagen kultiviert und durch UV-Licht spezifische Mutationen 

in beiden Allelen des Tumorsuppressorgens P53 hervorgerufen werden, wechseln die Zellen 

nicht zu einem tumorgenen Phänotyp (16). Innerhalb der ersten 300 Passagen erhöhen sich 

Proliferationsrate, die Klonierungsfähigkeit und das serumabhängige Wachstumspotential. 

Danach erlangen HaCaT-Zellen eine Unabhängigkeit vom Wachstumsort und zeigen in späteren 

Passagen eine verringerte Differenzierungsfähigkeit. Trotzdem bleiben die Zellen nicht-

tumorgen, wenn man sie subkutan in die Haut von Nacktmäusen injiziert (16). Diese 

Differenzierungsfähigkeit und genetische Stabilität hat die HaCaT-Zellinie zu einem weit 

verbreiteten Ersatz für native humane Keratinozyten gemacht.  

HaCaT-Zellen zeigen bei Kultivierung auf einem Kollagengel mit inkorporierten, 

transformierten, murinen Fibroblasten ein mehrschichtiges, durchgängiges Stratum corneum, das 

die Hauptpermeationsbarriere für topisch applizierte Substanzen darstellt (169). Um die Zellen zu 

einem mehrschichtigen Wachstum zu stimulieren, ist eine Angleichung der 

Kultivierungsbedingungen an die Verhältnisse in vivo nötig. Die Entwicklung organotypischer 

Hautäquivalente ist für viele verschiedene Bereiche, wie z.B. für Permeationsuntersuchungen von 

Arzneistoffen aus dermalen Zubereitungen, interessant (179).  

HaCaT-Zellen reagieren auch in vitro auf modulierende Faktoren wie z.B. Retinoide (15). So 

zeigen sie eine erhöhte Expression von den epidermalen Keratinen K1 und K10 bei RA-

Verringerung im Medium. Dieses Muster kann durch eine RA-Konzentrationserhöhung 

umgedreht werden. Bei RA-Dosen von 10-10 bis 10-8 M kann nur eine leichte Stimulation des 

Wachstums verzeichnet werden, die nicht direkt mit einer weitgehend unterdrückten Verhornung 

korreliert (211).  
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Die Einflüsse von Retinoiden auf HaCaT-Zellen stehen weiterhin im Mittelpunkt vieler 

wissenschaftlicher Studien. Das Wissen um die genaue Metabolisierung von Retinoiden und ihre 

Einflüsse auf die HaCaT-Zellen beeinflußt die Arbeit mit dieser Zellinie grundlegend und kann 

beispielsweise die Suche nach effizienteren Behandlungsmöglichkeiten in der Therapie mit 

Retinoidpräparaten erleichtern.  

HaCaT-Zellen sind somit unumstritten eine anerkannte Zellinie, um den Retinoid-Metabolismus 

in vitro zu studieren.    
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5  Material und Methoden 

 

 

5.1  Zellkultur 

 

5.1.1  Passagieren der HaCaT-Zellen 

 

Die verwendete HaCaT-Zellinie wurde freundlicherweise von P. Boukamp und N. Fusenig 

(DKFZ Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 
 

Wenn der Boden einer Kulturflasche vollständig mit HaCaT Zellen bedeckt ist, ist es nötig, diese  

abzulösen und wiederum auf mehrere Kulturflaschen aufzuteilen. Dieses Passagieren der Zellen 

dient der kontrollierten Vermehrung und dem Wachstum der Zellen. 

Im ersten Arbeitsschritt wird das alte Medium mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette aus der 

Kulturflasche abgesaugt, da das Medium noch Serum enthält, welches die Wirkung des Trypsins, 

das im nächsten Arbeitsschritt verwendet werden muß, inhibieren würde. Um dieses Serum zu 

entfernen, spült man die Flasche mit den Zellen mit sterilem PBS aus.  

Dann saugt man das PBS wieder ab und pipettiert 2,5 ml Trypsin/EDTA in die Flasche. Trypsin 

ist eine Protease, die Proteine spalten kann. Sie wird hier eingesetzt, um die Ablösung der Zellen 

vom Boden einzuleiten. Die Flasche wird hierfür 3 Minuten in den Inkubator bei 37°C gestellt, 

wo die Zellen sich lösen und abkugeln sollen. Unter dem Mikroskop kontrolliert man diesen 

Vorgang. Wenn sich nach 3 Minuten die Zellen noch nicht vollständig gelöst haben, kann die 

Inkubationszeit verlängert werden. Dies sollte unbedingt minütlich kontrolliert werden, da zu 

lange Trypsineinwirkung die Zellen auf Grund ihrer Proteaseaktivität irreversibel schädigen kann. 

Deshalb wird nach dem Ablösen der Zellen serumhaltiges Kulturmedium zugegeben, um die 

Wirkung des Trypsins zu neutralisieren. 

Im nächsten Arbeitsschritt werden die Zellen vom Medium mittels Zentrifugation getrennt. Bei 

1300 Umdrehungen wird 6 Min. zentrifugiert, bis die Zellen als Pellet am Boden zu sehen sind. 

Der Überstand wird abgesaugt und verworfen, während das Zellpellet mit 5-6 ml frischem 

Kulturmedium resuspendiert wird. Nun können die Zellen wieder in Kulturflaschen aufgeteilt 

werden, wobei man pro Flasche 10 ml Medium zu 1-1,5 ml Zellsuspension gibt, die gleichmäßig 

in der Flüssigkeit verteilt wird. Wie viele neue Flaschen angelegt werden, hängt von der Zelldichte 

ab. Anschließend werden die Flaschen so verschlossen, daß eine ausreichende Belüftung 

gesichert ist. Die Inkubation erfolgt in einem CO²-Inkubator, der 37°C und einen CO²-Gehalt 

von 5 % in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre konstant hält. Die Zellen heften sich nun 

innerhalb der nächsten 2-3 Stunden an den Boden. An dem darauffolgenden Tag sollte nochmals 
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ein Mediumwechsel vorgenommen werden. Dieser dient dazu, nicht adhärente Zellen zu 

entfernen. Zusätzlich ist eine Beurteilung der Zellen unter dem Mikroskop sinnvoll, um eine 

Kontamination oder Fehler bei der Durchführung schnell genug am veränderten Aussehen und 

Verhalten der Zellen erkennen zu können. 
 

 

5.1.2  Mediumwechsel 

 

Das Medium wird alle zwei Tage gewechselt. Mit einer sterilen Pasteurpipette saugt man das alte 

Medium ab. Anschließend gibt man 10 ml neues Medium mit Hilfe einer Einmalpipette dazu. Bei 

jedem Mediumwechsel werden die Zellen unter dem Mikroskop begutachtet. 
 

 

5.1.3  Mediumzusammensetzung 

 

Die Mediumzusammensetzung für die HaCaT-Zellen beinhaltet 450 ml DMEM mit L-Glutamin 

und 4,5 g/l Glukose. Diesen 450 ml werden 50 ml Foetales Kälber Serum (FCS) zugegeben. 
 

 

5.1.4  Retinoidbehandlung der Zellen 

 

Die HaCaT-Zellen wurden in unserem Versuch jeweils mit Retinol, Retinal, all-trans Retinsäure, 

9-cis-Retinsäure oder 13-cis-Retinsäure behandelt. Die HaCaT-Zellen stammten aus der 84. 

Passage. Die gesamte Versuchsdurchführung fand im Dunkeln statt. Die einzelnen 

Arbeitsschritte wurden nur mit Rotlicht durchgeführt, um die lichtinduzierte Autooxidation der 

Retinoide zu verhindern. 

Für jedes Retinoid wurden 6 Kulturflaschen mit HaCaT-Zellen vorbereitet. Jedem Ansatz wurde 

10-5  M des zu untersuchenden Retinoids zugefügt. 

Parallel zu den Kulturflaschen, in denen die HaCaT-Zellen mit Retinoiden stimuliert wurden, 

wurde eine Kontrollgruppe angelegt. Die gleiche Anzahl Kulturflaschen, mit derselben 

Endkonzentration von 10-5  M, wurde ohne HaCaT-Zellen inkubiert. 

Die Inkubationszeit betrug jeweils 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden. Die Kulturflaschen wurden 

bei 37°C und 5 % CO2 in dem Inkubator kultiviert. Nach der vorgesehenen Inkubationszeit 

konnten die einzelnen Ansätze für die Analyse in der RP-HPLC aufbereitet werden. 
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5.1.5  Extraktion der Retinoide 

 

Zu jedem Ansatz wird die 3,75fache Menge IST (Ethanol plus Interner Standard) gegeben, um 

die Proteine auszufällen und die Retinoide, die in der RP-HPLC analysiert werden sollen, zu 

extrahieren. Das Medium-Ethanol Gemisch wird dabei nicht aus der Kulturflasche entfernt. Die 

Proben werden nun mindestens einen Tag im Gefrierschrank bei -20°C gelagert, bevor sie für die 

RP-HPLC weiterverarbeitet werden. 
 

 

5.1.6  Geräte 

 
Pipetten:  Pasteurpipetten: Einmalgebrauch aus Glas; Brand GmbH; Cat. No  

   747720 

Pipetten:  Eppendorf-Pipetten; Research von 10-1000 µl 

Multipette:  Multipette 4780, Eppendorf, Hamburg 

Kulturflaschen:  75 cm2 Gewebekulturflaschen; Costar-Corporation; Cambridge USA;  

           Nr. 430198 

   25 cm2; Greiner GmbH; Frickenhausen Deutschland; Nr. 690168  

Sterilbank:    HS 18; Heraeus, Hanau 

Pipettierhilfe:  Hirschmann, Pipetus-Akku 

Mikroskop:   Phasenkontrast- Mikroskop; DMIL Leica, Wetzlar  

Absaugsystem:  Integra  

CO2-Inkubator:  MCO17 AI; Sanyo, Japan 

Zentrifuge:   Labofuge 400; Heraeus, Hanau 

Rotlichtquelle:  Osram 4563  
 

 

5.1.7  Chemikalien und Zellkulturmedien 

 

Medium:   DMEM; High Glucose (1x) mit L-Glutamin ; 4,5 g/l Glucose; PAA  

   Laboratories GmbH, Linz, Austria, Cat NO: E 15-810 

FCS:    Foetales Kälber Serum: Biochrom 50115/500 ml; Chargen Nr.: 5535 

PBS:    Phosphate Buffered Saline: PAA, PBS; ohne Calcium und Magnesium; 

   Nr.H 15-002 

Trypsin/EDTA: PAA 11-660; 100 ml; Laboratorien GmbH Linz, Austria  

IST:   Acitretin; Hoffmann-La Roche, Basel 
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5.2  Reversed-Phase-High-Performance Liquid Chromatography 

(RP-HPLC) 

 
5.2.1  Vorbereitung der Versuchsproben für die Reversed-Phase- 

  HPLC  

 

Die Kulturflaschen mit den ausgefällten Proteinen werden bis zur Analyse in der RP-HPLC in 

einem Gefrierschrank bei –20°C aufbewahrt. Die Vorbereitung der Proben für die RP-HPLC 

wird unter Rotlicht durchgeführt, damit die UV-sensiblen Produkte erhalten bleiben. Nach 

Abdunklung des Raumes können die Kulturflaschen aus dem Gefrierschrank genommen werden. 

Vor der Probeentnahme sollte darauf geachtet werden, daß der Flascheninhalt nochmals gut 

durchgemischt wird. Anschließend füllt man jeweils 1,5 ml der Flüssigkeit in Proberöhrchen, die 

vorher ausreichend beschriftet wurden. Die befüllten Röhrchen können dann mit einem 

Schraubverschluß mit Dichtungsring sicher verschlossen werden. Nachdem der Deckel fest 

angezogen ist, kann man die Proberöhrchen in die Zentrifuge stellen, wobei darauf geachtet 

werden muß, daß die Bestückung austariert ist. Bei 15000 Umdrehungen läßt man die Zentrifuge 

4 Minuten laufen und erreicht am Ende eine Trennung der gefällten Proteine von den zu 

untersuchenden Substanzen, die in der Mischung aus Medium und Ethanol gelöst sind. Nach der 

angegebenen Zeit werden die Proberöhrchen herausgenommen, der Überstand vorsichtig mittels 

einer 3,5 ml Transferpipette abgenommen und in die vorbereiteten Gewindeflaschen gefüllt. Bei 

diesem Vorgang muß darauf geachtet werden, daß nicht das Pellet mit den Proteinen vom Boden 

versehentlich mit aufgesaugt wird. Mit einer Schraubkappe mit Loch, die nur leicht zugedreht 

wird und einem Schlitzseptum, verschließt man die Gewindeflasche. Nach dem Einsortieren in 

den Autosampler der RP-HPLC kann das Gerät gestartet werden.   
 

 

5.2.2  Nachweis von Retinoiden durch die Reversed-Phase-HPLC 

 

Die Methode zum Nachweis der Retinoide stammt von R. Wyss (218), Hoffmann-La Roche, 

Basel. Dabei kommt eine Reversed-Phase-HPLC Analytik zum Einsatz. Nachdem die Retinoide, 

wie oben beschrieben, aus Kulturmedium und Zellen durch Addition von 3,75 Volumen Ethanol 

(Merck, Darmstadt), welches den Internen Standard Acitretin (Hoffmann-La Roche, Basel) 

enthält, extrahiert worden sind, werden 1,5 ml der Flüssigkeit in eine Mikrotube transferiert und 

zentrifugiert, um die Proteine zu pelletieren. Die Überstände werden für die RP-HPLC-Analyse 

verwendet. Wir injizierten 100 µl der Probe in die RP-HPLC mit automatischem 
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Vorsäulenwechsel (Intelligenter Autosampler AS-4000; zwei L-6000A Pumpen; eine L-6200A 

intelligente Pumpe, D-6000 AIF; D-6000 HPLC Manager Software, Merck-Hitachi, Darmstadt; 

E.A. 6-port Ventile 7066 CPR; zwei H.S. Ventile 7000 E, Solvent Degasser Unit SDU 2004, 

Solvent Selector, LabSource, Rheinach, Schweiz; UV-VIS Detector SPD-10A, Shimadzu, Japan) 

mit zwei 250-4 Supersher 100 RP-18 (Merck) als analytische Säulen. Die analytischen Säulen 

werden auf 26°C mit einem Säulenofen, kontrolliert durch eine Peltier Controller Unit PCU 1000 

(LabSource), temperiert. Die analytische Methode wurde im Detail von R. Wyss beschrieben 

(218). Die Bestimmung wurde durch die Verwendung des Internen Standards Acitretin und der 

Externen Standards 13-cis-RA, 9-cis-RA und atRA und der 4-oxo-13-cis- und der 4-oxo-atRA als 

Metabolite validiert. 

Alle Experimente wurden in fünffach-Ansätzen durchgeführt, und die interne Varianz der 

Methode lag bei weniger als 5 %. 
 

 

5.2.3  Chemikalien 

 

Interner-Standard: Acitretin; Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 

 

Externe-Standards: 13-cis-RA     (Sigma, Deisenhofen, Germany) 

   9-cis-RA       (Sigma, Deisenhofen, Germany) 

   atRA          (Sigma, Deisenhofen, Germany)  

 

Metabolite:  4-oxo-13-cis-RA   

   4-oxo-atRA   

   (Geschenk der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) 

 

Ethanol, absolut: Merck, Darmstadt 

 

Acetonitril   HPLC-Grade, Baker, Deventer, Niederlande 

 

Essigsäure   100 %, Merck, Darmstadt 

 

HPLC-Wasser   Merk, Darmstadt 
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5.2.4 Geräte: 

 

Waage:    Sartorius, Analysewaage 1200 

Zentrifuge :   Eppendorf Zentrifuge 5415 C 

Proberöhrchen :  BIOzym; 1,5 ml, Amber mit Schraubdeckel und Dichtung  

Schraubkappen (mit Loch):  GPI 8-425; MERCK (NR. 18082) 

Silicon-PTFE-Septen:  geschlitzt für Probegläser (Art. 1818) 

Gewindeflaschen:  32x11,5 MM, PAC 

Transferpipetten:  3,5 ml; Sarstedt 

Autoklav:    Webecke Typ WEBECO; Bad Schwartau 

Rotlichtquelle:    Osram 4563 
 

 

5.3 RNA Isolation 

 

 

5.3.1 RNA Isolation für die RT-Polymerase-Kettenreaktion 

 

Bei der Isolierung von RNA aus Zellen muß darauf geachtet werden, daß die verwendete 

Zellanzahl mindestens eine Menge von 5 x 106 
 Zellen beträgt und eine Menge von 1 x 108 nicht 

überschreitet. Die maximal verwendete Menge hängt von dem spezifischen RNA-Gehalt 

einzelner Zellinien ab, welche sehr große Unterschiede in den verschiedenen Arten aufweisen. 

Die Bindungskapazität der verwendeten „RNeasy midi spin column“ liegt bei 1 mg RNA. Wieviel 

RNA gewonnen werden kann, hängt neben der Zellzahl von der effektiven Zelllyse ab und der 

somit freiwerdenden RNA.  

Alle Schritte der RNA Isolierung werden bei Raumtemperatur (20-25°C) durchgeführt. Alle 

Zentrifugationsschritte werden in einer Laborzentrifuge mit Schwinghaltern durchgeführt.  

Vorbereitungen: 

β-Mercaptoethanol (β-ME) muß vor dem Gebrauch zu dem Lyse-Puffer gegeben werden. Man 

gibt 10 µl des 14.5 M  β-ME auf 1 ml Puffer (RLT). 
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5.3.2  Lyse der Zellen 

 

Die Zellen in den Zellkulturflaschen wurden direkt lysiert, wozu sie vorher in einem Pellet 

gesammelt wurden. Das alte Zellmedium wird dafür abgesaugt, und anschließend werden die 

Zellen zur Reinigung nochmals mit DPBS-Puffer gespült. Das DPBS wird so abgesaugt, daß nur 

die am Boden haftenden Zellen in der Flasche zurückbleiben. Nun erfolgt die eigentliche Lyse 

der Zellen, indem man 3,8 ml RLT Lyse-Puffer, welcher vorher mit β-Mercaptoethanol gemischt 

wurde, auf die Zellen gibt und durch leichtes Schwenken gleichmäßig verteilt. Die Zellproteine 

werden gespalten, und es entsteht ein dünnflüssiger Schleim, der mit einem speziellen „Cell 

Scraper“ vom Boden der Zellkulturflasche abgekratzt werden kann. Um ein homogenes Lysat zu 

erhalten, aspiriert man es mehrere Male mit der Pipette und gibt es anschließend in ein RNase-

freies Polypropylen-Röhrchen.  
 

 

5.3.3  Filtern des Lysates 

 

Das Röhrchen mit dem Inhalt wird für 10 Sek. gevortext, damit die Suspension einheitlich 

dünnflüssig wird. Eine inkomplette Homogenisierung führt zu einer signifikanten Reduktion der 

RNA-Ausbeute und kann zu einer Verstopfung der „RNeasy midi spin column“ (Säule) führen. 

Dann fügt man 3,8 ml 70 % Ethanol zu dem homogenisierten Lysat und vortext die neue 

Mischung, um die Entstehung von Präzipitaten zu verhindern. Falls doch sichtbare Präzipitate 

erkennbar sein sollten, wird das Röhrchen so lange kräftig geschüttelt, bis diese sich wieder 

aufgelöst haben. Die insuffiziente Resuspendierung von Präzipitaten kann eine DNA-

Kontamination hervorrufen und zu einer unreinen RNA Ausbeute führen.  

Das Lysat kann nun in die „RNeasy midi spin column“ pipettiert werden, die sich in einem 15 ml 

Zentrifugen-Röhrchen befindet. Das maximale Füllvolumen beträgt 3,8 ml. Vor dem 

Zentrifugieren wird das Röhrchen verschlossen und 5 Minuten bei 3000-5000x g zentrifugiert. 

Dieser Vorgang wird nun wiederholt, um auch das restliche Lysat zu filtern, wobei bei jedem  

Zentrifugationsschritt darauf zu achten ist, daß das Lysat komplett durch den Filter gelaufen ist. 

Sollte dies nicht der Fall sein, wird die Zentrifugationszeit von 5 auf 10 Minuten erhöht. Die 

Flüssigkeit, die sich in dem 15 ml Röhrchen ansammelt, kann verworfen werden. Die RNA 

bindet an die RNeasy-Membran und wird somit vom restlichen Lysat getrennt. 
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5.3.4  Reinigen der RNA 

 

Zum Reinigen der RNA werden Puffer auf die im Filter gebundene RNA gegeben, um 

unerwünschte Stoffe herauszuwaschen. Die RNA-Ausbeute bleibt dabei jedoch weiterhin in der 

Säule gebunden. Die Flüssigkeitsmengen, die sich nach dem Zentrifugieren jeweils in dem 15 ml 

Röhrchen befinden, können verworfen werden. 

Zuerst wird 3,8 ml RW1-Puffer in das Röhrchen gegeben und für 5 Minuten bei 3000-5000 x g 

zentrifugiert. Im nächsten Schritt gibt man 2,5 ml RPE-Puffer, der vorher mit Ethanol gemischt 

wurde, auf die Säule. Nach Schließen des Röhrchens wird es für 2 Minuten bei 3000-5000x g 

zentrifugiert. Anschließend gibt man nochmals die gleiche Menge RPE-Puffer auf die Säule, aber 

zentrifugiert dieses Mal 5 Minuten, damit die Membran trocken wird. Es ist wichtig, die 

Membran gründlich zu trocknen, da sonst die Gefahr besteht, daß zurückbleibendes Ethanol die 

weiteren Reaktionen behindern könnte. 
 

 

5.3.5  Herauslösen der RNA aus der Säule 

 

Zuerst wird die Säule in ein neues RNase-freies Röhrchen überführt, damit keine ungewollt 

zurückgebliebenen Zellbestandteile die RNA-Ausbeute verunreinigen. Nun gibt man 250 µl 

RNase–freies Wasser auf die Säule und läßt es eine Minute lang einwirken. Anschließend wird die 

Säule 3 Minuten bei 3000-5000x g zentrifugiert, wobei sich unten in dem Röhrchen die RNA im 

Wasser gelöst ansammelt. Dieser Schritt wird nochmals mit der gleichen Menge Wasser 

wiederholt. Die isolierte RNA kann nun direkt für Versuche genutzt, oder sollte bei nicht 

sofortigem Gebrauch bei -80°C gelagert werden.  
  
 

5.3.6  Geräte und Materialien 

 

Pipettenspitzen: steril, RNase –frei  

Zentrifuge:   Labofuge 400 (3000-5000x g) ; Heraeus, Deutschland 

Zell-Schaber:   Disposable Cell Scraper; Costa Corporation ; Cambride, USA 

Pipette:   Gold Seal; 10 ml  

RNase-freies Polypropylen-Röhrchen    
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5.3.7  Medien 

 

Waschpuffer :   RW1 ; Qiagen GmbH; Hilden 

β-Mercaptoethanol  14.5 M β-ME; BioRad, Herkules, Kalifornien, USA 

Ethanol:   96-100 % 

Puffer RLN:   50 mM Tris-HCL, pH 8,0, 140 mM NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,5 % (v/v) 

   Nonidet P 40 (1,06 g/ml) 

Puffer RPE:  Konzentrat + 4 Volumen Ethanol (100-96 %) 

DPBS:   Dulbecco´s phosphate buffered saline (1x); ohne Calcium und  

   Magnesium 

 

Vor Gebrauch zufügen: 1000 U/ml RNasin (optional) und 1 mM DTT.  
 

 

5.4  Die Reverse Transcribed-Polymerase-Kettenreaktion  

(RT-PCR) 

 

5.4.1  Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) wurde Mitte 

der achtziger Jahre von Kary Mullis entwickelt und hat, wie die DNA Sequenzierung, die 

Molekulargenetik revolutioniert (91). Mit ihrer Hilfe  kann man nun Gene, die seltene Zielobjekte 

in einem riesigen Genom von bis zu 100000 Genen sind, gezielt nachweisen. Die PCR erlaubt, 

eine enorme Anzahl von Kopien einer spezifischen DNA-Sequenz zu produzieren, ohne auf das 

Klonieren zurückgreifen zu müssen. Die PCR wird heutzutage z.B. zum Nachweis von 

Mutationen, zur Überwachung von Krebstherapien, zum Nachweis von Bakterien- und 

Virusinfektionen, zur Geschlechtsbestimmung pränataler Zellen und für molekulare 

Evolutionsstudien eingesetzt. 
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5.4.2  Das RT-Polymerase-Kettenreaktion Verfahren  

 

Die PCR-Methode läßt sich zur Untersuchung von Genexpressions-Mustern einsetzen. Solche 

empfindlichen Methoden für den Nachweis und die Analyse von seltenen mRNA- 

Transkriptionen oder RNA, die in geringen Mengen vorhanden sind, spielen eine wichtige Rolle 

in zell- und molekularbiologischen-Studien. Da jedoch RNA nicht als Vorlage für eine PCR 

dienen kann, muß sie zuerst „umgeschrieben“ (reverse transcribed) werden, in eine sogenannte 

copy-DNA (cDNA). Die mRNA wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase 

umgeschrieben, und die so entstandene cDNA dient als Matrize für die PCR. Dazu können 

Reverse Transkriptasen wie die vom Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) oder dem 

Avian Myeloblastosis Virus (AMV) dienen. 

Powell et al. (147) beschrieb als erster die kombinierte Technik, in welcher die Reverse 

Transkription (RT) direkt mit einer anschließenden PCR-Amplifikation der resultierenden cDNA 

kombiniert wurde (147). Heute wird diese Technik gebräuchlicherweise als RT-PCR bezeichnet. 
 

 

5.4.3  mRNA 

 

Die mRNA, die für die RT-PCR benutzt wird, sollte vorher gründlich gereinigt werden. 

Kontaminationen sollte vorgebeugt und ein RNase-Inhibitor benutzt werden. Zur Überprüfung 

der Vollständigkeit der RNA kann die Probe durch Gelelektrophorese untersucht werden. Gute 

mRNA-Proben stellen sich als Schmier zwischen 500 BP und 8 kb dar, wobei die meiste mRNA 

zwischen 1,5 kb und 2 kb sichtbar sein sollte. 
 

 

5.4.4  RT-Polymerase-Kettenreaktion Komponenten 

 

Wir benutzen in unserem Labor das Perkin-Elmer GeneAmp RNA PCR Kit (Part No. N808-

0143). Dieses Kit ist zum Auffinden und zum Analysieren von Genexpressionen auf der RNA 

Ebene entwickelt worden. Es enthält Reagenzien für die Reverse Transkription der RNA zur 

cDNA, wobei hier das klonierte Murine Leukemia Virus (MuLV) als Reverse Transkriptase 

verwendet wird, und für die nachfolgende Amplifikation wird die AmpliTaq DNA Polymerase 

benutzt. Ein RNase Inhibitor, ursprünglich aus der menschlichen Plazenta isoliert, ist zugefügt, 

um spezielle Säugetier-RNasen zu unterdrücken.  
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Inhalt: 

AmpliTaq DNA Polymerase      N801-0060              50 µl  

MuLV Reverse Transkriptase     N808-0018     100 µl   

RNase Inhibitor            N808-0119     100 µl   

dATP       N808-0007           320 µl    

dCTP             N808-0007     320 µl   

dGTP       N808-0007           320 µl   

dTTP       N808-0007           320 µl   

10xPCR Buffer II          N808-0010      1,5 ml  

25 mM MgCl2 Lösung              N808-0010     1,5 ml 
 

 

5.4.5  MuLV Reverse Transkriptase 

 

Die MuLV Reverse Transkriptase ist eine RNA abhängige DNA Polymerase und ist für die 

umgekehrte Transkription von RNA in cDNA zuständig. Diese Polymerase ist entstanden aus 

der Fusion des E.coli trpE Gens mit der zentralen Region der Polgegend des Moloney Murine 

Leukemia Virus (M-MuLV). Sie benutzt einzelsträngige RNA als Vorlage, um mit einem 

präsenten Primer einen kompletten DNA Strang zu synthetisieren und kann für RT-PCR von 

viraler RNA oder mRNA verwendet werden. Das Temperaturoptimum des Enzyms liegt bei 

37°C, und man verwendet 1 µl bei ganzer RNA oder 50-100 ng bei mRNA. Die Reverse 

Transkriptase benötigt Mg2+  Ionen für ihre Reaktion.     

Die Vorteile der MuLV-Reversen Transkriptase liegen in der Produktion von komplett-langen 

cDNA-Fragmenten mit hoher Effizienz, da das Enzym hochwertig aufgearbeitet ist. Zusätzlich 

können auch geringe mRNA-Mengen mit hoher Sensitivität vervielfältigt werden, da das Enzym 

eine niedrige RNase H Aktivität besitzt (im Vergleich z.B. zur AMV-RT) und die Endonuklease 

Aktivität fehlt.  
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5.4.6  DNA-Polymerase 

 

Die Schlüsselkomponente in dem Kit ist die AmpliTaq DNA Polymerase, welche die Primer bei 

der Amplifikation unterstützt. Sie ist eine rekombinierte, thermostabile 94 kDa DNA Polymerase, 

die sich der Einzelstrang-DNA als Matrix für die Synthese eines neuen, komplementären 

Stranges bedient. Diese einzelsträngige DNA-Vorlage kann man dadurch erzeugen, daß man 

doppelsträngige DNA auf Temperaturen nahe dem Siedepunkt erhitzt. Außerdem benötigt die 

DNA-Polymerase ein kurzes Stück doppelsträngige DNA, um die Synthese zu beginnen 

(englisch: prime). Man kann also einen Startpunkt der DNA-Synthese festlegen, indem man einen 

Primer hinzufügt, der sich an der gewünschten Stelle an die Matrize anlagert. So wird die DNA-

Polymerase gezielt zur Synthese eines speziellen DNA-Bereiches eingesetzt. 

Ein wichtiger methodischer Fortschritt ergab sich in den 70er Jahren aus der Entdeckung, daß 

die DNA-Polymerase von Bakterien, die in heißen Quellen leben, bei hohen Temperaturen am 

besten funktioniert. Das Bakterium Thermus aquaticus lebt im Wasser bei einer Temperatur von 

75°C. Seine DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) hat ein Temperaturoptimum von 72°C und ist 

selbst bei 94°C recht stabil. Eine modifizierte Form des Thermus aquaticus DNA Polymerase Gens 

konnte dann in einen Escherichia coli Wirt eingepflanzt werden. Auf Grund seiner Eigenschaften 

muß man die Taq-Polymerase nur einmal zu Beginn einer Reaktion zugeben (29). 
 

 

5.4.7  Weitere Bestandteile des RNA PCR Kits und ihre Bedeutung 

 

Der RNase Inhibitor inhibiert die RNase Aktivität und beugt so Kontaminationen vor. Die 

Enzyme dATP, dCTP, dGTP und dTTP sind Deoxyribonukleosid Triphosphate, die in 

destilliertem Wasser gelöst sind und mit NaOH auf pH 7 titriert wurden.  

Der 10xPCR Puffer II enthält 500 mM KCl und 100 mM Tris-HCL, welches die bevorzugte 

Ionenstärke und den geeigneten pH-Wert für die Reverse Transkriptase und die PCR 

Amplifikation schafft.  Für die Enzymaktivität wird letztendlich noch MgCl2  Lösung benötigt. 
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5.4.8  RT-Primer 

 

Die Primer beeinflussen die Größe und die Spezifität der zu produzierenden cDNA. Es gibt drei 

Arten von Primer, die man für die Reverse Transkription benutzt: 

1. Oligonukleotid-Primer :       

Dieser bindet an dem endogenen (innenstehenden) Poly(A)+-Schwanz des 3´-Endes der Mutter-

RNA. Dieser Primer produziert meist cDNA-Stränge in voller Länge. 

2. Random Hexanukleotid Primer: 

Dieser Primer bindet an der RNA an einer Vielfalt  von komplementären Seiten, was dazu führt, 

daß die Stränge nur partiell komplett lang sind = short cDNA. Dieser Primer ist dazu geeignet, 

um schwierige, umfangreiche Sekundärstrukturen in der Schablone besser zu synthetisieren.  

3. Specific Oligonukleotide Primer: 

Diese bearbeiten selektiv nur die zu untersuchende mRNA. Diese Primer-Art wird auch sehr 

erfolgreich zu diagnostischen Zwecken eingesetzt.   

 
Wir haben für unsere Versuche Oligonukleotid-Primer verwendet. Diese bezogen wir von Sigma-

Genosys Ltd. London, UK.  
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5.4.9  Primersequenzen und Basenpaare 

 

Die Primersequenzen und Basenpaare der Enzyme und Proteine, die mittels der RT-PCR in 

HaCaT-Zellen untersucht wurden. 
 

Enzym und   Sequenzen Basenpaare
Temperatur   

ROLDH 5´ GTA AAT CTG GTG GTG CCA TC 3´   406 
52-62°C 3´ CAA GAG AAA GAC AGG ATG GG 5´  

hLRAT 5´GGT GAC GAG GTC CGA CGA C 3´ 523 
58-60°C 3´ GGT GAG GTC CGA CGA C 5´  

 9-cis-ROLDH 5´ ATG GTG TGG GTC CGA TGA TA 3´  424 
62°C 3´ GTA CCT GCC AGC TTT CGC CA 5´    

CRBP I 5´GTC GAC TTC ACT GGG TAC TGG A 3´ 388 
52-58°C 3´TTG AAT ACT TGC TTG CAG ACC ACA 5´ 

CRBP II 5´ TCA CCA CAG GTC AGC TCC AG 3´  371 
55°C 3´ ATG ACG AGG GAC CAG AAT GG 5´  

RALDH 5´ CCG TGC GAC TGG TGC TGC CC 3´   411 
62°C 3´ CGC GGC AGG AAG GCC TTG GT 5´   

CRABP I 5´ CCA CGT CAT CGG CGC CAA AC 3´ 370 
59°C 3´ CGG CAC CTG GAA GAT GCG CA 5´  

CRABP II 5´ CTC TCG GAC GTA GAC CCT GGT 3´  400 
54°C 3´ CCC AAC TTC TCT GGC AAC TGG A 5´  

CYP1A1 5´ GAT GGG TTG ACC CAT AGC TT 3´  510 
55°C 3´ GCT TTG AGA AGG GCC ACA TC 5´  

CYP1A2 5´ GAA ATC GTC GCC CTG CCG CACC 3´ 219 
58°C 3´ GCC TCG GGT CCC CAA AGG CCTG 5´   

PPAR 5´ GGC CTT GGA GAA TTC CGT GA 3´ 884 
59°C 3´ TCG CGA TGG TGG AGA CGG AA 5´  

AHR 5´ATC TTC TGA CAC AGC TGT TG 3´ 310 
52°C 3´GTG ACT TGT ACA GCA TAA TG 5´  

GAPDH 5´ GCT GTA GCC AAA TTC GTT GTC 3´  184 
59°C 3´ GAT GAC ATC AAG AAG GTG GTG  5´   

ß-ACTIN 5´ TGG ATG ATG ATA TCG CCG CGC TCG 3´ 530 
60°C 3´CAC ATA GGA ATC CTT CTG ACC CA 5´  

 

Tabelle 30: Auflistung der Primersequenzen und Basenpaare der untersuchten Enzyme und 

        ihren jeweiligen Anlagerungstemperaturen. 
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5.4.10  Design der Primer 
 

Die RT-PCR Amplifikation von einer speziellen mRNA-Sequenz benötigt zwei PCR-Primer. Das 

Design der Primer sollte außerdem eine Unterscheidung zwischen dem amplifizierten Produkt 

der cDNA und solchen Produkten vornehmen können, die auf kontaminierte DNA 

zurückzuführen sind. 

Es gibt zwei Methoden, die Primer zu gestalten, derer man bedarf. Das eine sind Primer, die sich 

an Sequenzen des Exons zu beiden Seiten des Introns anheften. Jedes Produkt, das von der 

genomischen DNA amplifiziert wird, muß somit viel größer sein als Produkte, die von 

intronloser DNA stammen. Die anderen Primer umspannen die Exon/Exon-Umgrenzung auf 

der RNA . Diese Primer haben den Vorteil, daß sie genomische DNA gar nicht amplifizieren. 
 

 

5.4.11  Zwei-Schritt RT-Polymerase-Kettenreaktion 

 

Wir arbeiteten in unserem Labor mit einem Zwei-Schritt RP-PCR Verfahren. Hierbei werden im 

ersten Schritt die cDNA-Stränge synthetisiert. Am Ende dieses ersten Zyklus liegt dann ein Pool 

von vielen DNA Fragmenten vor. Im zweiten Schritt findet die eigentliche PCR mit 

Amplifikation statt. In sich wiederholenden PCR-Zyklen werden doppelsträngige (ds) DNA-

Stränge synthetisiert und amplifiziert.  

Die Zwei-Schritt-Methode bietet im Gegensatz zur Ein-Schritt-Methode mehrere Vorteile, wie 

z.B. die Optimierung der Reaktionsbedingungen. Die getrennten Reaktionsschritte ermöglichen 

es, daß sowohl die Reverse Transkriptase als auch die PCR jeweils unter optimalen Bedingungen 

ablaufen können. Dies erhöht die Effizienz und begünstigt eine akkurate Amplifikation. 

Außerdem ist die Methode flexibler, da die synthetisierte cDNA auch für die Analyse anderer 

Transkriptionen verwendet werden kann. Ein weiterer Vorteil ist, daß lange Sequenzen besser 

amplifiziert werden können. Mit der richtigen Kombination von Reverser Transkriptase und 

thermostabiler DNA Polymerase können RNA-Sequenzen von bis zu 14 kb amplifiziert werden. 

Auf der anderen Seite birgt diese Methode einen erhöhten Zeitaufwand und ein erhöhtes 

Kontaminationsrisiko. 
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5.4.12  Interne-Standards 

 

Zur Kontrolle wurden in unseren Versuchen zusätzlich zu den Enzymen und Proteinen, die 

nachgewiesen werden sollten, eine Positivkontrolle angefertigt, bestehend aus dem Nachweis von 

β-Actin und / oder GAPDH im gleichen Versuchsansatz (2). 
 

 

5.4.12.1 β-Actin  

 

β-Actin mRNA war eine der ersten RNAs, die als Interner-Standard verwendet wurden (2). Es 

verschlüsselt ein allgegenwärtiges Cytoskeleton-Protein und ist verhältnismäßig reichhaltig 

exprimiert. In einer 10 µg Probe reiner RNA sind etwa 300 pg der β-Actin mRNA vorhanden. 

Das β-Actin-Gen ist hoch konserviert in Eukaryonten (133) und ist in den meisten Zellspezies 

exprimiert (94). 
 

 

5.4.12.2 Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase  

 

Die Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist ein Schlüsselenzym in der 

Glykolyse. Es ist auf ähnlich hohem Expressions-Niveau in Zellen vorhanden wie β-Actin. Das 

GAPDH-Gen ist Bestandteil vieler Gewebe und wird in der Literatur als sinnvoller Interner-

Standard beschrieben (2). Häufig wird es in Experimenten, die mit Zellinien arbeiten, als 

Kontrolle verwandt (27, 77, 188).  
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5.4.13  RT-PCR Protokoll 

 

Schritt 1:   Reverse Transkription von RNA zu cDNA 
 

Komponenten    Volumina  Endkonzentrationen 

25 mM MgCl2 Lös.           4 µl     5 mM 

10x PCR Buffer II       2 µl      1x 

DEPC, DI Wasser       2 µl        - 

dGTP         2 µl     1 mM 

dATP         2 µl     1 mM 

dTTP         2 µl     1 mM 

dCTP         2 µl     1 mM 

RNase Inhibitor       1 µl                    1 U/µl  

MuLV Reverse Transkriptase          1 µl                      2,5 U/µl  

Downstream Primer           1 µl                         0,75 µl  

RNA Probe        1 µl                 <1 µg totale RNA 

Zeiten und Temperaturen für die Reverse Transkription: 

Reverse Transkription  :           15 Minuten    bei 42°C 

Denaturierung              :     5 Minuten      bei 99°C 

Abkühlung   :      5 Minuten     bei   5°C 

 

Schritt 2: PCR Protokoll; Synthese von dsDNA und Amplifikation 
 

Komponenten   Volumina               Endkonzentrationen 

25 mM MgCl2 Lösung       4 µl                 2 mM 

10x PCR Buffer II   8 µl                   1x 

DI Wasser             65,5 µl                     - 

AmpliTaq DNA Polymerase    0,5 µl                      2,5 U/100 µl  

Downstream Primer       1 µl                        0,15 µM 

Upstream Primer   1 µl                        0,15 µM 

 

Jedes RT-Röhrchen wird mit 78 µl PCR Mix aufgefüllt, so daß das Endvolumen 100 µl beträgt.  
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Zeiten und Temperaturen für die Amplifikation : 

Anfangsschritt   120 Sekunden  bei 94°C 1 Zyklus 

Schmelzung    60 Sekunden  bei 95°C 35 Zyklen  

Anlagerungs-Temperatur  60 Sekunden  bei 60°C 35 Zyklen  

Finaler Schritt      7 Minuten  bei 72°C 1 Zyklus 
 

 

5.4.14  Nachweis der Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese 

 
Das Agarosepulver wird so mit Puffer gemischt, daß eine 2 prozentige Lösung entsteht. Um die 

Agaroseflocken aufzulösen, muß die Mischung so lange erhitzt werden (z.B. in der Mikrowelle), 

bis die Flüssigkeit durchsichtig wird. Nach Zugabe von ca. 10 µl Farbstoff (Gel Stain) kann das 

Gel in die vorgefertigten Schalen gegossen werden. 

Je 10 µl der RT-PCR Proben werden mit ca. 1,5 µl „Loading Dye“ zum Beschweren der Proben 

gemischt. Diese Mischung wird mittels Pipette in die dafür vorgesehenen Aussparungen im 

Agarosegel, das sich in Puffer eingebettet in dem Elektrophorese-System befindet, gegeben. Die 

Fragmente der Proben trennen sich nach 40 Minuten bei ca. 90 V, werden durch Auflegen auf 

einen UV-Licht Projektor sichtbar gemacht und können anschließend mit einer Polaroid Gel-

Kamera photographiert werden. 
 

 

5.4.15  Material und Geräte 

 

 

5.4.15.1 Material und Geräte für die Polymerase-Kettenreaktion 

 

PCR Cycler:   Stratagene; Robo Cycler Gradient 96; No. 4008869815369 

   mit PCR Hot Top, Kalifornien, USA 

Safe-Lock Tubes:  1,5 ml Eppendorf Biopur, No. 0459, Hamburg 

PCR 8-Strip Tubes:  Thin walled with attached lid and contamination shield, No. 0030 124.227; 

   Eppendorf Hamburg 

Eppendorf Research Pipetten; Eppendorf Hamburg 

   - 0,5-10 µl   Research Pipette 

   - 10-100 µl    Research Pipette 

   - 100-1000 µl    Research Pipette 
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Pipettenspitzen Eppendorf; 10 x 90 Eurotips in Racks; Eppendorf Hamburg  

   - 20 µl    No. 0030.063.600 

   - 100 µl    No. 0030.063.619 

   - 1000 µl    No. 0030.063.627 

Sterilisationsgerät:  WEBECO Sterilisationsgerät ; Nr. 73210, Bad Schwartau 
 

 

5.4.15.2 Material und Geräte für die Gelelektrophorese 

 

Agarose Gel:  NuSieve 3:1 agarose Gel; For analysis of nucleic acids < 1 kb 

   No. 50094, Rockland, Maine USA 

Gel Stain:   FMC Bio Products; GelStar nucleic acid gel stain, 250 µl  

   10000x concentrate in DMSO; No. 50535, Rockland, Maine USA 

Loading Dye:  Loading Dye Solution Lot: DR45, Sigma 

Wärmeschrank:  WTB Binder; 230-0 Nenntemperatur (hier 75°C), Typ: 29028230001010; 

   Tutlingen 

Elektrophorese: Spannungsgerät, BIORAD; Serial No. 283 BR 10894, Kalifornien, USA 

   Model No. PowerPac 300; Max Power 195 VA 

Elektrophorese System: Easy-East, Electrophoresis System; Model B1A, No. 112537 

   Portsmouth, NH USA 

Mikrowellengerät:  Mikrowelle HMT 812 B; No. 3874W501095, Bosch, Stuttgart 
 

 

5.4.15.3 Material und Geräte für die photographische    

   Gelelektrophoresedarstellung 

 

Kamera:   Polaroid GelCam mit 0,8x Electrophoresis HOOD, GH10, 10x8 cm 

   Made in U.K. 

Film:    Polaroid Film-Pack 3 ¼ x 4 ¼ ; Professional Coaterless; B&W Instant 

Pack    Film ISO 3000/36°, No. 617798; Made in U.K. 

UV-Licht Projektor Vilber Lourmat, Marne La Villee, Frankreich 
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6 Ergebnisse 
 

6.1 Ergebnisse der Reversed-Phase-HPLC 
 

6.1.1 Retinol Inkubation ohne HaCaT-Zellen 
 

Retinol Iso-Retinol Retinal 9-cis-RA atRA 13-cis-RA Stunden 

96,7 1,9 1 0,4 0 0 0 
79,2 17,2 2,2 1 0 0 24 
69 26,5 2,7 1,8 0 0 48 

62,8 31,5 3 2,6 0 0 72 
58,7 34,2 3,5 3,6 0 0 96 
57,1 35,4 2,8 4,7 0 0 120 

 

Tabelle 13: Ergebnisse der Retinol Inkubation ohne HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M Retinol wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden 

gemessen. 

Retinol
ohne HaCaT-Zellen 

4,7

  35,4

   57,1

0

20

40

60

80

100

0 24 48 72 96 120Stunden

%

13-cis-RA 9-cis-RA all-trans RA 
Iso-Retinol Retinol Retinal

Retinol

Iso -Retinol

9-cis -RA

 

Abbildung 5: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von Retinol ohne HaCaT-Zellen bei 37°C 

und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die Anfangskonzentration 

von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 

96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen (s. 

Tab. 13). 

 61



  

6.1.2  Retinol Inkubation mit HaCaT-Zellen 

 

Retinol Iso-Retinol Retinal atRA 13-cis-RA 9-cis-RA Stunden 

96,7 1,9 1 0 0 0,4 0 
78,7 7,7 0,9 12,4 0,4 0 24 
85,2 11,3 0 2,2 3,4 0 48 
81,4 15,6 0 0 3 0 72 
76,7 19,9 0 0 3,4 0 96 
72,3 23,2 0 0 4,5 0 120 

 

Tabelle 14: Ergebnisse der Retinol Inkubation mit HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M Retinol wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden gemessen. 
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80
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Retinol
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Abbildung 6: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von Retinol mit HaCaT-Zellen bei 37°C 

und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die Anfangskonzentration 

von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 

Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen (s. Tab. 14). 
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6.1.3  Retinal Inkubation ohne HaCaT-Zellen 

 

Retinal Iso-Retinal Retinol 9-cis-RA 13-cis-RA atRA Stunden 

92,4 7 0,6 0 0 0 0 
74,6 22,7 1,5 1,2 0 0 24 
72,1 23,7 2,2 2 0 0 48 
69,9 23,6 3,3 3,4 0 0 72 
67,5 23,8 5,2 3,7 0 0 96 
65,1 22,6 6,4 5,9 0 0 120 

 

Tabelle 15: Ergebnisse der Retinal Inkubation ohne HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M Retinal wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden 

gemessen. 
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Abbildung 7: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von Retinal ohne HaCaT-Zellen bei 37°C 

und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die Anfangskonzentration 

von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 

96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen (s. 

Tab.15). 
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6.1.4  Retinal Inkubation mit HaCaT-Zellen 

 

Retinal Iso-Retinal Retinol Iso-Retinol atRA Stunden 

92,4 7 0,6 0 0 0 
2,4 0,6 14,9 0,5 72,6 24 
1,4 0,2 16 0,7 56,4 48 
1,8 0,5 18,9 1,9 35,1 72 
3,8 0 27,4 5,5 17,4 96 
6 0 30,9 7,1 6,9 120 

9-cis-RA 9,13-dicis-RA 13-cis-RA 4-oxo-atRA 4-oxo-13-cis-RA Stunden 

0 0 0 0 0 0 
0,5 0,5 2,3 0 5,9 24 
0,9 0,8 3,5 0,5 19,6 48 
1,8 1,4 6,4 2,2 30,1 72 
3,3 2,4 11,3 7,8 21,2 96 
4,5 3,8 14,5 12,9 13,5 120 

 

Tabelle 16: Ergebnisse der Retinal Inkubation mit HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M Retinal wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die Metabolite  wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden gemessen. 
 

 

Zusammenfassung der Retinoide in Gruppen: 

 
Zur besseren Übersicht können die Substanzen in Gruppen zusammengefaßt und die 

Konzentrationen addiert werden. Die Gruppen sind wie folgt: 

 

Retinale:   Retinal und Iso-Retinal    

Retinole:   Retinol und Iso-Retinol    

Retinsäuren:   atRA, 13-cis-RA, 9-cis-RA und 9,13-dicis-RA 

Oxo-Säuren:   4-oxo-atRA und 4-oxo-13-cis-RA 
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Retinal 
mit HaCaT-Zellen

14,5

6,9

30,9

0

20

40

60

80

100

0 24 48 72 96 12Stunden

%

0

4-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA 9,13-dicis-RA

9-cis-RA atRA iso-Retinol Retinol

iso-Retinal Retinal

Retinal

at RA

Retinol
4-oxo -13-cis -RA

13-cis -RA

 

Abbildung 8: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von Retinal mit HaCaT-Zellen bei 37°C 

und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die Anfangskonzentration 

von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 

Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen (s. Tab. 16). 
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Zusammenfassung der Retinoide zu Gruppen 
 

Retinale Retinole Säuren Oxo-Säuren Stunden 

99,4 0,6 0 0 0 
3 15,4 75,9 5,9 24 

1,6 16,7 62,1 20,1 48 
2,3 20,8 44,7 32,3 72 
3,8 32,9 34,4 29 96 
6 38 29,7 26,4 120 

 

Tabelle 17: Zusammenfassung der Retinoide in Gruppen (s.o.). Die HaCaT-Zellen wurden mit 

Retinal inkubiert und die Metabolite mittels HPLC gemessen. Alle Angaben in %. 
 

Retinal mit HaCaT-Zellen

26,4
29,7
38

6
0

20

40

60

80

100

0 24 48 72 96 12Stunden 

%

0

Oxo-Säuren Säuren Retinole Retinale

Säuren

Retinale

Oxo -Säuren

Retinole

Abbildung 9: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von Retinal mit HaCaT-Zellen bei 37°C 

und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die Anfangskonzentration 

von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 

Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen (s. Tab. 16). Bei 

den Retinalen sind Retinal und Iso-Retinal, bei den Retinolen sind Retinol und Iso-Retinol, bei den 

Retinsäuren sind atRA, 9-cis-RA, 13-cis-RA und 9,13-dicis-RA und bei den Oxo-Säuren sind 4-oxo-

atRA und 4-oxo-13-cis-RA zusammengefaßt (s. Tab. 17). 
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6.1.5  All-trans RA Inkubation ohne HaCaT-Zellen 

 

all-trans RA 13-cis-RA 9-cis-RA 9,13-dicis- 4-oxo- 4-oxo- Stunden 

   RA atRA 13- cis-RA 

99,3 0,4 0,2 0 0 0,1 0 
81,1 10,5 4,9 2,9 0 0,6 24 
76,6 12,5 6,5 3,8 0 0,6 48 
64,6 17 10,1 7,1 0 1,2 72 
51 20,4 14,5 13 0 1,1 96 

45,3 20,3 16,4 16,8 0 1,2 120 
 

Tabelle 18: Ergebnisse der all-trans RA  Inkubation ohne HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M all-trans RA wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden 

gemessen. 

All -trans  RA 
ohne HaCaT- Zellen

20,3
16,4

   45,3

0

20

40

60

80

100

0 24 48 72 96 120Stunden

%

4-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA
9,13-dicis-RA 9-cis-RA all-trans-RA

all -trans  RA

13-cis -RA

9-cis -RA

 

Abbildung 10: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von all-trans RA ohne HaCaT-Zellen bei 

37°C und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die 

Anfangskonzentration von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die spontanen Abbauprodukte 

wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, 

quantitativ gemessen (s. Tab. 18). 
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6.1.6   All-trans RA Inkubation mit HaCaT-Zellen 

 

all-trans RA 13-cis-RA 9-cis-RA 9,13- 4-oxo- 4-oxo- Stunden 

   dicis-RA atRA 13-cis-RA  

99,3 0,4 0,2 0 0 0,1 0 
95,3 1,6 0,5 0,3 0,5 1,8 24 
87,5 2,9 1 0,5 0,9 7,2 48 
87,7 3,9 1,5 1 0,7 5,2 72 
79,6 5,1 1,9 1,1 1,2 11,1 96 
77,8 7,2 2,9 1,8 1,6 8,7 120 

 

Tabelle 19: Ergebnisse der all-trans RA Inkubation mit HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M all-trans RA wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden gemessen. 

 

All -trans  RA 
mit HaCaT-Zellen

8,7

77,8

0

20

40

60

80

100

0 24 48 72 96 12Stunden

%

0

4-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA
9,13-dicis-RA 9-cis-RA all-trans-RA

all -trans  RA

4-oxo -13-cis -RA

 

Abbildung 11: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von all-trans RA mit HaCaT-Zellen bei 

37°C und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die 

Anfangskonzentration von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die Metabolite wurden nach 0, 24, 

48, 72, 96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen 

(s. Tab. 19). 
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6.1.7  9-cis-RA Inkubation ohne HaCaT-Zellen 

 

9-cis-RA all-trans RA 13-cis-RA 9,13-dicis- 4-oxo- 4-oxo- Stunden 

   RA atRA 13-cis-RA 

97,9 0 0,2 0 1,2 0,6 0 
85,6 6,7 3 2,9 1 0,8 24 
72,4 12,8 6,2 6,3 0,7 1,6 48 
61,5 17,7 9 9,8 0,6 1,6 72 
53,4 20,7 10,9 13,1 0,5 1,5 96 
46,3 23,1 12,4 16,1 0,6 1,5 120 

 

Tabelle 20: Ergebnisse der 9-cis-RA Inkubation ohne HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M 9-cis-RA wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden 

gemessen. 

 

9-cis -RA
ohne HaCaT-Zellen

12,4
16,1

46,3

23,1

0

20

40

60

80

100
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%

204-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA
9,13-dicis-RA 9-cis-RA all-trans RA

9-cis -RA

all -trans  RA

9,13-dicis -RA
13-cis -RA

 

Abbildung 12: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von 9-cis-RA ohne HaCaT-Zellen bei 

37°C und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die 

Anfangskonzentration von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die spontanen Abbauprodukte 

wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, 

quantitativ gemessen (s. Tab. 20). 
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6.1.8  9-cis-RA Inkubation mit HaCaT-Zellen  

 

9-cis-RA all-trans RA 13-cis-RA 9,13-dicis- 4-oxo- 4-oxo- Stunden 

   RA atRA   13-cis-RA 

97,9 0 0,2 0 1,2 0,6 0 
92,3 0,9 0,5 0,6 2,2 3,4 24 
79,8 1,4 1,2 1,1 8,1 8,4 48 
74,2 1,5 1,4 1,8 10,7 10,5 72 
85,6 2,5 1,6 2,1 4,3 3,9 96 
61,4 9,9 4,7 5 9,5 9,6 120 

 

Tabelle 21: Ergebnisse der 9-cis-RA Inkubation mit HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M 9-cis-RA wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden gemessen. 

 
 

9-cis -RA 
mit HaCaT-Zellen

61,4

9,9

0
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100
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4-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA
9,13-dicis-RA 9-cis-RA all-trans RA

9-cis -RA
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Abbildung 13: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von 9-cis-RA mit HaCaT-Zellen bei 37°C 

und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die Anfangskonzentration 

von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 

Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen (s. Tab. 21). 
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6.1.9  13-cis-RA Inkubation ohne HaCaT-Zellen 

 

13-cis-RA all-trans RA  9-cis-RA 9,13-dicis- 4-oxo- 4-oxo- Stunden

   RA atRA 13-cis-RA 

99,2 0,8 0 0 0 0 0 
69,4 22,4 4,8 3,4 0 0 24 
44 36,5 10,1 9,4 0 0 48 

34,9 39,7 12,7 12,7 0 0 72 
29 40 14,7 16,3 0 0 96 

25,1 39,7 16 19,2 0 0 120 
 

Tabelle 22: Ergebnisse der 13-cis-RA Inkubation ohne HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M 13-cis-RA wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die spontanen Abbauprodukte wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden 

gemessen. 

 

13-cis -RA 
ohne HaCaT-Zellen

25,1
19,2
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39,7

0
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4-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA
9,13-dicis-RA 9-cis-RA all-trans RA 
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all -trans  RA
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Abbildung 14: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von 13-cis-RA ohne HaCaT-Zellen bei 

37°C und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die 

Anfangskonzentration von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die spontanen Abbauprodukte 

wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, 

quantitativ gemessen (s. Tab. 22). 
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6.1.10  13-cis-RA Inkubation mit HaCaT-Zellen 

 

13-cis-RA all-trans RA  9-cis-RA 9,13-dicis- 4-oxo- 4-oxo- Stunden 

   RA atRA 13-cis-RA 

99,2 0,8 0 0 0 0 0 
92,6 1,6 0,4 0,1 5,3 0 24 
77,3 2,8 0,8 0,5 18 0,7 48 
68,5 2,2 0,9 0,8 26,4 1,2 72 
60,5 3,5 1,4 1,3 30,1 3,2 96 
54,5 8,2 2,3 2,1 24,7 8,3 120 

 

Tabelle 23: Ergebnisse der 13-cis-RA Inkubation mit HaCaT-Zellen, die mit Hilfe der HPLC 

ermittelt wurden (Kap. 5.2.2). Die Anfangskonzentration von 10-5 M 13-cis-RA wurde 100 % 

gleichgesetzt, und die Metabolite wurden nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden gemessen. 

13-cis -RA 
mit HaCaT-Zellen

24,7

54,5

8,2
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4-oxo-13-cis-RA 4-oxo-atRA 13-cis-RA
9,13-dicis-RA 9-cis-RA all-trans RA 

13-cis -RA
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all -trans  RA

 

Abbildung 15: Auf dieser Abbildung ist die Inkubation von 13-cis-RA mit HaCaT-Zellen bei 

37°C und 5 % CO2, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, graphisch dargestellt. Die 

Anfangskonzentration von 10-5 M ist mit 100 % angegeben. Die Metabolite wurden nach 0, 24, 

48, 72, 96 und 120 Stunden mittels HPLC, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, quantitativ gemessen 

(s. Tab. 23). 
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6.2  Ergebnisse der RT-Polymerase-Kettenreaktion 

 

Auflistung der RT-PCR Ergebnisse. Die Expression der mRNA verschiedener Enzyme und 

Proteine, die für den Retinoidmetabolismus von Bedeutung sind, wurden untersucht. 

 

Es wurde versucht, die Expression der Enzyme ROLDH, RALDH, 9-cis-ROLDH, CYP1A1, 

CYP1A2, hLRAT, der Bindungsproteine CRBP I, CRBP II, CRABP I, CRABP II und der 

Rezeptoren AHR und PPAR in HaCaT-Zellen nachzuweisen. 

 

 

 

6.2.1  Proteine, deren mRNA Expression mittels RT-PCR 

nachgewiesen werden konnte:  

 

•  RALDH 

•  9-cis-ROLDH 

•  CYP1A1 

•  CYP1A2 

•  CRBP II 

•  CRABP I 

•  CRABP II 

 

 

6.2.2  Proteine, deren mRNA Expession mittels RT-PCR nicht 

nachgewiesen werden konnte:  

 

•  ROLDH 

•  hLRAT 

•  CRBP I 

•  AHR 

•  PPAR 
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6.3  Darstellung der RT-PCR Ergebnisse 
 

6.3.1   Retinol Dehydrogenase 
 

Darstellung der mRNA-Expression des Enzyms Retinol Dehydrogenase (ROLDH) in HaCaT-

Zellen. Als Interne-Standards wurden in diesem Versuch GAPDH und β-Actin verwendet.  
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Abbildung 16:  

Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis, der ROLDH-, GAPDH und β-Actin-Expression in 

HaCaT-Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol und Retinal in einer Konzentration von 

je 10–5 M zu sehen. Der Nachweis der mRNA erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der 

DNA-Fragmente mit Hilfe von Elektrophorese in 2 %-igem Agarosegel. 
 
Beschriftung: 

1.   β-Actin; Native HaCaT-Zellen 

2:   β-Actin; Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol   

3.   β-Actin; Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal   

4.   ROLDH; Native HaCaT-Zellen 

5.   ROLDH; Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol   

6.   ROLDH; Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal    

7.   GAPDH; Native HaCaT-Zellen 

8:   GAPDH; Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol    

9.   GAPDH; Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal   

10. Positivkontrolle 

11. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 
 

Es kann keine Expression des Enzyms ROLDH in HaCaT-Zellen nachgewiesen werden.  
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6.3.2  9-cis-Retinol Dehydrogenase 

 

Darstellung der mRNA-Expression des Enzyms 9-cis-Retinol Dehydrogenase (9-cis-ROLDH)  in 

HaCaT-Zellen (1-3) und vergleichsweise auch in Keratinozyten (4 und 5).   

 
 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        Abbildung 17 
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Abbildung 17: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der 9

Zellen und Keratinozyten (ex vivo) nach 72-stündiger Ink

wurden mit Retinol und Retinal in einer Konzentration vo

der mRNA erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung 

Elektrophorese in 2 %-igem Agarosegel. 
 

Beschriftung: 

1.  Native HaCaT-Zellen  

2. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol  

3. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal   

4. Inkubation von Keratinozyten mit Retinol   

5. Inkubation von Keratinozyten mit Retinal   

6. Positivkontrolle     

7. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 
 
Das Enzym kann nach Retinol Inkubation sowohl bei HaCa

nachgewiesen werden. Nach Retinal Inkubation ist, wie zu 

Expression ist bei Keratinozyten stärker als bei HaCaT

Basenpaaren im Agarosegel sichtbar. 
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6.3.3  Cellular Retinol Binding Protein II 

 
Darstellung der mRNA-Expression des Bindungsproteins Cellular Retinol Binding Protein II 

(CRBP II) in HaCaT-Zellen.  
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Abbildung 18: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der CRBP II Expression in HaCaT-Zellen 

nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA zu sehen. Die 

Zellen wurden jeweils mit einer Konzentration von je 10–5 M inkubiert. Der Nachweis der mRNA 

erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der DNA-Fragmente mit Hilfe von Elektrophorese 

in 2 %-igem Agarosegel. 

 

Beschriftung:  

1.  Native HaCaT-Zellen      

2. Inkubation von Retinol in HaCaT-Zellen    

3. Inkubation von Retinal in HaCaT-Zellen    

4. Inkubation von atRA in HaCaT-Zellen    

5. Inkubation von 9-cis-RA in HaCaT-Zellen    

6. Inkubation von 13-cis-RA in HaCaT-Zellen  

7. Positivkontrolle      

8. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 

 
Das Bindungsprotein CRBP II kann in HaCaT-Zellen sowohl im nativen Zustand als auch nach 

Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA nachgewiesen werden. Das 

Fragment ist bei 371 Basenpaaren im Agarosegel sichtbar. 
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6.3.4  Retinal Dehydrogenase 

 

Darstellung der mRNA-Expression des Enzyms Retinal Dehydrogenase (RALDH) in HaCaT-

Zellen.   
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Abbildung 19: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der RALDH Expression in HaCaT-Zellen 

nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol und Retinal zu sehen. Die Zellen wurden jeweils mit 

einer Konzentration von je 10–5 M inkubiert. Die Proben 2 bis 5 wurden bei einer Anlagerungs-

Temperatur von 63°C und die Proben 7 bis 10 bei einer Anlagerungs-Temperatur von 62°C 

bearbeitet. Der Nachweis der mRNA erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der DNA-

Fragmente mit Hilfe von Elektrophorese in 2 %-igem Agarosegel. 
 

Beschriftung:  

1 DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare    

2  Positivkontrolle     (Anlagerungs-Temperatur 63°C) 

3  Native HaCaT-Zellen     (Anlagerungs-Temperatur 63°C) 

4 Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol    (Anlagerungs-Temperatur 63°C) 

5 Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal   (Anlagerungs-Temperatur 63°C) 
 

7  Native HaCaT-Zellen     (Anlagerungs-Temperatur 62°C) 

8 Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol    (Anlagerungs-Temperatur 62°C) 

9 Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal    (Anlagerungs-Temperatur 62°C) 

10 Positivkontrolle     (Anlagerungs-Temperatur 62°C) 

11 DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 

Das Enzym kann bei HaCaT-Zellen sowohl im nativen Zustand, als auch nach Retinol und 

Retinal Inkubation nachgewiesen werden. Wie in der Abbildung zu erkennen ist, ist die 

Expression bei einer Anlagerungs-Temperatur von 62°C am Besten im Agarosegel sichtbar. Das 

Fragment ist bei 411 Basenpaaren zu erkennen. 
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6.3.5  Cellular Retinoic Acid Binding Protein I 

 

Darstellung der mRNA-Expression des Bindungsproteins Cellular Retinoic Acid Binding Protein 

I (CRABP I) in HaCaT-Zellen.  
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Abbildung 20: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der CRABP I Expression in HaCaT-

Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA zu sehen. 

Die Zellen wurden jeweils mit einer Konzentration von je 10–5 M inkubiert. Der Nachweis der 

mRNA erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der DNA-Fragmente mit Hilfe von 

Elektrophorese in 2 %-igem Agarosegel. 
 
Beschriftung:  

1.  Native HaCaT-Zellen      

2. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol   

3. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal    

4. Inkubation von HaCaT-Zellen mit atRA    

5. Inkubation von HaCaT-Zellen mit 9-cis-RA    

6. Inkubation  von HaCaT-Zellen mit 13-cis-RA 

7. Positivkontrolle      

8. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 
 
Das Bindungsprotein CRABP I kann in HaCaT-Zellen sowohl im nativen Zustand als auch nach 

Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA nachgewiesen werden. Das 

Fragment ist bei 370 Basenpaaren im Agarosegel sichtbar. 
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6.3.6  Cellular Retinoic Acid Binding Protein II 

 

Darstellung der mRNA-Expression des Bindungsproteins Cellular Retinoic Acid Binding Protein 

II (CRABP II) in HaCaT-Zellen.  
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Abbildung 21: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der CRABP II Expression in HaCaT-

Zellen nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA zu sehen. 

Die Zellen wurden jeweils mit einer Konzentration von je 10–5 M inkubiert. Der Nachweis der 

mRNA erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der DNA-Fragmente mit Hilfe von 

Elektrophorese in 2 %-igem Agarosegel. 

 

Beschriftung:  

1.  Native HaCaT-Zellen      

2. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol   

3. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal   

4. Inkubation von HaCaT-Zellen mit atRA    

5. Inkubation von HaCaT-Zellen mit 9-cis-RA    

6. Inkubation  von HaCaT-Zellen mit 13-cis-RA 

7. Positivkontrolle      

8. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 
 
Das Bindungsprotein CRABP II kann in HaCaT-Zellen sowohl im nativen Zustand als auch 

nach Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA nachgewiesen werden. Das 

Fragment ist bei 400 Basenpaaren im Agarosegel sichtbar. 
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6.3.7  Cytochrom 1A1 

 
Darstellung der mRNA-Expression des Enzyms Cytochrom (CYP) 1A1 in HaCaT-Zellen.  
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Abbildung 22: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der CYP1

nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-R

Zellen wurden jeweils mit einer Konzentration von je 10–5 M ink

erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der DNA-Fragmen

in 2 %-igem Agarosegel. 
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4. Inkubation von HaCaT-Zellen mit atRA    

5. Inkubation von HaCaT-Zellen mit 9-cis-RA    

6. Inkubation von HaCaT-Zellen mit 13-cis-RA 

7. Positivkontrolle    

8. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 
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Fragment ist bei 510 Basenpaaren im Agarosegel sichtbar. 
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6.3.8  Cytochrom 1A2 

 
Darstellung der mRNA-Expression des Enzyms Cytochrom (CYP) 1A2 in HaCaT-Zellen.  
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Abbildung 23: Auf dieser Abbildung ist das Ergebnis der CYP1A2 Expression in HaCaT-Zellen 

nach 72-stündiger Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA zu sehen. Die 

Zellen wurden jeweils mit einer Konzentration von je 10–5 M inkubiert. Der Nachweis der mRNA 

erfolgte mittels RT-PCR und die Darstellung der DNA-Fragmente mit Hilfe von Elektrophorese 

in 2 %-igem Agarosegel. 

 
Beschriftung:  

1.  Native HaCaT-Zellen      

2. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol   

3. Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinal    

4. Inkubation von HaCaT-Zellen mit atRA    

5. Inkubation von HaCaT-Zellen mit 9-cis-RA   

6. Inkubation von HaCaT-Zellen mit 13-cis-RA 

7. Positivkontrolle      

8. DNA Mass-Ladder mit Anzahl der Basenpaare 

 

Das Enzym CYP1A2  kann in HaCaT-Zellen sowohl im nativen Zustand als auch nach 

Inkubation mit Retinol, Retinal, atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA nachgewiesen werden. Das 

Fragment ist bei 229 Basenpaaren im Agarosegel sichtbar. 
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7  Diskussion 
 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Inkubation von HaCaT-Zellen mit Retinol, Retinal und 

Retinsäuren der Retinoidmetabolismus in dieser Zellinie näher untersucht. 
 

Diese Zellart ist gut charakterisiert und dient im Rahmen von in vitro Studien als Beispiel für 

menschliche nicht-maligne Keratinozyten. Darüberhinaus wird diese Zellinie in aktuellen Studien 

als Grundlage zur Konstruktion von dreidimensionaler Haut und für pharmakologische und 

toxikologische Studien verwendet. Das Wissen um Anlagen und Eigenschaften der HaCaT-

Zellen bildet dabei die wesentliche Voraussetzung solcher Studien. In diesem Zusammenhang ist 

auch der Retinoidmetabolismus von Bedeutung, welcher großen Einfluß auf die Differenzierung 

und Proliferation von Zellen hat. Wie in der Einleitung erläutert, ist Retinol ein essentielles 

Vitamin, das eine wesentliche Rolle in der Zellentwicklung spielt. Des weiteren stellen Retinoide 

heutzutage Inhaltsstoffe in der Behandlung von verschiedenen Hautkrankheiten in der 

Dermatologie dar. Deshalb ist es wichtig, die Umwandlungsprozesse und ihren Abbau in 

Hautzellen, wie z.B. Keratinozyten, genau zu kennen. Dieses Wissen ist für die Therapie mit 

Retinoidpräparaten wichtig und ist auch die Basis, um neue, effizientere 

Behandlungsmöglichkeiten zu entwickeln.  

Schon Anfang der 90er Jahre veröffentlichten Fuchs et al. (60), daß unter retinoid-freien 

Bedingungen menschliche Keratinozyten verschiedene Marker (Keratin 1 und 10) exprimieren, 

die in der Gegenwart von kleinen Mengen Retinol im Medium unterdrückt werden. HaCaT-

Zellen hingegen exprimieren unter gleichen Versuchsbedingungen weiterhin Keratin 1 und 10 

(15, 17, 18). Damals wurde gemutmaßt, daß in den HaCaT-Zellen eine Dysregulation oder ein 

anderer Metabolismus vorliegen müsse.  

Die hier vorgelegte Arbeit untersuchte den Retinoidmetabolismus und die daran beteiligten 

Proteine in HaCaT-Zellen. 
 

Zur genauen Untersuchung des Metabolismus von Retinoiden in HaCaT-Keratinozyten wurde 

eine hoch sensitive RP-HPLC-Analyse angewandt. Über einen Zeitraum von 120 Stunden 

wurden die Konzentrationen von Retinol, Retinal und Retinoidsäuren sowie ihrer Isomere und 

deren 4-Hydroxy-Metabolite in den Zellen und in deren Medien gemessen. Zusätzlich wurde mit 

Hilfe der RT-PCR versucht, wichtige Enzyme und Bindungsproteine nachzuweisen, die an dem 

Retinoid-Metabolismus in humanen Keratinozyten beteiligt sind. Die verwendete mRNA 

stammte aus HaCaT-Zellen, die je 72 Stunden mit den entsprechenden Retinoiden inkubiert 

waren und danach isoliert wurden. 
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Die Veresterung von Retinol zur Speicherform Retinylester: 

Retinol wird in menschlichen Keratinozyten einerseits über Retinal zu Retinsäuren metabolisiert,  

andererseits kann es auch durch Veresterung in Retinylester, seine Speicherform, überführt 

werden (86). Die Enzyme, die die letztgenannte Reaktion katalysieren, sind zwei Transferasen, die 

Lecithin: Retinol-Acetyltransferase (LRAT) und die Acetyl-CoA Transferase (ARAT), die beide in 

der menschlichen Haut vorkommen (193, 99). Auch HaCaT-Zellen bilden Retinylester, wenn 

ihnen Retinol zugeführt wird (222). Die an dieser Reaktion in humanen Keratinozyten beteiligte 

LRAT (hLRAT) konnte in unserem Versuch jedoch nicht nachgewiesen werden. Auf Grund 

dessen liegt die Vermutung nahe, daß hier andere Enzyme an der Veresterung von Retinol zu 

Retinylester beteiligt sind.  

 

Die Metabolisierung von Retinol in HaCaT-Zellen: 

Wird Retinol nicht gespeichert, steht es in menschlichen Keratinozyten am Anfang einer 

Metabolisierungskaskade, die über Retinal zu den aktiven Retinsäuren und letztendlich zu den 

inaktiven 4-oxo-Metaboliten führt (92). 

Eine wichtige Erkenntnis dieser Arbeit ist die Feststellung, daß HaCaT-Zellen Retinol nicht in 

Retinal oxidieren können (s. Tab. 14; Abb. 6). Nach 120 Stunden Inkubationszeit mit Retinol 

kann kein Retinal nachgewiesen werden. Normale menschliche Keratinozyten hingegen sind 

fähig, Retinol mit Hilfe von Dehydrogenasen in Retinal umzuwandeln (11, 25, 93). In unseren 

Versuchsreihen konnten wir Ähnlichkeiten zwischen dem Metabolismus von Retinol in 

Fibroblasten und HaCaT-Zellen feststellen. Auch Fibroblasten sind nicht in der Lage, Retinol als 

Quelle für die Dehydrogenierung und Produktion von Retinal und Retinsäuren zu nutzen. 

Andererseits können sie Retinal oxidieren, um Retinsäuren zu produzieren (Daten hier nicht 

gezeigt; Mündliche Mitteilung F. Jugert). 
 

Die nicht nachweisbare Metabolisierung von Retinol und die Tatsache, daß Retinal hingegen von 

den HaCaT-Zellen sofort in große Mengen atRA umgesetzt werden kann, läßt darauf schließen, 

daß die enzymatische Umwandlung von Retinol in Retinal unterbleibt. Mittels RT-PCR konnte 

zusätzlich nachgewiesen werden, daß die für diese Reaktion notwendige Retinol-Dehydrogenase 

(ROLDH) nicht in HaCaT-Zellen expremiert wird (s. Kap. 5.3.1). Auch die Erhöhung auf bis zu 

45 Zyklen (normal 35 Zyklen) erbrachte keinen Nachweis, daß die mRNA des Enzyms in 

HaCaT-Zellen vorliegt. Somit konnten die Beobachtungen, die mittels RP-HPLC gemacht 

wurden, mit dem Ergebnis der RT-PCR unterstützt und ergänzt werden. Dieses Ergebnis steht 

im Widerspruch zu der Beobachtung von Törmä (194), der eine undeutliche Expression von 

ROLDH nach der Erhöhung der Zyklenanzahl auf 40 Durchläufe beschreibt (194).  
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Unter Einbeziehung der hier vorgestellten Resultate lassen sich verschiedene Beobachtungen, die 

in der Vergangenheit über den Retinoidmetabolismus in HaCaT-Zellen, besonders im Vergleich 

zu menschlichen Keratinozyten, gemacht wurden, neu beurteilen: 
 

Marikar (111) beschrieb, daß die Zugabe von atRA zu HaCaT-Zellen sofort die Transkription 

von mRNA und die Aktivität der RA-4-Hydroxylase induzierte. In der Abwesenheit von 

Retinoiden oder der Zugabe von Retinol waren die mRNA der 4-Hydroxylase und das Protein 

(CYP26) kaum nachweisbar. Diese Beobachtung wird erklärbar unter der Annahme, daß Retinol 

nicht von HaCaT-Zellen metabolisiert wird und somit auch Retinsäuren nicht in dem Maße 

gebildet werden, daß eine Induktion der RA-4-Hydroxylase stattfinden kann.  
 

Zouboulis (222), der den Signalweg von Retinal und RAG (all-trans-Retinoyl-β-D-Glucuronide) 

untersuchte, beschrieb, daß nach der Zugabe von Retinol zu HaCaT-Zellen schnell Retinylester, 

aber nur sehr langsam kleine Mengen von Retinsäuren metabolisiert wurden. Die Tatsache, ob 

Retinal bei diesem Prozeß gebildet wird, ist jedoch nicht untersucht worden. Im weiteren wurden 

den Zellen direkt Retinsäuren zugeführt, die sofort weiter verstoffwechselt wurden. Diese 

Beobachtung ist identisch mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Unter der kombinierten RA- und 

Retinol-Behandlung wurde eine erhöhte Metabolisierung zu Retinylestern, jedoch eine verringerte 

RA-Produktion in HaCaT-Zellen gemessen (222). Der Autoregulationsmechanismus, wie er in 

menschlichen Keratinozyten zu finden ist, um eine Anhäufung von zellulären Retinsäuren zu 

verhindern, ist demzufolge auch in HaCaT-Zellen vorhanden.  
 

Törmä (194) untersuchte den Vitamin-A-Metabolismus in HaCaT-Zellen im Vergleich zu 

menschlichen Keratinozyten und die Verstoffwechselung von Retinol in HaCaT-Zellen. Die 

veröffentlichten Ergebnisse unterscheiden sich in Teilen von den hier vorgestellten Ergebnissen. 

Törmä erhält beispielsweise in seinen Versuchsreihen nach Retinoid-Inkubation Produkte, die in 

unseren Versuchen mittels RP-HPLC nicht nachgewiesen werden konnten. Selbst wenn die 

Versuchsbedingungen angeglichen wurden, konnten die Resultate nicht reproduziert werden. In 

seinen Ergebnissen beschreibt er z.B., daß HaCaT-Zellen (3H)RA zu 4-keto-RA, aber nicht zu 

ddRA und 9-cis-RA, metabolisieren können. 9-cis-RA wurde jedoch in unserem Versuch nach der 

Zugabe von atRA eindeutig nachgewiesen (s. Tab. 19; Abb. 12). In seinem Artikel werden 

weiterhin Peaks im Protokoll der RP-HPLC-Analyse beschrieben, die von ihm nicht definiert 

werden konnten.  

Auch die Anhäufung von Didehydro-Verbindungen, die Törmä in seinen Zellen mißt, scheinen 

eher eine Reaktion auf die äußeren Versuchsbedingungen zu sein, als wirkliche Produkte des 

Retinoidstoffwechsels der HaCaT-Zellen. In seiner Studie wurde das Medium sowohl mit 
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Penicillin (50 U/ml)/Streptomycin (50 µl/ml) und Fungizonen versetzt als auch die zugegebenen 

Substanzen radioaktiv gekennzeichnet (z.B. (3H) Retinol), obwohl bekannt ist, daß sich radioaktiv 

markierte Stoffe oft anderes verhalten als unbehandelte. Die Studie von Redfern (155) beschreibt 

z.B. ausführlich, daß radioaktiv markierte Retinoide sehr instabil sind und schneller zerfallen als 

unbehandelte Retinoide (155). Daher ist die Vermutung naheliegend, daß die von Törmä 

gemessenen Didehydro-Verbindungen und auch die nicht identifizierbaren Peaks wahrscheinlich 

Abbauprodukte der radioaktiv-markierten Retinoide sind. Im weiteren ist eine Beeinflussung der 

Versuchsergebnisse Törmäs auf Grund der Antibiotikabehandlung denkbar.  

Der Erklärungsversuch von Törmä, daß der veränderte Retinoid-Metabolismus von HaCaT-

Zellen durch die geringere Konzentration von Retinol in HaCaT-Zellen und die geringen 

Konzentrationen von Bindungsproteinen zu belegen sei, ist somit nur Teil einer Antwort und ist 

in Hinblick auf die Behandlung der Zellen und den Versuchsablauf kritisch zu beurteilen. 
 

Obwohl kein Retinal durch die HaCaT-Zellen gebildet wurde, konnte nach 24 Stunden 

Inkubationszeit kurzzeitig ein Vorkommen von 12 % atRA gemessen werden. Der Spiegel sinkt 

im weiteren Verlauf wieder stark ab und ist nach 72 Stunden nicht mehr meßbar. Zusätzlich 

wurde in kleinen Mengen 13-cis-RA gemessen, jedoch keine weiteren RA-Isomere. Dies steht im 

Widerspruch zu der Beobachtung, daß die RA-Isomere ein Gleichgewicht bilden, wobei atRA das 

Hauptisomer darstellt, wie an späterer Stelle noch erläutert wird. Somit scheint es sich hier um 

einen Metabolisierungsweg zu handeln, in dem Retinol in kleinen Mengen zu Retinsäuren 

umgewandelt wird, ohne vorher in Retinal umgewandelt worden zu sein. Hierbei könnte 

beispielsweise eine 13-cis-RALDH beteiligt sein. Die genaue Funktionsweise solcher 

Dehydrogenasen in HaCaT-Zellen ist wissenschaftlich noch nicht ausreichend erforscht. 

Es wurde bereits eine Untergruppe der Short-Chain Dehydrogenasen/Reduktasen mittels RT-

PCR identifiziert, die spezifisch cis-Retinol-Isomere oxidieren kann. Diese Enzyme wurden 9-cis-

Retinol Dehydrogenasen genannt (9-cis-ROLDH) (116, 160) oder 11-cis-Retinol Dehydrogenasen 

(27). Die Identifizierung dieser Enzyme impliziert, daß 9-cis-RA nicht nur aus RA-Isomeren 

erzeugt werden kann (162), sondern auch aus 9-cis-Retinol-Vorgängern (101). Eine spezifische 

RA-Isomerase konnte bislang nicht identifiziert werden (197, 198). Der Nachweis gestaltet sich 

auch deshalb als sehr schwierig, da verschiedene Gewebe und Zellarten unterschiedliche 

Fähigkeiten besitzen, atRA in 9-cis-RA zu isomerisieren (102). Romert (161) postulierte die These, 

daß diese Enzyme sogar zwei unterschiedliche Funktionen haben könnten, die von der 

Substratverfügbarkeit und dem Expressionsort abhängig seien. Sie beschrieb, daß im Auge 9-cis-

ROLDH als 11-cis-Retinol Dehydrogenase fungiert, wohingegen in anderen Geweben die 

primäre Funktion die Erzeugung von 9-cis-RA sei.   
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Die 9-cis-ROLDH konnte von uns sowohl in HaCaT-Zellen als auch in Keratinozyten in vitro 

nach Inkubation mit Retinol nachgewiesen werden. Wurde den Zellen nur Retinal angeboten 

blieb die Expression des Enzyms aus (s. Kap. 5.3.2). Inwieweit sie genau in den Metabolismus 

von HaCaT-Zellen eingreift, bleibt noch zu untersuchen. 
 

Die Verstoffwechselung von Retinal zu atRA: 

Die Substanz Retinal ist ohne äußere Einflüsse sehr stabil, was daran erkennbar ist, daß Retinal 

im reinen Medium ohne Zellen über einen Zeitraum von 120 Stunden nur geringfügig abgebaut 

wird. Iso-Retinal wird als Hauptprodukt (22 %) gebildet (s. Tab. 15; Abb. 7).  

Hingegen wird in Gegenwart von HaCaT-Zellen Retinal sofort zu atRA verstoffwechselt (s. Tab. 

16; Abb. 8). Interessanterweise werden auch signifikante Mengen von Retinol und Iso-Retinol 

produziert. Die Endkonzentration der Retinole beträgt nach 120 Stunden 38 %. Der Versuch 

zeigt, daß HaCaT-Zellen wie humane Keratinozyten die Möglichkeit besitzen, Retinol aus Retinal 

zu bilden. Somit ist HaCaT-Zellen nur die Oxidation von Retinol zu Retinal nicht möglich, die 

Rückreaktion von Retinal zu Retinol findet statt. Ein ähnliches Phänomen ist bei Fibroblasten 

festgestellt worden, die, wie oben beschrieben, Ähnlichkeiten zu dem Metabolismus von HaCaT-

Zellen aufweisen. Menschliche Keratinozyten hingegen weisen eine reversible Umwandlung von 

Retinol zu Retinal auf.  

In aktuellen Studien wird davon ausgegangen, daß für die Oxidation von Retinal zu Retinsäuren 

ausschließlich Retinal-Dehydrogenasen (RALDHs) verantwortlich sind, und andere Enzyme eine 

eher untergeordnete Rolle spielen (114, 119, 130, 162, 163). Die zugehörige Dehydrogenase, die 

die Reaktion von Retinal zu atRA katalysiert,  ist erwartungsgemäß mittels RT-PCR in HaCaT-

Zellen nachweisbar (s. Kap. 5.3.4).  

Retinol und Retinal binden an die Bindungsproteine CRBP I und II (s. Kap. 2.3.1). Diese 

Proteine begleiten mittels einer Reihe von Protein-Protein-Interaktionen die Retinoide durch 

ihren Syntheseweg zu Retinsäuren und katalysieren die RA-Synthese (124).  

CRBP I ist wahrscheinlich an der Aufnahme von Retinol in die Zelle beteiligt und präsentiert das 

gebundene Retinol anschließend der Retinol Dehydrogenase. Das Bindungsprotein hat 

erwiesenermaßen eine 4fach höhere Affinität zu Retinol als zu Retinal (122). CRBP I konnte von 

uns in HaCaT-Zellen nicht nachgewiesen werden. Es besteht offensichtlich ein Zusammenhang 

zwischen der fehlenden ROLDH und der nicht nachzuweisenden Expression von CRBP I. 

CRBP II hingegen bindet Retinol und Retinal mit gleicher Affinität und transportiert 

wahrscheinlich Retinal vom mikrosomalen Raum ins Cytosol (162). Da HaCaT-Zellen in der 

Lage sind, Retinal zu verstoffwechseln, ist anzunehmen, daß dieses Protein auch hier die 
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Reaktion katalysiert. Dies entspricht auch unserem RT-PCR Ergebnis welches eine hohe 

Expression von mRNA des Bindungsproteins CRBP II aufweist (s. Kap. 5.3.3).  

 

Das Isomerisationsgleichgewicht der Retinsäuren im reinen Medium: 

In unseren Versuchsansätzen ohne HaCaT-Zellen konnte beobachtet werden, daß das 

Isomerisationsgleichgewicht von atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA weitestgehend auf der Seite von 

atRA lag. Die Verteilung betrug z.B. nach 120 Stunden Inkubationszeit mit 13-cis-RA 1,6 : 1 : 0,6 

für atRA : 13-cis-RA : 9-cis-RA (s. Kap. 5.3.8). In einer ähnlichen Versuchsreihe mit primären 

menschlichen Keratinozyten aus der Vorhaut konnten noch höhere Konzentrationen von atRA 

gemessen werden (Mündliche Mitteilung F. Jugert). 

Wie in Tab. 18-23 und Abb. 11-16 (Kap. 5) dargestellt, bildete sich in unseren Untersuchungen 

atRA immer als Hauptisomer. Diese Isomerisation könnte auf die physikalische Stabilität von 

atRA zurückzuführen sein, bzw. auf die geringere Stabilität der beiden anderen cis-Isomeren. 13-

cis-RA scheint wiederum das instabilere der beiden RA-Isomere zu sein. Nach 120 Stunden 

Inkubationszeit im Medium ohne Zellen wurde 3/4 der Ausgangskonzentration zu atRA, 9-cis-

RA und 9,13-dicis-RA metabolisiert.  

Die Tendenz zu einem definierten Gleichgewicht der cis-Isomere scheint eine 

Grundvoraussetzung für ein stabiles Isomerisations-Muster zu sein. 

Es ist bekannt, daß 9-cis-RA durch 9-C-Konversion aus atRA erzeugt wird (12). In dem 

darauffolgenden Schritt wird 9-cis-RA durch 13-cis-Konversion in 9,13-dicis-RA umgebaut. Hohe 

Mengen an 9,13-dicis-RA sind ein Hinweis für die Schädigung von Retinsäuren durch Sauerstoff 

und Licht, die diese Reaktion begünstigen. 9,13-dicis-RA wird als inaktives Endprodukt in dieser 

Kaskade angesehen. In zellfreien Systemen konnten bemerkenswert hohe Konzentrationen 

gemessen werden. Die Konversion scheint irreversibel zu sein, da sich die Kurvenverläufe von 

9,13-dicis-RA immer kontinuierlich ansteigend darstellen (s. Abb. 14 und 16). 
 

Die Isomerisation der Retinsäuren in Anwesenheit von HaCaT-Zellen: 

Bekanntermaßen bilden atRA und 9-cis-RA mit den Bindungsproteinen CRABP I und II einen 

Komplex (s. Kap. 2.3.2). Beide Bindungsproteine sind in der Haut in vivo nachweisbar. CRABP I 

ist in der Epidermis und Dermis in gleich hohen Konzentrationen meßbar. Die Hauptquelle 

scheint in erster Linie Melanozyten zu sein (165). Die CRABP II Expression ist in der Epidermis 

dagegen viel höher (174, 177, 178). Zusätzlich kann CRABP II durch atRA und seine Analoga 

induziert werden (5, 52). Die Erkenntnis, daß 13-cis-RA nicht mit hoher Affinität an diese 

Bindungsproteine bindet, legt die Schlußfolgerung nahe, daß 13-cis-RA ein Isomer der Retinsäure 
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ist, welches die Fähigkeit besitzt, in den Nukleus einzudringen, ohne an ein Bindungsprotein 

gebunden zu sein. 

In unseren Versuchsergebnissen konnten wir beobachten, daß der Abbau aller Retinsäuren in 

Anwesenheit von HaCaT-Zellen langsamer stattfand als in den Versuchsansätzen ohne Zellen. 

Das Gleichgewicht der Substanzen konnte somit innerhalb von 120 Stunden nicht erreicht 

werden, wobei sich trotzdem als Hauptisomer atRA abzeichnete. Auch in vivo isomerisieren 13-cis-

RA und 9-cis-RA zu atRA, welches das Hauptisomer darstellt (57). 

Im weiteren wurde beobachtet, daß 9-cis-RA von HaCaT-Zellen schnell zu 13-cis-RA und atRA 

isomerisiert. Dies deutet darauf hin, daß es ein oder mehrere Enzyme (Isomerasen) gibt, die diese 

Interkonversion innerhalb der drei Isomeren reguliert. Aus 13-cis-RA und atRA wurden 

wiederum 4-oxo-Metabolite gebildet, die Abbauprodukte der aktiven Hormone sind (12). 

Untersuchte man die Mengen von 4-Hydroxylierten Metaboliten, die gebildet wurden, wenn nur 

9-cis-RA als Quelle benutzt wurde (s. Kap. 5.1.11), stellte man fest, daß signifikante Mengen 

dieser Metabolite gemessen werden konnten. Dies veranschaulicht noch einmal die relative 

Instabilität dieser Isomere. Der genaue Zusammenhang und die eventuell dazugehörigen 

Isomerasen, die in unterschiedlichem Maße auf die Isomerisation der Retinsäuren Einfluß 

nehmen könnten, sind noch nicht bis in alle Einzelheiten erforscht. 

Diese Verbindung der einzelnen Retinsäuren könnte jedoch erklären, warum die topische 

Applikation dieser Substanzen auf der menschlichen Haut die RA-4-Hydroxylase induziert, wobei 

es keine Rolle spielt, welches Retinsäure-Isomer appliziert wird (214). Auch diese Beobachtung 

erhärtet den Verdacht, daß es Enzyme gibt, die die Interkonversion der Isoformen in HaCaT-

Zellen steuern. Es wurden jedoch schon viele verschiedene Wege des Metabolismus der 

Retinsäuren beschrieben, und diese Beobachtungen lassen darauf schließen, daß der 

Metabolismus von der Gewebeart abhängig ist (4, 64, 97, 98, 162, 173).  

Unsere Untersuchungen zeigten, daß in HaCaT-Zellen nicht nur 9-cis-RA, sondern auch 13-cis-

RA nach einer bestimmten Zeit zu atRA isomerisiert wurden. Diese Reaktionen sind vermutlich 

reversibel und werden durch die Bindung an Rezeptoren und spezielle Isomerasen kontrolliert 

(163, 164).  
 

Das Isomerisations-Muster von atRA und 9-cis-RA in HaCaT-Zellen: 

Die Isomerisations-Muster von atRA und 9-cis-RA sind sehr ähnlich. Nach 120 Stunden 

Inkubationszeit wurden in beiden Versuchsreihen ohne HaCaT-Zellen je 55% der 

Ausgangskonzentration umgewandelt (s. Kap. 5.1.6 u. 5.1.10). Die Verteilung stellte sich wie folgt 

dar: nach atRA-Inkubation 2,2 : 1 : 0,8 (atRA : 13-cis-RA : 9-cis-RA); nach 9-cis-RA Inkubation     
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2 : 1 : 0,5 ( 9-cis-RA : atRA : 13-cis-RA). Wenn dem Medium HaCaT-Zellen zugegeben wurden, 

betrug der Abbau unter gleichen Versuchsbedingungen weniger als 40 % (s. Kap. 5.1.7 u. 5.1.11).  

Diese Ergebnisse können durch mehrere Gründe erklärt werden. In Anbetracht der Gegebenheit, 

daß genau diese beiden Isomere atRA und 9-cis-RA an CRABPs binden, könnte man vermuten, 

daß die Bindung an die Bindungsproteine zu einer Konservierung seiner Isomere führt und die 

Isomerisierung hemmt. Es könnte jedoch auch eine Anlagerung an Rezeptoren sein. All-trans RA 

ist der natürliche Ligand für den RAR-Rezeptor (65, 145) und 9-cis-RA Ligand für den RXR-

Rezeptor (102, 162). RAR kann sowohl atRA als auch 9-cis-RA binden (110), wobei atRA jedoch 

eine viel höhere Affinität aufweist (57).  

Betrachtet man hingegen die atRA-Metabolisierung, wenn zuerst Retinal den Zellen zugeführt 

wurde (s. Kap. 5.1.4), konnte keine Hemmung der Isomerisierung oder Katabolisierung 

beobachtet werden. All-trans-RA, das nach 24 Stunden mit 72 % in HaCaT-Zellen vorhanden 

war, wurde innerhalb der nächsten 96 Stunden fast vollständig in andere Retinoide, hauptsächlich 

4-oxo-Metabolite und Retinole, umgewandelt (s. Abb. 8). Dies läßt darauf schließen, daß atRA 

hier ungebunden vorliegt. Ferner hat die Aufnahme des Retinals in die Zelle und die 

Dehydrogenierung wahrscheinlich eine Induktion von Enzymen zur Folge, die die weitere 

Verstoffwechselung der Retinsäuren katalysiert. Werden die HaCaT-Zellen direkt mit atRA, 9-cis-

RA und 13-cis-RA inkubiert, scheinen einerseits die Enzyminduktion geringer zu sein, 

andererseits die Retinsäuren schneller an CRABP I und II gebunden zu werden, wodurch die 

Isomerisation gehemmt wird.  

Die beschriebenen Bindungsproteine CRABP I und CRABP II konnten in HaCaT-Zellen mit 

einer relativ hohen Expression nachgewiesen werden (s. Abb. 21 und 22). In hypothetischen 

Annahmen wird davon ausgegangen, daß es Aufgabe dieser Bindungsproteine sei, Retinsäuren in 

Zellen festzuhalten, die nicht selbst in der Lage sind, diese zu synthetisieren (162). CRABP I ist 

primär für die Isomerisierung von Retinsäuren verantwortlich, wobei CRABP II seine 

Hauptfunktion in der RA-Synthese und Sekretion besitzt.  
 

Die aktiven Hormone werden im weiteren Verlauf der Metabolisierungskaskade der Retinoide zu 

4-oxo-Metaboliten abgebaut, die nur noch eine geringe biologische Aktivität und keine 

nennenswerte Rückreaktion zu den aktiven RA-Isomeren aufweisen. 
 

Die 4-Hydroxylierung von atRA und 13-cis-RA: 

Die beiden Isomere der 4-oxo-Retinsäuren, 4-oxo-RA und 4-oxo-13-cis-RA, können aus ihren 

vorhergehenden Retinsäuren, atRA und 13-cis-RA synthetisiert werden. Die These, daß 4-oxo-RA 

direkt aus atRA und 4-oxo-13-cis-RA aus 13-cis-RA umgewandelt wird (163, 164), konnte in 

unseren Versuchsreihen nicht bestätigt werden.   
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13-cis-RA zeigte sich im reinen Medium ohne Zellen als sehr instabil. Bis dato wurden für 13-cis-

RA noch keine Rezeptoren oder Bindungsproteine gefunden, die in der Lage sind, dieses Isomer 

zu stabilisieren. In unseren Versuchsreihen wurde aus 13-cis-RA im Vergleich zu atRA oder 9-cis-

RA in Gegenwart von HaCaT-Zellen die größte Menge an 4-hydroxylierten Metaboliten gebildet. 

13-cis-RA kann somit als Hauptquelle der 4-Hydroxy-Retinsäuren bezeichnet werden (s. Kap. 

5.1.9). Die 4-oxo-Metabolite 4-oxo-atRA und 4-oxo-13-cis-RA stellten nach 120 Stunden mehr als 

1/4 der Gesamtkonzentration aller Retinoide dar. Wir konnten sehen, daß als Hauptprodukt 4-

oxo-atRA gebildet wurde. Die Konzentration von 4-oxo-atRA war dreifach höher als die von 4-

oxo-13-cis-RA (s. Tab. 21; Abb. 14). All-trans RA war nur mit 9 % und 9-cis-RA mit 2 % 

nachweisbar. Auf Grund dieser geringen Konzentrationen ist zu vermuten, daß die 

Hydroxylierung von 13-cis-RA zu den genannten 4-oxo-Metaboliten offensichtlich in HaCaT-

Zellen so schnell stattfand, daß die anderen Retinsäuren kaum isomerisiert werden konnten.  

Wurde hingegen atRA den HaCaT-Zellen zugeführt, bildeten sich einerseits viel geringere 

Mengen von 4-oxo-Metaboliten, andererseits wurde aber verhältnismäßig mehr 4-oxo-13-cis-RA 

gebildet als 4-oxo-atRA (s. Tab. 19 u. Abb. 12). In diesem Fall könnte vermutet werden, daß atRA 

schneller in das instabile 13-cis-RA isomerisiert und in der Folge dann zu 4-oxo-13-cis-RA 

abgebaut wird, als daß es direkt zu 4-oxo-atRA metabolisiert werden kann. Ein anderer 

Erklärungsversuch wäre, daß 4-oxo-atRA und 4-oxo-13-cis-RA oder die Vorstufen 4-OH-RA und 

4-OH-13-cis-RA auf die gleiche Weise isomerisieren, wie es bei atRA und 13-cis-RA zu 

beobachten ist.  

Wie zu erkennen ist, weist das Wissen um den genauen Ablauf der Hydroxylierung der 

Retinsäuren und den oxidativen Abbau heute noch große Lücken auf. Die Inaktivierung der 

aktiven Retinoid-Hormone und die Exkretion der Abbauprodukte aus den HaCaT-Zellen, die 

wichtige Punkte in der Retinoidkaskade darstellen, bedürfen in Zukunft noch näheren 

Untersuchungen. 
 

Die 4-Hydroxylase: 

In menschlicher Haut ist der Hauptmetabolisierungsweg von atRA und 13-cis-RA die 4-

Hydroxylierung. Die beiden genannten Retinsäuren werden mit Hilfe von RA-4-Hydroxylasen zu 

4-Hydroxy-Retinsäuren umgewandelt, die wiederum durch spontane Oxidation in 4-oxo-

Retinsäuren abgebaut werden. Die 4-Hydroxylierung von atRA wird primär von einem Mitglied 

der Cytochrom P450 Familie (CYP26) katalysiert (181, 154, 215), das aber 9-cis-RA oder 13-cis-

RA nicht hydroxyliert. Die Hauptmetabolite von CYP26 in menschlichen Zellen sind 4-Hydroxy-

RA (162), 18-oxo-RA, 4-oxo-RA (154, 215) und 5,8-epoxy-RA (62). 
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In HaCaT-Zellen führte die Zugabe von atRA zur sofortigen Induktion von CYP26. Eine hohe 

Aktivität dieses Enzyms konnte gemessen werden (111). Der damit verbundene schnelle Anstieg 

des mRNA-Niveaus normalisierte sich jedoch, wenn atRA nicht mehr zugegeben wurde, schon 

nach 48 Stunden (111).  

Ein weiteres Enzym, das CYP1A1, welches auch an der katalytischen Oxidierung von 

Retinsäuren zu seinen 4-oxo-Metaboliten beteiligt ist (105, 159, 181), konnte auch in unseren 

Versuchsreihen nachgewiesen werden. 

Der Einfluß von atRA als aktives Hormon auf die HaCaT-Zellen wurde bereits in verschiedenen 

Studien untersucht. Es wurde beschrieben, daß atRA die Transkription von desmosomalem-

Cadherin unterdrückt. Eine kontinuierliche RA-Behandlung inhibierte sogar die Differenzierung 

der HaCaT-Keratinozyten (211). Im weiteren wurde beobachtet, daß atRA einen Wachstumsstop 

vermitteln konnte, indem die Retinsäure mit dem bipolaren Spindelapparat während der Mitose 

interagierte (83). Auf genetischer Ebene konnte festgestellt werden, daß eine anhaltende 

Behandlung von HaCaT-Zellen mit atRA sowohl zu einer Unterdrückung von AP-2, das an der 

Genregulation beteiligt ist, als auch zu einer Erniedrigung der Transkription von Keratin 4, ein 

Marker für die Differenzierung in HaCaT-Keratinozyten (209) und des Aryl Hydrocarbon 

Rezeptors (AHR; s. Kap. 2.6.4.1) führte (210). Die Expression des AHR-Rezeptors konnte in 

unseren Versuchsreihen nicht nachgewiesen werden. Wurden die HaCaT-Zellen hingegen unter 

natürlichen Bedingungen gezüchtet, wurde AHR in dieser Zellinie nachgewiesen (209, 210). Die 

Behandlung von HaCaT-Zellen mit Retinoiden während des Wachstums führte wahrscheinlich 

zu einer so starken Herabsetzung des mRNA-Niveaus, daß es sich unter der Nachweisgrenze 

befand. Die diskutierten Beobachtungen lassen darauf schließen, daß die Expression von AHR 

vom Differenzierungszustand der Zellen abhängt und durch atRA beeinflußt wird (211). 

Der schnelle Abbau von Retinsäuren kann somit als ein Schutzmechanismus der HaCaT-Zellen  

verstanden werden, der Zellschäden auf Grund zu hoher atRA-Konzentrationen vorbeugt. 

In bestimmten medizinischen Behandlungsmethoden sind jedoch gerade hohe Konzentrationen  

notwendig, um einen Therapieerfolg zu bewirken. Im Mittelpunkt des Interesses steht dabei die 

Verhinderung des zu schnellen Abbaus der aktiven Hormone. Deshalb wird nach Stoffen 

geforscht, die den zu schnellen Abbau verhindern. Neu entwickelte, synthetisierte Derivate mit 

RAR- oder RXR-Bindungskapazität erwiesen sich im Modellversuch sowie in Phase-I- und 

Phase-II-Studien den natürlichen Retinsäuren eindeutig unterlegen (140). Die Addition des 

Azolderivates Liarasol hingegen als ein Inhibitor der 4-Retinsäure-Hydroxylase (CYP26), um die 

Verstoffwechselung der Retinsäuren in Oxo-Retinoide zu hemmen, erwies sich als eine 

effizientere Methode und wird medizinisch schon erfolgreich angewandt. Die Wirkung der 

aktiven Hormone wird durch die Addition von Liarasol nicht beeinträchtigt (61).  
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Die Retinoidkaskade in primären humanen Keratinozyten 

 

Abbildung 24: Die Retinoidkaskade in primären humanen Keratinozyten 
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Die Retinoidkaskade in HaCaT-Zellen 

 

Abbildung 25:  Der Retinoidmetabolismus in HaCaT-Zellen 
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8 Zusammenfassung 
 

 

Der Retinoidmetabolismus in HaCaT-Zellen 

 

 

Der Metabolismus von Retinoiden wurde in der Keratinozyten ähnlichen Zellinie, den HaCaT-

Zellen, umfassend und detailliert untersucht. Verwendet wurde eine hoch sensitive RP-HPLC-

Methode, und die Expression der beteiligten Enzyme wurde mittels RT-PCR überprüft.  

 

 

Es konnten folgende Ergebnisse in Bezug auf die Fragestellungen (s. Kapitel 4.2) ermittelt 

werden: 

 

1. HaCaT-Zellen können Retinol nicht zu Retinal oxidieren, wie dies in primären 

menschlichen Keratinozyten mittels ROLDH der Fall ist (11, 25, 46, 93, 94, 194). 

 Die Beobachtung unserer Versuchsreihe impliziert jedoch einen Metabolisierungsweg von 

Retinol zu Retinsäure, ohne daß der Intermediärmetabolit Retinal nachweisbar war. 

Mögliche Umgehungswege durch die Enzyme 9-cis-ROLDH oder 13-cis-RALDH werden 

diskutiert (116, 160). Eine 9-cis-ROLDH konnte in HaCaT-Zellen mittels RT-PCR 

nachgewiesen werden. 
  

 

2. Die Retinol Dehydrogenase (ROLDH), die die Oxidation von Retinol zu Retinal in 

primären humanen Keratinozyten katalysiert (11, 25, 93), konnte in HaCaT-Zellen mittels 

RT-PCR nicht nachgewiesen werden.  

 Die Retinal Dehydrogenase (RALDH), die die Dehydrogenierung von Retinal zu atRA 

katalysiert (46), konnte jedoch in HaCaT-Zellen mittels RT-PCR nachgewiesen werden. 

 
 

3. Obwohl HaCaT-Zellen Retinol nicht zu Retinal oxidieren können, ist nach der Zugabe 

von Retinal die Reduktion von Retinal zu Retinol, wie in primären menschlichen 

Keratinozyten, auch in HaCaT-Zellen nachweisbar. 

 Außerdem wurde Retinal von den HaCaT-Zellen effizient zu atRA metabolisiert. Diese 

Reaktion erwies sich als irreversibel. 
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 Nach Inkubation von HaCaT-Zellen mit den Retinsäuren atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA, 

konnte in Anwesenheit von HaCaT-Zellen eine deutlich verlangsamte Metabolisierung 

der  Retinsäuren, im Vergleich zu unseren Versuchsreihen ohne Zellen, nachgewiesen 

werden.  
 

 

4. In Medien ohne HaCaT-Zellen bildeten die Retinsäuren atRA, 9-cis-RA und 13-cis-RA ein 

Isomerisationsgleichgewicht, in welchem sich atRA als Hauptisomer zeigte. Die Tendenz 

zu einem definierten Gleichgewicht der cis-Isomere scheint eine Grundvoraussetzung für 

ein stabiles Isomerisations-Muster zu sein. 
 

 

5. Eine mRNA-Induktion des Bindungsproteins CRBP I, dessen primäre Funktion 

einerseits die Aufnahme von Retinol in die Zelle ist und in primären humanen 

Keratinozyten notwendiger Ligand ist, um Retinol der ROLDH zu präsentieren (122, 

124, 125), konnte in HaCaT-Zellen mittels RT-PCR nicht nachgewiesen werden. CRBP II 

hingegen war in den Zellen exprimiert. 

 Die Bindungsproteine CRABP I und CRABP II, deren Funktionen die Isomerisierung 

und der kontrollierte Abbau der Retinsäuren sind (38, 129), konnten in HaCaT-Zellen 

mittels RT-PCR nachgewiesen werden. 
 

 

6.    Die These, daß 4-oxo-RA direkt aus atRA und 4-oxo-13-cis-RA aus 13-cis-RA umgewandelt 

wird (163, 164), konnte in unseren Versuchsreihen nicht bestätigt werden. Bei der 

Inkubation von HaCaT-Zellen mit atRA wurde sogar mehr 4-oxo-13-cis-RA als 4-oxo-atRA 

gebildet, und bei der Inkubation mit 13-cis-RA konnte als Hauptabbauprodukt 4-oxo-atRA 

nachgewiesen werden. Die Hydroxylierung und Oxidation von atRA und 13-cis-RA zu 

den entsprechenden 4-oxo-Metaboliten fanden somit nach unseren Beobachtungen nicht 

in zwei getrennten Katalysewegen statt. Dies legte die Vermutung weiterer 

Umwandlungsmöglichkeiten nahe, die bis dato noch nicht beschrieben wurden.  
 

 

7. Eine mRNA-Induktion der Cytochrome 1A1 und 1A2 konnte in HaCaT-Zellen nach 

Inkubation mit Retinoiden  mittels RT-PCR nachgewiesen werden.  
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Auf Grund der vorliegenden Daten konnte nachgewiesen werden, daß die Metabolisierung von 

Retinol in HaCaT-Zellen im Vergleich zu menschlichen Keratinozyten Gemeinsamkeiten, wie 

auch relevante Unterschiede aufweist. Die auffälligste Beobachtung dieser Arbeit war die 

Tatsache, daß Retinol von HaCaT-Zellen nicht zu Retinal oxidiert werden kann. Die mit Hilfe 

von HaCaT-Zellen gewonnenen Ergebnisse dürfen daher nur mit Vorsicht auf menschliche 

Keratinozyten übertragen werden.  

Da HaCaT-Zellen eine anerkannte und in vielen wissenschaftlichen Studien verwendete Zellinie 

darstellen, sind die hier vorgestellten Ergebnisse für diese Versuchsreihen von großem Interesse. 

Das Wissen um die genaue Metabolisierung von Retinoiden und ihre Einflüsse auf die HaCaT-

Zellen beeinflußt die Arbeit mit dieser Zellinie grundlegend und kann beispielsweise die Suche 

nach effizienteren Behandlungsmöglichkeiten in der Therapie mit Retinoidpräparaten erleichtern.  
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