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1 Einleitung

Die  Verbindung der  Forschungsfelder = der  Molekularbiologie  und
Erndhrungswissenschaften gibt neue Einblicke in die direkte Beeinflussung der
Genexpression durch Nutrienten. Eines der besten Beispiele bietet hier der Fortschritt
im Bereich der Erforschung von Retinoiden and ihrer Regulation der Genexpression.
Vitamin A und seine bioaktiven Metaboliten haben pleiotrope Effekte in allen Geweben
vertebrater Organismen. Dazu zdhlen Zellentwicklung, Proliferation, Differenzierung,
Metabolismus und Apoptose. Die genregulatorische Fahigkeit von Retinsdure (all-trans
und 9-cis) bzw. ihrer Kernrezeptoren wird fiir die meisten dieser Funktionen
verantwortlich gemacht.

Auf die teratogenen als auch kanzerogenen Auswirkungen eines Vitamin A-Mangels
wurde sehr bald nach der Entdeckung des Vitamins geschlossen.

Derzeit werden laufend neue Studien publiziert, die dieses Wissen vertiefen und sich
weiters mit dem Einfluss von Retinoiden auf diverse ernidhrungsassoziierte
Erkrankungen, etwa im  cardiovaskuliren —und metabolischen  Bereich,
auseinandersetzen.

Die hier vorgelegte Arbeit soll einerseits einen Einblick in die Wirkmechanismen und
andererseits in das mogliche Wirkungsspektrum im Bereich erndhrungsassoziierter

Erkrankungen geben.

1.1 Nomenklatur, Struktur und chemische Eigenschaften

Der Begriff “Retinoide” ist gemdl der IUPAC-IUB-Kommission (International Union
of Pure and Applied Chemistry- International Union of Biochemistry) fiir Biochemische
Nomenklatur (1982) wie folgt definiert:

»Retinoide gehoren zu einer Klasse von Komponenten, die aus vier Isopreneinheiten
bestehen, die in einer Kopf-Schwanz-Verbindung stehen; alle Retinoide konnen formell
von einer monozyklischen Elternkomponente abgeleitet werden, die fiinf C-C-
Doppelbindungen und eine funktionelle Gruppe am azyklischen Ende des Molekiils
enthalten.*

Ein Problem mit dieser Definition ergab sich aus der Tatsache, dass sich einige

synthetische Verbindungen ohne die oben genannten Strukturanforderungen als sehr



viel aktiver in Retinoid-sensitiven Assays herausstellten. Sporn und Roberts (1985)
schlugen darauthin vor, dass ,Retinoide eine Klasse von Substanzen sind, die
spezifische biologische Antworten durch Bindung an und Aktivierung von Rezeptoren
hervorrufen®.

In der Praxis findet man hiufig eine Kombination dieser beiden Definitionen: Die
Klasse von Retinoiden besteht aus Retinol-Analoga (mit oder ohne biologische
Aktivitét), aber auch aus verschiedenen Retinol-fernen Verbindungen, die biologische

Vitamin A oder Retinoid-Aktivitdt aufweisen (Blomhoff and Blomhoft 2005).

Der Begriff Vitamin A ist hingegen ungeeignet, die Klasse der Retinoide vollstindig zu
beschreiben.

Hierbei werden nur Retinoide beriicksichtigt, die eine biologische Aktivitit
entsprechend der von Retinol besitzen (Sporn and Roberts 1985; Blomhoff et al.1992).
Auch die 50 von etwa 600 Carotinoiden, die in Vitamin A gespalten werden konnen,
werden zur Klasse von Vitamin A gezdhlt. Hiufig in der Nahrung vorkommende
Provitamin A Carotinoide sind a-Carotin, B-Carotin, y-Carotin und B-Cryptoxanthin.

Das all-trans Isomer dieser Carotinoide ist aktiver als das cis Isomer (Olson 2000).
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Abbildung 1: Strukturformeln der natiirlichen Retinoide
mod. nach Ross et al. (2000)



Die Stammkomponente der Retinoide ist all-frans Retinol, ein primirer Alkohol mit
einer molekularen Masse von 286. In den meisten Tiergeweben ist Retinyl-Palmitat die
vorherrschende Speicherform der Retinoide. Weiters findet man auch die Fettsdureester
Retinyl-Oleat und Retinyl-Stearat vor. Zu den Retinoiden der ersten Generation zidhlen
neben all-frans Retinol all-trans Retinaldehyd (all-trans Retinal) und all-trans
Retinsdure (all-frans RA, Tretinoin), die durch Oxidation des all-frans Retinols
entstehen. Stellungs-Isomere sind von allen drei Verbindungen bekannt (Elmadfa und
Leitzmann 1998; Blomhoff and Blomhoff 2005).

Die Struktur dieser Molekiile 14Bt sich generell in drei Abschnitte einteilen: Ein
hydrophober p-lononring, eine konjugierte Tetraen-Seitenkette und eine polare
Endgruppe. Die biologische Aktivitit hdngt primdr von der Anwesenheit des [-
Iononringes ab. Aufgrund des groBen hydrophoben Restes von Retinoiden sind diese
Verbindungen nur schlecht wasserldslich. All-trans Retinol und dessen Derivate sind
stark instabil in der Gegenwart von Oxidantien und Licht, die zu einer oxidativen
Degradation oder Isomerisierung fithren. Die strukturelle Integritit in vivo wird
zum Grofteil durch Retinoid-bindende Proteine (Retinoid-binding proteins, RBPs)
erreicht. Viele dieser Proteine binden ihre Liganden in hydrophoben
Einschliissen und schirmen sie so effektiv von der wéssrigen Umgebung ab. Weiters
wird durch die Anwesenheit von Antioxidantien wie den Tocopherolen sowohl die
Degradation als auch die Isomerisierung verhindert (Noy 1999). Im Vergleich mit
all-trans Retinol und all-zrans Retinal besitzt all-trans Retinsdure die hdchste
Wasserloslichkeit (210 nM). Dies macht es moglich, dass all-frans Retinsdure als
Morphogen einerseits durch hydrophile Phasen und andererseits durch lipophile
Membranen diffundieren kann (Blomhoff and Blomhoftf 2005).

1.2 Aufnahme von Vitamin A

Hohe Konzentrationen an Retinol finden sich in Leber, Milchprodukten, Hiihnerei und
Fettfischen wie Hering, Sardinen und Thunfisch. Nahrungsquellen fiir Provitamin A
Carotinoide sind Karotten, griines Blattgemiise, Mais, Tomaten, Papayas, Mangos,
Aprikosen und Orangen. Die Farbe der Friichte ist jedoch nicht zwingend ein Indikator

fiir die Provitamin A-Konzentration. Tomaten etwa sind besonders reich an Lycopen,



das nicht in Vitamin A umgewandelt werden kann. Die griine Farbe von Blattgemiisen
hingegen camoufliert die gelbe Farbe der Carotinoide.

Die Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden kann sehr stark schwanken. Die Absorptionsrate
von B-Carotin (33%) etwa ist geringer als jene von Retinol. Weiters gehen, anders als
theoretisch mdglich, nicht zwei Retinolmolekiile aus der Spaltungsreaktion hervor
(Elmadfa und Leitzmann 1998).

Daher hat man sich auf die Konvention geeinigt, dass 6 pg all-trans -Carotin oder 12
pg von anderen Provitamin A Carotinoiden in Lebensmitteln dquivalent zu 1 pg all-
trans Retinol sind. Folglich ist die Aufnahme von Vitamin A in Form von pg Retinol

Aquivalenten ausgedriickt (Olson 2000).

1.3 Biosynthese, Absorption, Metabolismus und Transport von
Retinoiden

Vitamin A aus der Nahrung liegt primédr als Retinylester, Retinol und in sehr kleinen
Mengen als Retinsdure vor. Die Retinylester konnen nicht direkt aufgenommen werden,
sondern miissen im Diinndarmlumen erst durch die pankreatische Triglyceridlipase und
das intestinale Biirstenaummembranenzym Phospholipase B hydrolysiert werden, bevor
sie wie das Retinol von den Mukosazellen aufgenommen werden koénnen. (Blomhoff
and Blomhoff 2005).

Der Aufnahmeprozess benoétigt die Emulgierung von Retinol durch Gallensalze und
freie Fettsduren (Goodmann and Blaner 1984).

Das unveresterte Retinol wird in die Enterocyten durch einen séttigbaren Carrier-
vermittelten Transport eingeschleust. Die dabei involvierten Proteine sind bis jetzt noch
nicht charakterisiert (Blomhoff and Blomhoft 2005).

Retinsdure aus der Nahrung wird von den Mukosazellen absorbiert und als solches in

die portale Zirkulation gebracht, wo es, gebunden an Albumin, im Korper transportiert

wird (Blaner and Olson 1994).

Provitamin A Carotinoide werden nach der Emulgierung von den Mukosazellen
absorbiert. Dort wird B-Carotin durch das Enzym Carotin 15, 15°-Dioxygenase zu
Retinal gespalten (Goodmann and Huang 1965; Olson and Hayaishi 1965).



Dieses cytosolische Enzym wird durch Gallensalze und die Menge an Retinoiden in der
Nahrung beeinflusst (Van Vliet et al. 1996).

Carotinoide sind im ganzen Korper vorhanden, da sowohl Provitamin A Carotinoide als
auch andere Carotinoide aus der Nahrung intakt absorbiert werden kénnen.

Da die Leber, das Fettgewebe, die Lunge und andere Gewebe Carotin 15, 15°-
Dioxygenase Aktivitdt besitzen ( Olson and Hayashi 1965; Goodmann and Blaner 1984)
und aus Carotinoiden direkt Retinsdure ohne Retinal als Zwischenprodukt (Napoli and
Race 1988) synthetisieren konnen, konnte die intakte Aufhahme von Carotinoiden aus
dem Gastrointestinaltrakt ein wichtiger Stoffwechselweg fiir manche Gewebe sein, um

ihren Retinoidbedarf zu decken (Vogel et al. 1999).

In den Enterocyten wird Retinol an CRBPII (cellular retinol-binding protein type II)
gebunden. Die groffite Menge an Retinol wird dort mit langkettigen Fettsduren, vor
allem Palmitinsdure, wiederverestert. Dies wird von dem Enzym Lecithin-Retinol-
Acyltransferase (LRAT) katalysiert. LRAT benétigt den CRBPII-Retinol-Komplex als
Substrat fiir die Veresterungsreaktion (Herr und Ong 1992).

Die Rolle von CRBPII ist also einerseits das 16slich Machen von lipophilem Retinol,
andererseits der Schutz vor Degradation und die Lenkung von Retinol zu LRAT.
(Batten et al. 2004). AuBlerdem benétigt die intestinale Retinal Reduktase CRBPII, um
Retinal in der Mukosazelle zu Retinol zu reduzieren (Vogel at al. 1999). Die Expression
von CRBPII ist merklich beeinflusst von der Aufnahme von Fettsduren aus der Nahrung
(Takase et al. 1998; Surgua et al. 1995).

Die neu synthetisierten Retinylester werden zusammen mit Triglyceriden,
Cholesterinester, Phospholipiden und anderen Lipiden aus der Nahrung in
Chylomikronen, die Apolipoprotein B-48 beinhalten, verpackt und in das lymphatische
System sezerniert (Vogel at al. 1999). Weiters wird unverestertes Retinol in die portale

Zirkulation abgesondert (Blomhoff and Blomhoff 2005).

Nach der Sekretion von Chylomikronen in die Lymphe kommt es durch Prozesse wie
der Triacylglycerinhydrolyse und dem Austausch von Apolipoproteinen zur Bildung
von Chylomikronen-Remnants. Fast alle Retinylester in den Chylomikronen bleiben

den Partikeln bei der Umbildung zu Remnants erhalten (Blomhofft et al. 1990).



Die Chylomikronen-Remnants akquirieren das Apolipoprotein E (apoE). Dies ist
essentiell, um danach wieder von den Parenchymzellen der Leber aufgenommen zu
werden (Blomhoff et al.1982; Williams et al. 1985; Hamilton et al. 1990).

Die Leber ist das Hauptorgan fiir die Speicherung und die Metabolisierung von
Retinoiden (Vogel et al. 1999).

Die extra-hepatische Aufnahme von Chylomikronen-Remnants kénnte auch wichtig fiir
den Transport von Retinylestern und Carotinoiden zu Knochenmark, Zellen des
peripheren Blutes, Milz, Fettgewebe, Skelettmuskeln und Niere sein (Paik et al. 2004).
Die Prozesse der Retinoidspeicherung und Metabolisierung in der Leber sind komplex
und noch nicht vollstindig geklért (Blaner 1994).

Der hepatische Retinoidmetabolismus wird durch die Enzyme LRAT und Retinyl-Ester-
Hydrolase (REH) mediiert, die Retinol mit langkettigen Fettsduren verestern und
Retinylester zu Retinol hydrolysieren. Weiters spielt auch CRBPI eine wichtige Rolle
(Blaner and Olson 1994; Ong et al. 1994).

Um einer Nachfrage von Retinoiden aus Geweben nachzukommen, wird Retinol aus
den hepatischen parenchymalen Zellen sezerniert (Vogel et al. 1999).

Die Retinylester werden in den Hepatocyten hydrolysiert. Unverestertes Retinol ist dann
in der Lage, mit dem Retinol-Binding-Protein (RBP) zu assoziieren. Dieses Protein
kommt in hohen Konzentrationen im hepatischen endoplasmatischen Reticulum vor
(Newcomer and Ong 2000). Das Binden von Retinol an RBP initiiert eine Translokation
von Retinol-RBP vom endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Komplex. Danach wird
Retinol-RBP in das Plamsa entlassen (Ronne et al. 1983). Zusétzlich wird ein Grof3teil
des unveresterten Retinols auch in einen anderen Zelltyp der Leber, die perisinoidale
Stellatumzelle, transferiert (Blomhoff et al. 1982; 1984).

Etwa 90% der gesamten Vitamin-A-Konzentration der Leber wird in den
Stellatumzellen gelagert (Biesalski 2004). Diese Langzeitspeicher des Vitamins haben
eine beinahe unbegrenzte Speicherkapazitit. Die normalen Reserven von Retinylestern
in den Stellatumzellen stellen eine addquate Vitamin A Versorgung fiir mehrere
Wochen bis Monate (Blomhoff et al. 1990). Mehr als 95% des Vitamin A in den
Stellatumzellen liegen in Form von Retinylestern in cytoplasmatischen Lipidtrépfchen
vor. CRBPI, ein zelluldres Bindungsprotein mit Homologie zu CRBPII, sowie LRAT

sind in den hepatischen Stellatumzellen hoch exprimiert und spielen eine Schliisselrolle



in der Speicherung von Retinylestern. Die extensive Speicherung von Retinylestern in
den Stellatumzellen kombiniert mit der Fahigkeit der Zelle, die Retinoidmobilisierung
zu kontrollieren, sichert eine gleich bleibende Blutplasma-Retinoidkonzentration von
etwa 1-2 uM trotz der normalen Schwankungen in der téglichen Aufnahme an Vitamin
A.

Die Mechanismen, die fiir die Mobilisierung von Retinol aus den Stellatumzellen
verantwortlich sind, wurden noch nicht im Detail geklédrt. Resultate von den Versuchen
mit Knock-out Miusen weisen auf eine Involvierung von RBP hin (Blomhoff and

Blomhoft 2005).

Nach der Aufnahme einer groBen Menge von Vitamin A kdnnen interstitielle Zellen
und Zellen von Lunge, Niere, und Darm von hoheren Wirbeltieren Lipidtropfchen mit
Retinylestern akkumulieren. Diese extrahepatische Speicherung konnte fiir die lokale
Versorgung von Organen mit einer hohen Nachfrage an Vitamin A wichtig sein (Nagy

et al. 1997; Blomhoff and Wake 1991).

Plasma-Retinol ist an RBP assoziiert. Die Plasma-Konzentration von Retinol-RBP ist
streng reguliert und wird trotz fluktuierender Aufnahme von Vitamin A auf 2 pM
gehalten.

Nur im Falle eines schwerwiegenden Vitamin A Mangels, Protein, Energie- oder
Zinkmangels, hormoneller Faktoren oder Stress als Folge bestimmter
Krankheitszustdnde ist die Konzentration an Plasma Retinol-RBP erniedrigt (Soprano
and Blaner 1994; Vogel et al. 1999). Etwa 95% des Plasma RBPs ist mit Transthyretin
(TTR) assoziiert (Peterson 1971), eine Bindung, die die glomeruldre Filtration von
Retinol vermindert. Das Retinol wird weiters in Assoziation mit RBP durch dessen
hydrophobe Einschliisse vor Oxidations- und Isomerisierungsprozessen abgeschirmt
(Zanotti and Berni, 2004). RBP wird primdr in den Parenchymzellen der Leber
synthetisiert. Eine Vielzahl von Zellen anderer Gewebstypen hat jedoch auch die
Féhigkeit zur RBP-Synthese (Soprano et al.1986).

RBP scheint fiir die Mobilisierung von hepatischem Retinol ins Plasma und fiir die

zelluldre Aufnahme von Retinol in die Retina, speziell wenn die Verfiigbarkeit aus der



Nahrung gering ist, verantwortlich zu sein. RBP scheint jedoch nicht essentiell fiir die
Aufnahme von Plasma-Retinol in die meisten anderen Gewebe zu sein.

Die Mechanismen fiir diese nicht-RBP-mediierte zelluldre Aufnahme von Retinol sind
noch nicht endgiiltig geklart. Es kdnnte sich bei einer derartig kleinen Fraktion wie dem

freien Retinol um passive Diffusion handeln (Blomhoff and Blomhoftf 2005).

Eine Anzahl von weiteren Retinoiden, wie all-frans Retinsdure, 13-cis Retinsdure, 13-
cis-4-oxo Retinsdure und all-frans Retinoyl B-Glucuronid sind im Plasma in
nanomolaren Konzentrationen (etwa 5-10 nM) vorhanden (Wyss and Bucheli 1997;
Barua and Sidell 2004).

Mit der Ausnahme von all-trans B-Glucuronid werden diese Retinoide im Plasma an
Albumin gebunden transportiert. Die Plasma-Konzentration des Grofiteils dieser
Retinoide ist abhéngig von der Aufnahmemenge von Vitamin A and steigt
normalerweise auf das Zwei- bis Vierfache nach der Aufnahme einer grolen Menge an
Vitamin A an (Hartmann et al. 2005).

Es ist nicht bekannt ob die Plasma-Retinoide einfach einen Retinoid-Katabolismus
reflektieren oder ob sie von den Zellen aufgenommen und eingesetzt werden. (Blomhoff

and Blomhoff 2005).

Carotinoide sind lipophil und werden gleichfalls im Plasma an Lipoproteine gebunden
transportiert. Nach der Absorption treten sie assoziiert mit Chylomikronen in die
Lymphe ein und werden so hauptsichlich zur Leber transportiert.

Die Carotinoide akkumulieren nicht in den Hepatocyten. Sie werden als Bestandteile
von VLDL-Partikeln mobilisiert, die wiederum in VLDL-Remnants und LDL
umgewandelt werden konnen (Parker 1996).

Weil viele Zelltypen die Fiahigkeit haben, Retinol, Retinal und Retinsdure aus
Provitamin A zu synthetisieren, konnte die Lipoprotein-mediierte Aufnahme von
Carotinoiden wichtig fiir die zelluliren Funktionen von Vitamin A sein (Blomhoff and

Blomhoft 2005).

Es wird angenommen, dass aktive Retinoidmetabolite in den Zielzellen synthetisiert

werden. Die Hauptquelle fiir die Synthese in hoheren Wirbeltieren ist all-trans Retinol.



Weiters wird angenommen, dass die zellulire Aufnahme von Lipoproteinen, die aus
Retinylestern, Retinol und Carotinoiden bestehen, als auch die lokal gespeicherten
Retinylester in den Fetttropfchen als Ausgangssubstanzen fiir die Retinsduresynthese
herangezogen werden. All-frans Retinsdure ist der bedeutendste zellulédre
Retinoidmetabolit. Sie wird aus all-frans Retinol in einem zweistufigen Prozess
synthetisiert (Blomhoff and Blomhoff 2005).

Der Retinol-Aufnahme aus dem Plasma folgt die Bildung eines holo-CRBP-Komplexes,
der darauf die Synthese von Retinylestern durch das Enzym LRAT anregt (Ong et al.
1988; Yost et al. 1988).

Der Retinol-CRBP-Komplex fordert zudem die Retinsduresynthese, da er als Substrat
fiir die Synthese des Zwischenproduktes Retinal fungiert (Boermann and Napoli 1995).

Die Enzyme, die die Oxidation von Retinol zu Retinal katalysieren, sind noch nicht
eindeutig festgelegt. Studienergebnisse lassen darauf schlieen, dass zwei bestimmte
Enzymfamilien fiir diesen Schritt verantwortlich sind.

Cytosolische mittelkettige Alkoholdehydrogenasen (ADH), im speziellen ADHI,
ADH3 und ADH4, scheinen CRBPI-gebundenes all-frans Retinol nicht zu oxidieren
(Blomhoftf and Blomhoftf 2005).

Die zweite Enzymfamilie, die membrangebundenen, kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehydrogenase/reductase, SDR), bendtigt
hingegen den CRBPI-all-trans-Retinol-Komplex als Substrat. Sie werden in vielen
Vitamin-A sensiblen Zelltypen, oft in Koexpression mit CRBPI, exprimiert.

CRBPI agiert als Chaperon fiir Retinol und Retinal und lenkt diese zu deren
metabolisierenden Enzymen (Everts et al. 2005).

Retinaldehydrogenase (RALDH) Isozyme wandeln Retinal in einer irreversiblen
Reaktion zu Retinsdure um. Die zwei am besten untersuchten RALDH Isozyme, Typ 1
und 2, katalysieren die Reaktion zu Retinsdure sowohl mit freiem, als auch CRBP-
gebundenem Retinal, mit dem letzteren jedoch wesentlich effizienter (Posch et al. 1992)
Von RALDH4, das in der Leber und den Nieren von Méusen exprimiert wird, gibt es

Hinweise, dass es in die Bioynthese von 9-cis Retinsdure involviert ist (Lin et al. 2003).
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Die primdren Determinanten fiir die Produktionsmenge von Retinsdure und
Retinylestern aus Retinol scheinen die Enzymaktivititen von LRAT und RALDH zu
sein. Retinsdure hat direkten und indirekten Einfluss auf die Syntheserate durch die
Induktion der Transkription von CRBP und LRAT (Haq and Chytil 1988; Matsuura and
Ross 1993), Verdnderung der RALDH und RALDH-mRNA-Levels (Penzes et al. 1997)
und durch Induktion des eigenen Metabolismus (Napoli, 1986; Williams and Napoli
1985; Kurlandsky et al. 1996).

In Organen wie dem Darm, der Leber, den Nieren und der Lunge wird Retinsdure aus 3-
Carotin ohne vorhergehende Oxidation zu Retinol synthetisiert (Napoli and Race, 1988;
Hebuterne et al. 1996).

Beim Menschen mit einer potentiell hohen Gewebskonzentration an Carotinoiden

konnte B-Carotin demnach eine Retinsdurequelle sein (Blomhoff and Blomhoff, 2005).

LEBER
ELUTKAPIIT ARFE

RA =Retinsdure
@ ROH = Retinal
/ \ RE = Retinylester
CM = Chvlomikronen
CME = Chylomikronen-Remnanis

CM-RE RBP = Retinol-bindendes Protein
l T TTE = Transthvretin

—
| Parenchymzellen  RE

¥
REP ROH

Stellatzellen

RAR = Retinsiinre-Rezeptor
RXR = Retinoid X Rezeptor

all-rrrns-BA

R
Q-cis-FA
EXTREAHEPATISCHE ZELLE

LYMPHE

Abbildung 2: Absorption, Transport und Metabolismus von Retinoiden.
aus: Baltes (2002)
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2 Wirkmechanismen der Retinoide und ihrer
Kernrezeptoren

2.1 Uberblick iiber die Kernrezeptoren

Im Unterschied zu Polypeptidhormonen, die an membrangebundene Rezeptoren binden
und auf diese Weise Signal-Pathways zur Genregulierung aktivieren, assoziieren die
meisten lipophilen Hormone direkt mit den Kernrezeptoren. Diese wirken als Liganden-
induzierbare Transkriptionsfaktoren auf die Zielgene (Mangelsdorf et al. 1995).

Zu der Superfamilie der Kernrezeptoren gehdren unter anderem Retinoide, 1,25
Dihydroxyvitamin D3 und ,,Orphan‘“-Rezeptoren mit unbekanntem Liganden (Robinson-
Rechavi et al. 2003).

Die Rezeptoren werden in sechs Subfamilien unterteilt (Gronemeyer et al. 2004).

Eine dieser Familien bilden die Thyroidhormonrezeptoren (thyroid hormone receptors,
TRs), Retinsdurerezeptoren (retinoic acid receptors, RARs), Vitamin D Rezeptoren
(VDRs) und verschiedene ,,Orphan*-Rezeptoren. Zu der zweiten Subfamilie zdhlen die
Retinoid X Rezeptoren (RXRs), Chicken ovalbumin upstream stimulators (COUPs),
hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4), Testis Rezeptoren (TR2) und Rezeptoren, die an
der Entwicklung des Auges beteiligt sind (TLX und PNR) (Aranda and Pascual 2001).

2.1.1 Die Struktur der Kernrezeptoren

Wie andere Transkriptionsfaktoren weisen Kernrezeptoren eine modulare Struktur mit
autonomen Funktionsdomédnen auf, die zwischen zugehoérigen Rezeptoren ohne
Funktionsverlust ausgetauscht werden konnen.

Ein typischer Kernrezeptor besteht aus einer variablen NH,-terminalen Region (A/B),
einer konservierten DNA-bindenden Doméne (DBD, oder Region C), einer
Verbindungsregion D und einer konservierten E-Region, die die Liganden-bindende
Doméne (LBD) triagt (Abb. 3).

Die Rezeptoren besitzen zudem Regionen, die fiir die Aktivierung der Transkription
bendtigt werden. Diese liganden-unhabhédngige Aktivierungsfunktion (activation

function, AF-1) ist in der hypervariablen A/B Region lokalisiert. Eine zweite, streng
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ligandenabhéngige transkriptionsaktivierende Region ist die AF-2 Doméne. Sie ist unter
den Angehorigen der Kernrezeptorfamilie konserviert und befindet sich im COOH-

Terminus der LBD.

Ligandenbindung
Dimerisierung

 — 1

N-( aB c [o] & [F)-C

AF-1 ﬁ—' AF-2

Binden der DNA

Abbildung 3: Die Struktur der Kernrezeptoren
mod. nach Aranda und Pascual (2001)

A/B Region

Hinsichtlich ihrer Grofle und Sequenz ist diese modulare Region am meisten variabel.
Sie besitzt in den héufigsten Fillen eine AF-1 Doméne. Die A/B Doméne zeigt
Promoter- und zellspezifische Aktivitit. Man vermutet, dass sie zur Aktionsspezifitit
der Rezeptorisoformen beitragt.

Weiters ist sie der Hauptangriffspunkt fiir die Phosphorylierungen, die von
unterschiedlichen Pathways vermittelt werden. Diese Modifizierung kann die
Transkriptionsaktivitit signifikant beeinflussen. RARs etwa konnen durch Cyclin-
abhingige Kinasen phosphoryliert werden. Dies konnte fiir die ligandenabhéngige bzw.
-unabhéngige Transaktivierung wichtig sein. MAPK-abhingige Phosphorylierung des
RXRs kann auch die biologische Aktivitit des Partnerrezeptors verdndern (Aranda and

Pascual 2001).
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Die DNA-bindende Doméine C (DBD)

Die DNA-bindende Domine C ist im Unterschied zur A/B Doméne hoch konserviert.
Die DNA wird an dieser Stelle mit hoher Affinitit gebunden (Aranda and Pascual
2001).

Die Hinge Region (D-Domiine)

Sie dient als Verbindung zwischen DBD und Liganden-bindender Doméne (LBD) und
erlaubt die freie Rotation von DBD. Bei Anwesenheit eines Liganden oder Co-
Repressoren stabilisiert sie die Rezeptorstruktur. Weiters beherbergt sie
Kernlokalisierungssignale und auch Fragmente, deren Mutation die Interaktion von Co-

Repressoren authebt (Aranda and Pascual 2001).

Die Liganden-bindende Domiine (LBD)

Die LBD ist eine multifunktionelle Doméne, die neben der Ligandenbindung auch die
Homo- und Heterodimerisierung und die Interaktion mit Heat-shock proteins vermittelt.
In einzelnen Féllen wird auch die reversible Unterdriickung der Transkription mediiert.
Sie beherbergt das ,,signature motif, Ti* und die C-terminale AF-2 (Aranda and Pascual
2001). Der untere Teil der LBD enthélt die variable Region, welche die LBP (ligand-
binding pocket) beherbergt (Bourguet et al. 2000). Die LBD beherbergt weiters auch
Phosphorylierungsstellen (Bastien and Rochette-Egly 2004).

2.1.2 Aktionsmechanismen

Der ligandenlose Rezeptor kann entweder direkt im Kern lokalisiert sein oder erst durch
das Binden eines Liganden vom Cytoplasma in den Kern wandern und dort mit
Chromatin interagieren. Der Ligand kann in einem endokrinen Organ synthetisiert, in
der Zielzelle aus einer Vorstufe oder Prohormon entstehen, oder auch ein endogener

Metabolit in der Zelle sein (Abb. 4).
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Abbildung 4: Aktionsmechanismen der Kernrezeptoren.

Links: Der Ligand kann durch drei verschiedene Wege entstehen.

1) ein aktiver Ligand oder ein Hormon wird in einem endokrinen Organ produziert und
dringt in die Zelle ein,

2) der Ligand entsteht aus einer Vorstufe oder einem Prohormon in der Zielzelle und

3) der Ligand ist ein Metabolit, der in der Zielzelle synthetisiert wird.

Rechts: es existieren diverse ligandenunabhédngige Pathways fir die
Kernrezeptorenaktvierung. Einige Rezeptoren sind konstitutiv aktiv, die Aktivitit
anderer wird durch alternative Wege moduliert, etwa durch Phosphorylierung.

mod. nach Aranda und Pascual (2001)

Die allgemein in Form von Dimeren aktiven Rezeptoren regulieren die Transkription
durch das Binden an DNA-Sequenzen, die als positive oder negative hormone response
elements (HREs) bezeichnet werden. Diese Elemente sind in den regulatorischen
Sequenzen in der 5'flanking Region des Zielgens lokalisiert (Aranda and Pascual 2001).
Beziiglich der Struktur von negativen HREs konnte die Position nahe des
Transkriptionsinitiierungsortes oder auf der 3 -untranslatierten Region eine Rolle

spielen.

Durch das Einwirken von Coregulatoren auf die Kernrezeptoren werden die Effekte des
Rezeptors auf die Transkription vermittelt. Corepressoren sind in Nukleosom-
Modifikationen involviert, die zur Verdichtung des Chromatins fithren. Dies fiihrt zu
einer  verstirkten = physikalischen = Barriere  fir das  Andocken  des
Transkriptionspréinitiierungskomplexes. ~ Coaktivatoren ~ hingegen  sind  fiir
Modifikationen zur Auflockerung des Chromatins verantwortlich (Lefebvre et al. 2005).
In Abwesenheit eines Liganden wird die Zielgenexprimierung unterdriickt, wenn

eine Untereinheit des Rezeptors Corepressoren gebunden hat. Durch das Binden eines
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Liganden durchlduft der Rezeptor eine Konformationsédnderung. Darauf dissoziieren die
Corepressoren, die Coaktivatoren werden rekrutiert und die Gene mit HREs werden

aktiviert.

Neben der Aktivierung der Transkription durch das Binden von Kernrezeptoren an
positive HREs ist ferner eine ligandeninduzierte Repression der Genexpression
moglich. Nach dem Binden von Liganden an den Kernrezeptor wird folglich die
Genexpression unterdriickt. Dies kann einerseits durch passive Inhibition, zum Beispiel
durch das Konkurrieren um DNA-Bindungsstellen mit anderen Transaktivatoren, oder
durch Bildung von transkriptionell inaktiven Heterodimeren geschehen.

Andererseits wird beim Binden des unbesetzten Rezeptors an negative HREs die
Transkription erhoht, wéhrend bei der Assoziation mit dem Liganden diese
Stimulierung aufgehoben wird. Es handelt sich hiermit auch um eine negative
Regulation des Liganden.

Es gibt zudem Grund =zu der Annahme, dass Corepressoren und
Deacetylierungsaktivititen in der negativen ligandenabhidngigen Regulierung der
Kernrezeptoren beteiligt sind. Thyroidhormonrezeptoren beispielsweise erhdhen die
basale Aktivitit der negativ regulierten Promotoren. Diese basale Aktivitit wird durch
Corepressoren und Histondeacetylasen zusidtzlich verstirkt. Repression der basalen
Transkription kann auch ligandenunabhdngig auftreten. Unter Mitwirkung von
Corepressoren flihren lingandenlose Rezeptoren eine ,,silencing activity* aus (Aranda

und Pascual 2001).

2.1.3 Transkriptioneller ,,cross-talk*

Kernrezeptoren konnen die Genexpression auch durch positive oder negative
Interferenz mit den Aktivitdten anderer Transkriptionsfaktoren, unabhidngig von HREs,
verdndern. Dies wird als ,transcriptional cross-talk” bezeichnet (Aranda and Pascual
2001).

Die Rezeptoren binden hierbei nicht selbst an die Promotoren der Zielgene, die
Activator Protein 1 (AP1)-, Nuclear Factor kB (NF«B)- oder cAMP response element-

binding protein (CREB)-Bindungsstellen tragen. Hinter den Mechanismen werden
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Protein-Protein Interaktionen zwischen den Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren
vermutet. Moglich wéren auch Intermediédrfaktoren, die die Rezeptoren an die
Promotoren ankniipfen (Aranda and Pascual 2006).

Eines der bekanntesten Beispiele fiir den Cross-Talk zwischen Kernrezeptoren und AP1
Komplexen ist das Forschungsergebnis, dass einige Rezeptoren, darunter RAR, als
ligandenabhéngige Transrepressoren der API-Aktivitit agieren konnen. Auf der
anderen Seite kann AP1 die Transaktivierung durch Kernrezeptoren blockieren (Pfahl
1993).

Man nimmt an, dass viele der antiproliferativen Effekte von Liganden der
Kernrezeptoren durch deren API-Aktivitit vermittelt werden (Aranda and Pascual
2001).

In einigen Féllen kann der Cross-talk zwischen den Rezeptoren und AP1 das Binden
eines Elementes involvieren, das sowohl Rezeptoren als auch den AP1-Komplex binden
kann. Abhédngig von dem Aufbau des API-Komplexes kann es entweder mit dem

Rezeptor kooperieren oder antagonistisch wirken.

Eine weitere wichtige Verbindung zwischen Signal-Pathways stellt die
Phosphorylierung von Kernrezeptoren dar (Perez-Juste and Aranda 1999).

Kinasen werden durch extrazellulire Signale aktiviert, binden und phosphorylieren
darauthin die Oberflichenrezeptoren und beeinflussen so die Rezeptoraktivitit (Aranda
and Pascual 2001). Phosphorylierung kann einerseits die DNA-Bindungsaffinitiat durch
eine Blockierung der Ligandenbindung an den Rezeptor reduzieren oder den
Rezeptorabbau fordern. In anderen Féllen kdnnen Rezeptoren in Abwesenheit von den
zugehorigen Liganden durch Phosphorylierung aktiviert werden.

Auch die Aktivitdit von Coaktivatoren und Corepressoren kann durch ihre

Phosphorylierung verandert werden (Aranda und Pascual 2006).

2.2 Retinsidurerezeptoren

RA-Rezeptoren werden in zwei Klassen eingeteilt: die RARs (a, B, y) werden von den
all-trans oder 9-cis Isomeren der Retinsdure aktiviert. Die RXRs (a, B, y) werden nur

von 9-cis Retinsdure aktiviert. Jeder der drei Untertypen besitzt zudem verschiedene
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Isoformen. Im Menschen wird die mRNA fiir RAR-a in den meisten Geweben
exprimiert. Die Expression von RAR-f ist in Nervengewebe vorherrschend und auch
wie RAR-y in der Haut nachweisbar. RXR-f wird fast in allen Geweben gefunden,
wihrend RXR-a reichlich in der Leber, in den Nieren, der Milz und der Haut exprimiert
wird. Die Expression von RXR-y scheint im Grof3en und Ganzen auf die Muskeln und
das Gehirn beschriankt zu sein (Xu et al. 2007).

Die Unterschiede zwischen den zwei Rezeptorklassen gehen iiber ihre
Ligandenspezifitit hinaus. Die RARs sind ligandenregulierte Rezeptoren, die &hnlich
wie Vitamin D- und Thyroidhormonrezeptoren durch das Ligandenbinden zu
Transkriptionsaktivatoren werden. Die RXRs dienen zusdtzlich zu dieser
Wirkungsweise als Hilfsfaktoren fiir viele Angehorige der Kernrezeptorenfamilie. Sie
konnen mit anderen Kernrezeptoren (Thyroidhormonerezeptoren, Vitamin D-
Rezeptoren, Peroxisome Proliferator-activated Receptors) heterodimerisieren und ohne
Bedarf eines 9-cis RA-Liganden die Affinitdt dieser Rezeptoren fiir ihre jeweiligen
Reponse elements erhohen (McCaffery et al. 2001; Chambon 1996). Weiters wurde die
Heterodimerbildung zwischen RXRs und LXR, Farnesoid X Rezeptor (FXR), Pregnane
X Rezeptor (PXR) NGFIB und Nurrl berichtet (Chambon 1996).

Aus der Beobachtung, dass gereinigte RARs nicht mit hoher Effizienz an RAREs
(Retinoic acid response elements) binden, folgten Experimente, die RXR als Forderer
der Bindungsaffinitit zwischen RAR und RAREs identifizierten (Leid et al. 1992).

Die Rezeptorunterklassen und Isoformen sind in einer entwicklungs- und
gewebsspezifischen Weise exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass RARs und RXRs
spezifische  Aufgaben in der Regulation zell- und gewebsspezifischer
Entwicklungsprozesse besitzen. Wéahrend die RARs und RXRs wie alle Angehorige der
Kernrezeptorfamilie die typischen Doménen aufweisen, unterscheiden sie sich in ihren
niedrigen Aminosdurenhomologien in der Liganden-bindenden Doméne. Aus diesem
Grund scheinen sie sich unabhéngig voneinander entwickelt zu haben (Piedrafita and
Pfahl 1999). Love et al. (2002) zeigten, dass die RXR-LBP (Ligand-binding pocket)
eine globuldre Form aufweist. Hingegen ist die RAR-LBP eher linear. Dies begriindet,
warum RXRs nicht in der Lage sind, die langen all-trans RA Molekiile zu binden,
wohingegen die flexibleren und kompakteren 9-cis RA Molekiile sowohl an RARs als
auch RXRs binden konnen (Love et al. 2002).
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Die LBD von RXRs und RARs unterliegen, abhingig von der Struktur des jeweiligen
Liganden, einer strukturellen Verdnderung (Lefebvre et al. 1998). 11 bis 12 a-Helices
wurden identifiziert, die eine multifunktionelle Doméne bilden. Sie ist in die
Dimerisierung, Ligandenbindung und in die Rekrutierung der Coaktivatoren bzw.

Corepressoren involviert (Lefebvre et al. 2005).

2.2.1 Coaktivatoren und Corepressoren

2.2.1.1 Die Familie der Coaktivatoren

Mehrere Proteine interagieren mit den Kernrezeptoren. Die am héaufigsten
vorkommenden Proteine werden als ERAPs (ER-associated proteins), RIPs (Receptor-
interacting proteins), GRIPs (Glucocorticoid receptor interacting proteins) und als
TRAPs (TR-associated proteins) bezeichnet. Auf eine potentielle Rolle dieser Proteine
als Coaktivatoren fiir die Kernrezeptoren wurde durch die Ligandenabhingigkeit fiir die
Interaktion mit den Rezeptoren geschlossen. Die Coaktivatoren interagieren nicht mit
transkriptionell inaktiven Rezeptormutanten oder mit den Antagonisten-gebundenen
Rezeptoren. Die pl160 Familie ist eine grofle Coaktivatoren-Familie, deren drei
Hauptvertreter SCR-1 (Steroid coaktivator 1), SCR-2 und SCR-3 sind (Aranda and
Pascual 2001). Die SCR agieren in einer Liganden- und AF-2- abhingigen Weise und
binden an Nichtsteroid- als auch an Steroid-Kernrezeptoren an der AF-2 Doméne jedes
Monomers des Kernrezeptorendimers. Die SCR Proteine haben eine Reihe von LxxLL
konservierten Motiven, die auch als Kernrezeptorenboxen in der Interaktionsdoméne
des Kernrezeptors bezeichnet werden (Heery et al. 1997). Das Binden von Liganden an
den RAR oder RXR eines RAR-RXR-Heterodimers initiiert die Rekrutierung eines
SCR Proteins zu der hydrophoben LBD beider Rezeptoren. Ein einziger SCR kann
folglich, in der Anwesenheit von RAR und RXR Liganden, an beide Rezeptoren eines
RAR-RXR Heterodimers durch zwei Kernrezeptorenboxen binden (Germain at al.
2002). SCR Aktivatoren sind zudem in der Lage, Histone und Nucleosome zu
acetylieren und so die Chromatinstruktur zu lockern. Dies erleichert die DNA-
Transkriptionsinitiierung (Ogryzko et al. 1996). Kim et al. (2003) beschreiben einen
zweiten Coaktivator fiir p160 (CoCoA, coiled-coil coactivator), der eine bestimmte

Domine (bHLH-PAS) von pl60 bindet und so die Transkriptionsaktivitdt von
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Kernrezeptoren erhoht. Weiters kooperiert CoCoA synergistisch mit GRIP-1,
CARM 1 und p300, um die Transkription zu verbessern.

Eine weitere Kategorie von Coaktivatoren wird als Cointegratoren bezeichnet.
Ein Beispiel hierfiir ist CBP/p300, ein grofes nukledres Protein, das sowohl mit
Upstream Enhancers als auch mit dem grundlegenden Transkriptionsapparat an der
Transkriptionsstartstelle interagieren kann (Janknecht and Hunter 1996). Weitere
Studienergebnisse zeigen eine CBP/p300 Interaktion mit einer grofen Vielfalt von
Transkriptionsfaktoren. CBP/p300 bindet nicht nur direkt an den Kernrezeptor, sondern
assoziiert auch mit der p160 Familie der Coaktivatoren durch eine COOH-terminale
Region (Aranda and Pascual 2001). CBP/p300 weist iiberdies eine
Histonacetyltransferase-Aktivitdt auf (Lefebvre et al. 2005) und konnte, durch die
Trans-Aktivierung von Zielgenen von CREB, APl und den Kernrezeptoren, als
Integrator von mehreren Signaltransduktionspathways im Zellkern bedeutend sein
(Kamei et al. 1996).

Eine zusitzliche funktionelle Gruppe von Coaktivatoren ist der SWI/SNF-Komplex, ein
ATP-abhéngiger, Chromatin-umbildender Multiproteinkomplex (McGrane et al. 2007).
Die generelle Rolle von SWI/SNF-Komplexen ist die Katalyse der Unterbrechung der
Interaktion von DNA-Histonen, was das Gleiten von Nucleosomen entlang der DNA
ermOglicht. AuBBerdem lédsst die Rekrutierung dieser Komplexe durch ligandenaktivierte
RARs und/oder RXRs auf einen essentiellen Schritt in der Transkriptionsaktivitit von
Retinoid-regulierten Promotoren schlieBen (Lefebvre et al. 2005). Auch CRABPII
(cellular retinoic acid binding protein II) wird von Delva et al. (1999) als nuklearer
Coaktivator gehandelt. CRABPII ist mit RARo und RXR o in einer
ligandenunabhédngigen Weise assoziiert. Im Kern bindet dieser Proteinkomplex an
RXR-RAR-spezifische Response Elements eines Retinsdurezielgens. Weiters wird in
der Anwesenheit von Retinoiden, die Kernrezeptoren als auch CRABPII binden, eine
Verbesserung der Transaktivierung von RXRo-RARa-Heterodimeren bei der
Beteiligung von CRABPII beobachtet (Delva et al. 1999). CRABPII ist als
ligandenbindendes Protein durch den Unterschied in der Homologie kein klassischer

Coaktivator (McGrane et al. 2007).

2.2.1.2 Corepressoren
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Das Binden von Corepressoren verdndert die AF-2 Doméne von Kernrezeptoren und
rekrutiert einen groflen Proteinkomplex mit Histondeacetylasen zu einem Zielgen (Nagy
et al. 1999; Heinzel et al. 1997; Alland et al. 1997). Das hypoacetylierte Chromatin
kondensiert darauf und der Zugang zur DNA wird den Transkriptionsfaktoren und der
allgemeinen Transkriptionsmaschinerie verwehrt (Kouzarides 2002; Jenuwin and Allis
2001).

Zuallererst wurden NCoRs (Nuclear receptor corepressors) und SMRTs (Silencing me-
diator for retinoid and thyroid hormone receptors) als homologe Corepressoren von
ligandenfreien Thyroidhormonrezeptoren identifiziert. Interessanterweise besitzt der
NCoR, im Gegensatz zu dem SMRT, ein in Maus und Mensch konserviertes LXXLL
Motiv, das zwischen den Repressordoménen 1 und 2 angeordnet ist und fiir die
Interaktionsvermittlung von Kernrezeptoren wie RARa von Bedeutung ist (Loinder and
Soderstrom 2004). Beide NCoR und SMRT Proteine weisen vier autonome
Repressionsdomdnen auf und inhibieren die Transkription von Zielgenen durch das
Binden von LBDs der Kernrezeptoren, wie auch RAR und RXR (Horwitz et al. 1996).
RARs binden mit starker Affinitdt an den SMRT und mit schwacher Affinitdt an den
NCoR. RXR scheint keine Priaferenz zu zeigen. RAR Isotypen unterscheiden sich in den
Affinititen zu SMRT und NCoR voneinander (Wong and Privalsky 1998; Germain et
al.  2002). Die biologischen Funktionen der NCoRs wurden durch
Geninaktivierungsstudien bei Miusen teilweise belegt. Eine NCoR™-Mutation ist fiir
den Embryo todlich. Embryos zeigen eine gestorte Erythropoese, die zu einer schweren
Anamie fiihrt. Weiters werden eine gestorte Entwicklung der Thymocyten und neurale,
hauptsédchlich den Thalamus betreffende Defekte festgestellt (Lefebvre et al. 2005).
Der SMRT kann demnach nicht die entscheidenden Funktionen des NCoRs
ausgleichen. Yu et al. (2006) konnten zeigen, dass der SMRT eine gewisse Bedeutung
fiir die zelluldre Behebung von DNA-Doppelstrangbriichen besitzt.

2.2.1.3 Rekrutierung der Coaktivatoren

Durch die Repositionierung der Helix H12 an der LBD wird von den Helices 3,4 und 5
und der AF-2-aktivierenden Doméne eine hydrophobe Spalte gebildet, welche LXXLL
Motive bindet. Die Interaktion wird durch 3 Leucine im a-helicalen LXXLL Motiv



21

sichergestellt, die ebenso eine hydrophobe Spalte ausbilden. Zudem wird die Interaktion
durch Faktoren wie etwa durch bestimmte Reste um das LXXLL Motiv stabilisiert

(Lefebvre et al. 2005).

2.2.1.4 Rekrutierung der Corepressoren

Im C-Terminus der Corepressoren finden sich zwei konservierte LXXI/HIXXXI/L
Motive, die mit der LBD interagieren. Dieses Motiv dhnelt dem Coaktivatorenmotiv,
was auf eine konservierte Interaktionsform von Coaktivatoren und Corepressoren mit
der LBD schlieBen ldsst. Der N-terminale Teil der Peptidsequenz des Corepressors
dehnt sich und verdeckt dadurch die AF-2 AD Interaktionsfliche. Dies erklart, warum
sich das Binden von Coaktivatoren und Corepressoren gegenseitig ausschliefit
(Lefebvre et al. 2005).

Es ist wichtig festzuhalten, dass die Retinoidhormonrezeptoren sowohl im
unterdriickten als auch im aktiven Stadium an ihre Zielgene gebunden bleiben Das
bedeutet, dass der Wechsel der Cofaktoren ohne Dissoziation des regulierenden

Komplexes geschehen kann (Nagy et al. 1999).
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Coreprassoren - Komplexe
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Abbildung 5: Der drei Schritte umfassende Mechanismus von Retinoidrezeptoren.

(A) In der Abwesenheit eines Liganden sind die Retinoidrezeptoren an Response
elements gebunden, die im Promoter der Zielgene lokalisiert sind. Die Rezeptoren sind
weiters mit Histon-Deacetylase-besitzenden Komplexen durch Corepressoren assoziiert.
Die Transkription ist unterdriickt. (B) Wenn ein Ligand gebunden wird, dissoziieren die
Corepressoren. Coaktivatoren werden rekrutiert, die mit Histon-Acetyltransferase-,
Methyltransferase-, Kinase-aktiven oder ATP-abhidngigen Komplexen assoziiert sind.
Das verdichtete Chromatin wird gelockert. (C) Im dritten Schritt dissoziieren die
Coaktivatoren und der SMCC Mediator-Komplex tritt in Kraft. Der Mediator
beschleunigt den FEinzug der RNA-Polymerase II und der generellen
Transkriptionsfaktoren zum Promoter. Die Folge ist die Transkriptionsinitiierung.

mod. nach Bastien and Rochette-Egly (2004)
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2.2.2 Phosphorylierung der Retinoidrezeptoren

Die molekularen Aktionsmechanismen der Retinoide werden ferner durch die
kovalenten Rezeptormodifikationen durch Phosphorylierungs- bzw.
Dephosphorylierungsreaktionen erweitert. RARs und RXRs stellen fiir eine Vielzahl
von Kinasen Substrate dar. Signal-Pathways, die unter anderem MAP-Kinasen
(Mitogen-activated protein kinases), PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) und PKA
(Cyclic AMP-dependent protein kinase) aktivieren, sind auch in die Kontrolle von
Retinoid-vermittelter ~ Transkription involviert. Die  Phosphorylierung  der
Retinoidrezeptoren veranlasst sie zur Rekrutierung von Cofaktoren (Bastien and
Rochette-Egly 2003). RARs werden von PKA an den Serinresten der LBD
phosphoryliert (Rochette-Egly et al. 1995). Bei RXRs hingegen findet die
Phosphorylierung an den Serin- und Thyrosinresten der LBD durch MAP-Kinasen statt
(Lee et al., 2000; Matsushima-Nishiwaki et al. 2001). Weitere Phosphorylierungsstellen
finden sich an der A/B Domine und hier hauptsdchlich an Serinresten. In kleinerem
Ausmal} finden auch Phosphorylierungsreaktionen an der F Doméne statt (Hong and
Privalsky 2000).

Zudem  vollzieht sich  ein  cross-talk mit dem  Retinoidrezeptoren-
Transaktivierungsprozess durch die Phosphorylierung von Coaktivatoren und
Corepressoren. Die  Phosphorylierung von etwa SMRT fiihrt zu einer
Interaktionsinhibierung mit RARs und deren Transport vom Kern ins Cytoplasma. So
kann die Phosphorylierung neben der trans-Aktiverung von Zielgenen auch in die
darauffolgende Degradation oder in den Export des Retinoidrezeptors involviert sein.
Phosphorylierung von z.B. p300/CBP und SCR-1 durch MAPKs und PKA verstirkt
ihre Enzymaktivitit als auch die Interaktion mit Retinoidrezeptoren und Histonacetylase
(HAT)-Komplexen. Auch Histone und die RNA Polymerase II konnen phosphoryliert
werden. Durch sie wird die Effizienz von HATs und HMTs (Histonmethyltransferasen)
gesteigert, die die nahen Lysinreste acetylieren bzw. methylieren. Auch die GTFs
(General transcription factors) konnen phosphoryliert werden (Bastien and Rochette-
Egly 2004).

Alle Phosphorylierungsprozesse dienen der Ausbildung eines effizienteren

Transkriptionsinitiationskomplexes und einer kontrollierten Reaktion.



24

2.2.3 Degradation der Retinoidrezeptoren

Der letzte bedeutende Schritt der Molekularmechanismen von Retinoiden umfasst die
Degradation von Retinoidrezeptoren, welche die Ausschaltung des Retinoidsignals zur
Folge hat. In eukaryoten Zellen ist der Ubiquitin-Proteasom-Pathway der
Hauptmechanismus fiir die gezielte Degradation von kurzlebigen Regulationsproteinen
und Transkriptionsfaktoren, wie auch bei RARs und RXRs (Kopf et al. 2000). Ein
héufiges Merkmal von Proteasom-vermittelter Proteindegradation ist die kovalente
Anlagerung von Ubiquitin an die Lysinreste der Proteine. Darauf folgend binden
Polyubiquitinketten an das Zielprotein. Die ubiquitinierten Proteine werden erkannt und
von dem 26s Proteasom, ein Proteasekomplex, abgebaut (Hershko and Ciechanover
1998; Laney and Hochstrasser 1999). Auch der Degradation geht -eine
Phosphorylierungsreaktion voran. Sie dient somit nicht nur der Assoziation und
Dissoziation von Coregulatoren, sondern auch der Rekrutierung von Ubiquitinligasen.
Kopf et al. (2000) berichten, dass RARY in einer retinsdureabhéngigen Weise liber den
Ubiquitin-Proteasom-Pathway abgebaut wird. Diese Degradation bendtigt die
Phosphorylierung an der N-terminalen Region des Rezeptors und ist gdnzlich abhéngig
von der Heterodimerisierung des ligandengebundenen RXRs. RARal und RXRal
werden im ligandengebundenen Zustand zerstort. Fiir ihre Degradation bedarf es jedoch
zusitzlicher Voraussetzungen. Weiters wude gezeigt, dass jeder Partner eines
RXR/RAR Heterodimers die Degradation des jeweils anderen Partners moduliert. Dies
lasst darauf schlieBen, dass RARs und RXRs eine wichtige Rolle in der
Aktivititskontrolle von RAR/RXR Heterodimeren spielen. (Kopf et al. 2000). Die
Phosphorylierung konnte also eine trans-Aktivierung durch RARy als auch eine darauf
folgende Degradation von RARy durch vermehrte Ubiquitinylierung bewirken. Dieses
Modell ist bis jetzt nur eingeschrankt giiltig, da es nur fiir RARy bewiesen ist (Gianni et
al. 2002). Phosphorylierung konnte auch die Dissoziation von Retinoid-Rezeptor-
gebundene Inhibitoren induzieren und dadurch die lokalen Lysinreste fiir den Angriff

der Ubiquitinligasen freigeben (Bastien and Rochette-Egly 2004).
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Abbildung 6: Die Auswirkungen von Phosphorylierungen auf die RARy-vermittelte

Transkription von Zielgenen.

Ein Teil des Liganden-gebundenen RARY2, der mit RXRa heterodimerisiert ist, wird
von der cdk7 Untereinheit von TFIIH an einem Serinrest in der AF-1 Doméne
phosphoryliert. Daraufhin fiihrt die Retinsdure-induzierte Aktivitdt von p38MAPK zur
Phosphorylierung des zweiten Serinrestes. Phosphorylierung dieser zwei Serine ist ein
Schritt, der auf der einen Seite die Transkription, auf der anderen Seite die Degradation
von RARY durch 26s Proteasome kontrolliert. Die Phosphorylierung kdnnte durch die
Rekrutierung von Ubiquitin-Ligase-Komplexen wirken. Eine zweite Theorie schlédgt
vor, dass die Phosphorylierung die Dissoziation von Inhibitoren induziert. Dadurch
wiirden die Lysinreste flir Ubiquitinligasen verfligbar sein. Man vermutet, dass Oligo-
Ubiquitylierung transkriptionsmodulierend wirkt, wihrend die Poly-Ubiquitylierung die
Umschaltung auf die Degradation signalisiert.

mod. nach Bastien and Rochette-Egly (2004)
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2.2.4 Kilassischer Pathway der Retinoid-Signalwirkung

Im Einklang mit ihrer unabhéngigen Entwicklung sind die Aufgaben von RARs und
RXRs auch sehr verschieden. Die RARs scheinen hauptsichlich fiir die Vitamin A
Signaltransduktion verantwortlich zu sein. Um aber ein Retinoidsignal in die
transkriptionelle Aktivierung eines Genes zu konvertieren, miissen die RARs mit RXRs
heterodimerisiert sein (Piedrafita and Pfahl 1999).

Hinsichtlich der molekularen Mechanismen hat sich so schlieBlich ein klassischer
Pathway abgezeichnet. Es handelt sich um all-trans RA mit einem Dimer aus einem
RAR und einem RXR und einem mehr oder weniger gleichartigen DNA Response
Element. Der klassische RA-Pathway umfasst Ligandenbindung,
Rezeptordimerisierung, DNA-Bindung und die daraus resultierende transkriptionelle
Modulation des Gens, dessen regulatorisches Element gebunden worden ist (Balmer
und Blomhoff 2002). In vivo Studien mit knockout Mausen und Studien mit Zelllinien
lieferten die Beweise fiir die essentielle Rolle der RXR-RAR Heterodimere fiir die
Retinoid Signaltransduktion (Kastner et al. 1997; Chiba et al. 1997).

Die Invalidierung des RARal Gens, das fiir die am meisten vorkommende Isoform von
RARa kodiert, brachte Mutantenmiuse ohne grobe Verdnderung ihres Phénotypes
hervor. Die Méduse zeigten Testisdegeneration, und sehr wenige Homozygoten, die
einige Merkmale einer Vitamin A Deffizienz aufwiesen, liberlebten iiber zwei Monate
hinaus (Li et al. 1993; Lufkin et al. 1993). Geninaktivierung des RARB-Gens ergab
wachstumsfahige Méuse, die empfindlich auf die teratogenen Effekte von Vitamin A
ansprachen (Luo et al. 1995). RARB-Miuse sind fruchtbar, weisen eine normale
Lebensdauer auf und zeigen homeotische Missbildungen der Halswirbel (Ghyselinck et
al. 1997) sowie ein starkes Defizit der neuronalen Plastizitit, was eine beeintriachtigte
Entwicklung der raumlichen Wahrnehmung und Gedichtnisfahigkeit bewirkt (Chiang et
al. 1998). RARPB12 null Méause sind auch lebensfdhig, zeigen jedoch Augenfehler, die
an Vitamin A defiziente Tiere erinnern. Auffallend ist ein besonders ausgeprigter
Defekt des Glaskorpers (Mendelsohn et al. 1994; Grondona et al. 1996). RARy1 Null
Mutanten zeigen die meisten Defekte vergleichbar mit denen der RARy Mutanten. Hier
kam es zu Wachstumseinschrankungen und Ringknorpelabnormalitéten (Subbarayan et

al. 1997). Interessanterweise weisen RARy Mutanten auch bei Retinoidbehandlung der
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Mutter keine Neuralrohrdefekte auf (Iulianella et al. 1999). Die Entfernung des RXRa
Gens, als auch das Abschneiden der C-terminalen Aktivierungsfunktion, sind
Mutationen die letal auf den Embryo wirken (Kastner et al. 1994; Mascrez et al. 1998;
Sucov et al. 1994) Auch die Inaktivierung des RXRB-Gens ist fiir den Embryo zu 50%
letal. Uberlebende Minnchen sind, bedingt durch die Ansammlung von ungesittigten
Lipiden in den Sertoli Zellen, unfruchtbar (Kastner et al. 1996). Inaktivierung des
RXRy"-Gens bei Miusen folgte eine verminderte Expression des Dopaminrezeptors
D2, was auf eine Rolle des Retinoid-Pathways in der Kontrolle der Fortbewegung
hindeutet (Samad et al. 1997; Krezel et al. 1998).

Compound Mutanten, bei denen eine Null Mutation eines bestimmten RAR Isotypes (a,
B oder y) mit einer RXRa Null Mutation, einer RXRoafl® Mutation, RXRoaf2°
Mutation oder RXRaaf® Mutation assoziiert wurde, zeigten alle Abnormalititen der
RAR Double-Mutanten (Mascrez et al. 2001; Mark and Chambon 2003; Kastner et al.
1995), die zum Tod im Uterus oder kurz nach der Geburt und zu zahlreichen
Entwicklungsabnormalititen, wie Missbildungen des Kopfes, Riickenwirbel und
Gliedmafen und Abnormalititen des Nackens, des Rumpfes und der abdominalen
Region, fiihrten (Mendelsohn et al. 1994). Ein Uberblick iiber die die Phenotypen von
RAR/RXR Compound Mutanten hat zudem gezeigt, dass RXRa der Isotyp mit der
grofiten Bedeutung in der Embryogenese ist (Kastner et al. 1997).

2.2.5 Zielgene von RA

Balmer und Blomhoft (2002) haben 532 Gene identifiziert, die als regulatorische Ziele
in der Anwesenheit von RA dienen. Von diesen werden im zelluliren Zusammenhang
unbestreitbar 27 Gene durch den klassischen Pathway kontrolliert (Kategorie 1 Gene).
Weitere 105 Gene konnen auf transkriptionellem Level in weniger als sechs Stunden
nach einer Gabe von 1uM RA oder weniger moduliert werden, Sie werden als
potentielle Kategorie 3-Kandidaten verstanden, da andere Indikatoren von direkter
Regulierung bis jetzt noch nicht entdeckt worden sind (Kategorie 2 Gene). 124 Gene
scheinen in dem von Balmer und Blomhoff untersuchten Rahmen indirekt reguliert zu
werden. Neun weitere Gene (4dhl, BTK, FSCN2, Hif9c, ISBSP, ITGB7, LPL, Ranbpl
und Slc9a2) werden in der Literatur diskutiert. Die Beweislage fiir eine Regulierung

dieser Gene durch Retinsdure auf transkriptioneller Ebene ist jedoch nicht stark
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(Kategorie 0 Gene). Die verbleibenden 267 Gene werden durch RA auf irgendeine Art
reguliert, allerdings ldsst das derzeitige Datenmaterial keine Zuordnung zu direkter oder
indirekter Kontrolle zu (Kategorie 1).

Im Hinblick auf die Regulationsrichtung sind im untersuchten Kontext 311 Gene fast
immer up-reguliert, 109 sind fast immer down-reguliert und der Rest ist variabel. Gene,
die direkt durch RA kontrolliert werden, sind up-reguliert. Diese Gene sind keine
einheitliche oder voraussagbare Gruppe, weder in der Funktion noch in der Sequenz.
Zwei Untergruppen verdienen besondere Aufmerksamkeit. Zum einen sind dies Gene,
die in irgendeiner Weise in Verbindung mit dem Metabolismus, der Funktion oder der
mutmaBlichen evolutiondren Entwicklung der Retinoide gebracht werden (RARA,
RARB, RARG, Pbpl, CRABP2, ADHIC, ADHIC, CRYAB, Drd2), zum anderen Gene,
die homeobox Dominen tragen (Hoxal, HOXA4, Hoxbl, Hoxb4, Hoxd4, Cdxl und
Pitl). Die Kategorie 2-Gene, die in der Anwesenheit von RA mehr oder weniger schnell
up- oder downreguliert werden, kodieren fiir nahezu alle Proteintypen. Einige
Doménenbauweisen tauchen jedoch immer wieder unter den Kategorie 2 und Kategorie
3 Genen auf. Neben 11 Homeobox Doménen werden auch sechs Zinkfingerproteine,
von denen fiinf Kernrezeptoren mit sowohl c4 Zinkfingerdomdnen als auch
Kernrezeptor-Ligandenbindende Doménen sind. Fiinf der 132 Gene in den beiden
Kategorien sind von der Lipocalin/cytosolischen Fettsdure-bindenden Proteinfamilie
und flinf tragen Domiénen, die Tyrosinkinase katalytisch oder eukaryotische
Proteinkinase katalytisch sind. Drei Gene kodieren fiir helix-loop-helix DNA-bindende
Dominsequenzen und drei kodieren fiir kurzkettige Dehydrogenasen und drei Gene

tragen TGF- Propeptid Doménen (Balmer und Blomhoff 2002).

2.3 Orphan Rezeptoren und ihre Interaktionen mit
Retinsiuresignalen

Als Orphan Rezeptoren werden jene Kernrezeptoren klassifiziert, die mit einem hoch
affinen, jedoch bis heute unidentifizierten Liganden wechselwirken (Mc Caffery et al.
2001).

Beweise fiir die transkriptionelle Aktivitdt gibt es im Groflen und Ganzen im Hinblick

auf ihre Inibition der Zellproliferation. Kontrdr dazu ist die Beobachtung, dass
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Retinsdure in bestimmten Geweben das Uberleben der Zelle eher fordert als inhibiert
(Schug et al. 2007). Retinsdure ist etwa wichtig fiir das Uberleben von Neuronen
(Jacobs et al. 2006). Eine Studie liefert zusitzliche Beweise fiir eine beschleunigte
Bildung von Hautkrebs (Verma et al. 1982). Obwohl Retinséure eine entscheidende
Rolle in der Erhaltung der Hautintegritéit spielt, zeigten RARa-, RARy- und RARB-
Null Mutantenméuse eine normale Keratinocytenproliferation. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass Retinsdurewirkmechanismen in der Haut {iber einen RAR-unabhéngigen
Pathway ablaufen miissen (Schug et al. 2007). Als Beispiele fiir Orphan-Rezeptoren, die
mit Kernrezeptoren wie RARs und RXRs interagieren, werden hier die Gruppe der

COUP-TFs, nur77 (NGFI-B, NR4AT1) und die Gruppe der PPARs behandelt.

2.3.1 COUP-TFs (chick ovalbumin upstream promotor-transcription factors)

Studien belegen, dass COUP-TFs in die Regulation der Retinoidantworten involviert ist
(Wu et al. 1997; Lin et al. 2000). COUP-TF wird von den Genen COUP-TF I und
COUP-TF II kodiert. Obwohl COUP-TFs zuallererst als Transkriptionsaktivatoren des
chicken ovalbumin Gens charaktierisiert wurden, werden sie als Transrepressoren fiir
andere Hormonrezeptoren wie RAR, TR, VDR, PPAR als auch HNF4 (Hepatocyte
nuclear factor 4) gehandelt. Vier Mechanismen wurden bis jetzt beschrieben, die fiir die
repressiven Effekte von COUP-TFs in Frage kommen. Erstens konnen sie durch das
Konkurrieren mit PPAR, VDR, TR und RAR um Bindungsstellen die Induktion der
Expression von Zielgenen unterdriicken. COUP-TFs binden an eine Vielzahl von
Response elements, die DR1 (Direct repeat 1), DR3, DR4 und DRS5 des AGGTCA
Motivs. Die Repression wird hierbei durch eine erhohte Expression von RAR
aufgehoben. Zweitens werden durch das Konkurrieren um RXR mit anderen
Kernrezeptoren die verfiigbaren Konzentrationen an RXR vermindert. COUP-TFs
bilden zudem Heterodimere mit RARs und storen so ihre Funktion. Drittens
unterdriicken COUP-TFs die basale Transkriptionsaktivitit. Sie besitzen eine aktive
Silencing Doméne am C-Terminus der vermuteten LBD. Diese Repressordoméne kann
zu einer heterologen GAL4 DBD transferiert werden. (Park et al., 2003). Shibata et al.
(1997) zeigen, dass Corepressoren wie NCoR und SMRT mit COUP-TFs interagieren.
Ferner assoziieren COUP-TFs durch ihre C-terminalen Repressionsdomédnen mit

Histonacetylasen. Folglich konnen COUP-TFs durch diesen beobachteteten
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Mechanismus an einem ligandenlosen RAR/RXR  Heterodimer die Transkription
unterdriicken (Perlmann and Evans 1997). Viertens konnen COUP-TFs auch als
positive Regulatoren fiir viele verschiedene Gene wirken. Dies kann wiederum durch
das Binden an DNA Response Elements der Kernrezeptoren, durch das Binden an DNA
Elemente, oder durch Protein-Protein-Interaktionen mit DNA-gebundenen Faktoren
geschehen. Die genauen Mechanismen dieser Funktionsdualitét sind noch ungeklart. Sie
konnten von dem Bestand der Coregulatoren abhidngen, die mit COUP-TFs interagieren
(Park et al. 2003).

Wu et al. (1997) demonstrieren, dass COUP-TFs fiir die Retinsduresensibilitit in
bestimmten Lungenkrebszellen bendtigt werden. Um zu untersuchen in welchem
Ausmall COUP-TFs in der Regulation der RARB-Expression beteiligt sind, analysierten
Lin et al. (2000) die Exprimierung von COUP-TFs in verschiedenen Krebszelllinien.
Die Gruppe konnte iiberzeugende Hinweise fiir den Bedarf an COUP-TFs liefern, um
gemeinsam mit Retinsdure die RARB-Expression zu induzieren, das Wachstum der
Krebszellen zu inhibieren und die Apoptose einzuleiten. Das Expressionsende von
COUP-TFs wird als Hauptfaktor fiir die verminderte bzw. fehlende RARB-Expression
in Krebszellen beschrieben. Weiters wurde gezeigt, dass COUP-TFs synergistisch die
Retinsdure-abhingige RARa Transaktivierungsfunktion im RARB-Promoter erhéhen.
Dies geschieht durch das Binden von COUP-TFs an das direct repeat 8 (DR-8) Element
im Promotor, was die Interaktion von RARa mit seinem Coaktivator CBP (CREB

binding protein) verbessert (Lin et al. 2000).

2.3.2 Nur77 (NGFI-B, NR4A1)

Nur77 wird von einer Reihe von Wachstumsforderern wie Growth Factors und
Phorbolestern induziert und vermittelt Wachstumssignale (Wu et al. 1997). Nur77
bindet als Monomer an sein Recognition Element (NRBE), das aus einem half-site
binding motif (AGGTCA) von RAR/TR/VDR mit zwei zusétzlichen Adenin-
Nucleotiden am 5’-Ende (AAAGGTCA) besteht (Wilson et al. 1991). Diese Sequenzen
werden auch im RARPB-Genpromoter gefunden und sind im Retinsdure Response
Element BRARE lokalisiert. Nur77 ist folglich befdhigt, an das PBRARE in

heterodimerisierter Form mit RXR zu binden (Perlmann and Jansson, 1995). Dies legt
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nahe, dass nur77 in die Regulation der RARP Genexpression involviert ist und als
Interaktionsvermittler zwischen Retinoid- und Wachstumssignalen fungiert (LeBlanc
and Stunnenberg 1995). Wu et al. (1997) =zeigten, dass nur77 die
Transaktivierungsaktivitit von RAREs in einer Retinsdure- und RAREs- unabhéngigen
Weise signifikant verbessert. Der desensibilisierende Effekt von nur77 auf RAREs
beruht auf der Inhibition des Bindens von COUP-TF RARE durch direkte Protein-
Protein-Interaktionen. In menschlichen Lungenkrebszellen wird der Verlust der
Retinsduresensibilitit mit einer Uberexpression von nur77 und/oder mit einer niedrigen
Expression von COUP-TF assoziiert. Durch eine hohere Expression von COUP-TFs
kann die Sensibilitdt wieder hergestellt werden. Dieser Mechanismus wird als wichtig
fiir die Regulation der Retinoidsensibilitit in Lungenkrebszellen und fiir den Cross-Talk
zwischen Wachstumsfaktoren und Vitamin A Signaltransduktionspathways in der Zelle
gesehen (Wu et al. 1997).

Es gibt weiters Hinweise fiir eine Beteiligung von nur77 und Retinoiden an der
Signalkaskade, die durch Administration von Dopamin-D,-Rezeptor-Antagonisten
ausgelost wird. Das derzeit vorhandene Datenmaterial deutet auf eine Beteiligung von
nur77 und Retinoiden in der Ausbildung von akuter EPS (Parkinson) und Enkephalin-
Opioid-Genexpression hin, das durch konventionelle Neuroleptika induziert wird

(Ethier et al. 2004).

2.3.3 PPARs (Peroxisome proliferator-activated receptors)

Alle drei PPAR Isomere (PPARa, PPARP/6, PPARy) sind in die mit dem
Fettsduremetabolismus assoziierten Genexpression involviert (Grimaldi 2007). Die
PPAR Mechanismen werden auch mit der Regulation des Glucosemetabolismus und der
Kontrolle von Entziindungsreaktionen in Verbindung gebracht (Barish et al. 2006;
Ziouzenkova and Plutzky 2004). PPARa reguliert wahrscheinlich die
Triglyceridsynthese, verschiedene Aspekte des Lipoproteinmetabolismus und
Lipoproteintransportes als auch die peroxisomale und adaptive mitochondrielle (-
Oxidation (Michalik 2006). PPARy wird als Regulator der Fettsdurespeicherung in
Adipocyten und der eigentlichen Adipogenese gesehen (Rosen 1999). Die biologischen
Funktionen von PPARP/6 sind noch nicht génzlich aufgekldrt, man hat jedoch ihre
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Vermittlereigenschaften bei der Differenzierung von  Keratinocyten und
Oligodentrocyten beobachtet (Tan et al. 2001; Saluja et al. 2001). Zudem wird PPARB/o
als ein wichtiger Regulator der Fettsdureoxidation in Muskel und Fettgewebe gesehen
(Barish et al. 2006).

Da diese Rezeptoren in beinahe allen Geweben exprimiert werden, stellt sich die Frage,
welche Liganden an PPARs in Geweben binden, die die Aktivierung durch Retinsdure
nicht unterstiitzen (Kliewer et al. 1994). Durch die viel groBeren ligandenbindenden
Taschen von PPARP/6 wird angenommen, dass die Rezeptoren mit mehreren Liganden,
wie langkettigen Fettsduren und Eicosanoiden, interagieren (Xu et al. 1999; Bucco et al.
1997). Die Retinsdure-bindenden Proteine CRABP-I und CRABP-II schwichen bzw.
erhéhen die zellulire Antwort auf Retinsduresignale (Dong et al. 1999). Beide
Retinsdure-bindenden Proteine gehoren zu einer evolutionédr konservierten Familie, zu
der auch neun FABPs (fatty acid-binding proteins) zidhlen (Chmurzynska 2006). Einige
FABPs, wie FABP4 (adipocyte FABP) transportieren Liganden zu den PPARs und
erhéhen die Aktivititen von PPARB/6 und PPARy (Tan et al. 2002). Auch die PPARs
und RARs gehoren derselben Typ-2 Klasse der Kernrezeptorsuperfamilie an (Michalik
et al. 2006). Dies deutet auf eine Koevolution der Fettsdure- wie auch Retinoid-
bindenden Familien parallel zu den RAR- und PPAR-Familien hin (Michalik et al.
2007).

Shaw et al. (2003) zeigten, dass Retinsdure PPARPB/0 mit nanomolarer Affinitét bindet,
die mit der Affinitit von anderen PPAR-Liganden vergleichbar ist. Retinsdure moduliert
die Konformation des Rezeptors, fordert die Interaktion mit dem Coaktivator SRC-1
und aktiviert die PPAR/6-vermittelte Transkription.

Durch PPARP/6 vermittelte Retinsduresignale haben gewichtige funktionelle
Auswirkungen, wie das von Schug et al. (2007) beobachtete Einleiten von
antiapoptotischen Aktivititen. Die Bindungsaffinitit des CRABP-II/RAR Pathways zu
Retinsédure iibersteigt jene des FABP5/PPARP/6 Pathways. Die Aktivierung von PPAR
B/6 durch Retinsdure wird demnach nur in Zellen mit einem hohen FABP5/CRABP-II
Verhiltnis auftreten. Dies wurde von Schug et al. (2007) mittels menschlicher
Brustkrebszelllinien (MCF-7), Keratinocyten und NaF Zellen nachgewiesen. MCF-7
Zellen mit einem niedrigen FABP5/CRABP-II Verhéltnis antworten auf Retinsdure mit
der Aktivierung von RAR. In Keratinocyten und NaF-Zellen wird hingegen PPARp/6
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aktiviert, da sie ein hohes FABPS5/CRABP-II Verhiltnis aufweisen. Ein hohes
FABP5/CRABP-II Verhéltnis hebt die durch Retinsdure ausgeloste Upregulation von
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RAR Zielgenen auf. Sehr effiziente RAR Ziele, wie das Retinsdure-abbauende Cyp26a,
trotzen der geddmpften Antwort. Kritische Funktionen, die durch RARs vermittelt
werden, sind demnach im Hintergrund der dominanten PPARB/d Antwort aktiv (Shug et
al. 2007).

Abbildung 7: Transport von RA in der Zelle.

RA wird in der Zelle, abhingig von ihrem Verhéltnis, entweder von CRABPII oder
FABPS5 transportiert. In einem Zelltyp mit hoher CRABPII- und niedriger FABP5-
Expression aktiviert RA den RAR. Ist das Verhéltnis umgekehrt wird der PPARPB/S
aktiviert. Dies fiihrt zu entgegen gesetzten Wirkungen. In beiden Situationen ist RXR
der Dimerisierungspartner.

mod. nach Michalik and Wahli (2007)

Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass die Erhaltung der Hautintegritét, die

Proliferation von basalen Keratinocyten und das Uberleben dieses Zelltyps withrend der
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Wundheilung durch ein hohes Expressionslevel von FABPS und die dadurch ausgeldste
Aktivierung von PPARPB/S erfolgen. Weiters muss festgehalten werden, dass die erhohte
Expression von FABP5 und die folgende Aktivierung von PPARB/6 die Tumorgenese
von verschiedenen Krebsarten begleitet (Shug et al. 2007).

Scribner et al. (2007) demonstrieren, dass PPARa an den funktionellen PEPCK-
Promoter in der Leber in vivo binden kann. PPAR/RXR Heterodimere sind in der Lage,
als Anwort auf spezifische Liganden als auch 9-cis und all-frans Retinsdure, Zielgene
wie PEPCK zu aktivieren. Scribner et al. berichten weiters iiber einen Riickgang an
PPARa-mRNA und PPARa-Proteinen in Vitamin-A-defizienter Leber. Da PPARa fiir
die zelluldre Antwort in der Leber auf das Fasten bendtigt wird, werden bei PPARa KO
Maiusen Charakteristika metabolischer Disregulation, wie etwa einer Fettleber,
beobachtet. Diese gleichen denen von Vitamin A-defizienten Méusen, was unter

anderem auf eine gestorte PPARa-Signalwirkung unter Vitamin A Mangel hindeutet.
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3 Retinoide in der Pravention ernahrungsassoziierter
Erkrankungen

3.1 Retinoide und Krebs

Eine Verbindung zwischen Vitamin A und der Krebsentstehung wurde sehr bald nach
der Entdeckung des Vitamins und seiner chemischen Struktur dargelegt. 1925 stellten
Wolbach und Howe durch priklinische Studien fest, dass Vitamin-A defiziente
Nagetiere reversible Plattenepithel-Metaplasien der Lungen entwickelten, die denen von
Raucherlungen dhnelten (Smith and Saba, 2005). In den 50er und 60er Jahren belegten
einige Studien das vermehrte Auftreten von spontanen und chemisch induzierten
Tumoren in Vitamin A-defizienten Tieren.

Die Studien, die sich mit dem Krebspriaventionspotential von Vitamin A bzw. B-Carotin
befassen, sind widerspriichlich.

Eine follow-up Studie aus Japan weist auf eine signifikante Reduktion des
Mortalititsrisikos bei bestimmten Krebsarten (Lungen-, Magen-, kolorektaler und
Leberkrebs) als auch kardiovaskuldren Erkrankungen bei hohen Serumkonzentrationen
an Carotinoiden mit Provitamin A-Aktivitit hin (Ito et al. 2006). Eine Case-Control
Studie aus den USA fand ein hoheres Risiko fiir prdinvasive Lésionen der Zervix bei
Frauen mit den niedrigsten Konzentrationen an Serumretinol im Vergleich zu den
Frauen in der hochsten Quartile (Yeo et al. 2000). Batieha et al. (1993) hingegen fanden
in ithrer Case-Control Studie keine Beziechung zwischen den
Serumretinolkonzentrationen und der Entwicklung von Gebdrmutterhalskrebs (Batieha
etal. 1993).

Eine follow-up Studie aus Taiwan zeigt eine inverse Dose-Response Beziehung
zwischen den priadiagnositischen Serumretinolkonzentrationen und der Entwicklung
von hepatozelluldren Karzinomen. Das Odds Ratio fiir ein Leberzellkarzinom bei
Minnern mit einer Retinolkonzentration im niedrigsten Tertil war 9.0 (95%
Konfidenzintervall, 2.1-39.1) verglichen mit denen im hdchsten Tertil, auch nach der
Adjustierung der Determinanten Rauchen, Alkoholkonsum und Lebererkrankungen.
(Yu et al. 1995). Wald et al. (1986) berichtigen in dieser Studie ihre vorher getroffene

Aussagen, dass niedrige Serumretinolkonzentrationen mit einem erhdhten Krebsrisiko
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einhergehen. Sie folgern, dass ein niedriger Serumretinolspiegel eine metabolische
Konsequenz und nicht ein Wegbereiter der Krebsentstehung ist (Wald et al. 1986). Eine
Studie mit postmenopausalen Frauen, die sich unter anderem mit dem Effekt der
Aufnahmemenge von Vitamin A aus Lebensmitteln und Supplementen auf die Inzidenz
von Brustkrebs beschéftigt, gibt keine Hinweise fiir eine Assoziation von Brustkrebs
und der Aufnahme von Vitamin A (Nissen et al. 2003). Auch das Datenmaterial der
Nurses” Health Study II ldsst auf keine starke Beziehung zwischen der Aufnahme von
Vitamin A und Carotinoiden und einem reduziertem Brustkrebsrisiko bei
pradmenopausalen Frauen schlieen. Die Aufnahme von Vitamin A und Carotinoiden ist
jedoch mit einem reduzierten Brustkrebsrisiko unter Rauchern assoziiert (Cho et al.
2003).

Natiirlich diirfen die Studien {iber den Einfluss von Vitamin A und der Krebsentstehung
nicht iiberinterpretiert werden, da Carotinoide wichtige Antioxidantien sind und zudem
Marker fiir die Aufnahme von Obst und Gemiise darstellen, deren sekundére

Pflanzeninhaltsstoffe synergistisch wirken konnten (Willett 1994).

Eine signifikante Anzahl an Studien belegt, dass die Expression von RARP in vielen
verschiedenen Tumorarten wie Lungen-, Plattenepithelkarzinom, Brust-, Magen- und
Prostatakrebs durch Deletion, Mutation oder Methylierung in der Promotersequenz
unterdriickt ist (Niles 2004). Uber die letzten drei Jahrzehnte sind Retinoide einer
griindlichen Untersuchung als chemopridventive Mittel unterzogen worden. Neben
hunderten von synthetischen Derivaten zeigen auch all-frans Retinsdure, 13-cis
Retinsdure, 9-cis Retinsdure und Retinylpalmitat tumorantagonistische Aktivititen
(Smith and Saba 2005).

In manchen Tumoren kann Retinsdure die Expression von RARP induzieren, was eine
Wachstumsunterdriickung zur Folge hat. Weiters wird auch von einer erniedrigten
Expressionsrate von RARy in Tumoren berichtet (Niles 2004).

In einer klinischen Studie mit einer begrenzten Anzahl an renalen Karzinom-Patienten,
die mit 13-cis Retinsdure und Interferon-a behandelt wurden, erhohten sich die Levels
an RARP in Tumoren, die auf die Therapie ansprachen (Lotan et al. 1995).

Man muss jedoch in Betracht ziehen, dass Retinoid-abhéingige Zelldifferenzierung nicht

unbedingt mit Zelltod und Apoptose assoziiert werden kann, denn in manchen Féllen
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wurde auch eine gegenteilige Wirkung festgestellt (Lomo et al. 1998). Der Verlust der
RAR-B2 Expression etwa korreliert beim Menschen meist mit einer erhdhten
Karzinogenese, wihrend die RAR-B4 Expression in wenigen Studien mit der
Entwicklung von verschiedenen Krebsarten in Verbindung gebracht wird. RARP4-
transgene Maiuse entwickelten eine Hyper- und Neoplasie in verschiedenen Geweben.
Weiters wurde durch die Induktion der RAR-B4-Expression das Wachstum der
Tumorzellen ohne RARPB2-Expression verstirkt (Xu 2007).

Grof} angelegte randomisierte Studien in Europa und den USA haben gezeigt, dass sich
moderate Dosierungen von natiirlichen und synthetischen Retinoiden als ineffektiv in
der Umkehrung prdmaligner Tumore oder im Unterdriicken des Wiederauftretens von
primdren Tumoren erwiesen (Hennekens et al. 1996; Van Zandwijk et al. 2000). Diesem
und weiteren Problemen wie der lokalen und systemischen Toxizitdt kann mit
verschiedenen Kombinationstherapien entgegengewirkt werden. Wie schon erwihnt
modulieren all-trans Retinsdure und ihre Derivate die Aktivitit einer Vielzahl von
Genen und intrazelluldren Pathways. Auf der anderen Seite wird auch die Aktivitdt von
RARs durch verschiedene Wege, wie etwa die Kinasenkaskaden, kontrolliert (Garattini
et al. 2007)

Die RAR/RXR Heterodimere stellen die Hauptvermittler der Retinsduresignale dar.
Alle Signalpathways, die durch Ligandeneinfluss entweder aktiviert oder unterdriickt
werden, sind noch nicht beschrieben. Durch die Ergebnisse der vorhandenen Studien
konnen jedoch die immer wieder beschriebenen Signaltransduktionspathways als
wichtig erachtet werden. Diese werden in den folgenden Absidtzen nédher erortert.
Ausnahmebeobachtungen legen nahe, dass der Einfluss von Retinsdure auf die
Pathways, die eine Schliisselrolle in der Signaltransduktion einnehmen, zellabhéngig ist.
Dies ist fiir den Einsatz von Retinoiden in der Pravention und Behandlung von Krebs zu

beachten (Niles 2004).

3.1.1 Molekulare Mechanismen

3.1.1.1 MAP Kinasen

Beweise fiir eine Beeinflussung der MAP-Kinasen Pathways durch Retinoide konnten

erbracht werden (Niles 2004). MAPKs sind eine Enzymgruppe, die eine Vielzahl von
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extrazelluldren Signalen in die Zelle weiterleitet (Chang and Karin 2001). ERKs
(Extracellular regulated kinases), p38MAPK und JNK (Jun N-terminal kinase) sind die
drei Typen von MAP Kinasen (Garattini et al. 2007). Antworten auf
Wachstumsfaktoren, Stress und Differenzierungsfunktionen werden alle mit der
Modifikation von MAP-Kinase-Pathways in Verbindung gebracht. ERKs werden oft
mit der Transduktion von mitotischen Signalen, die von Wachstumsfaktoren
ausgesendet werden, assoziiert. Sie werden, je nach Zelltyp, von Retinoiden entweder
aktiviert oder inhibiert (Garattini et al. 2007). Die Aktivierung von ERKs diirfte bei
einer Induktion der Differenzierung von F9 Teratokarzinomzellen des primitiven
Endoderms in der Maus eine wichtige Rolle spielen. Weitere Differenzierung in parietal
endodermalen Zellen ist bei der ERK-Aktivierung jedoch behindert (Verbejen et al.
1999). Die Behandlung von menschlichen Brustkrebszellen mit Retinsdure reduziert die
Phosphorylierung von ERK, was fiir die wachstumsinhibierenden Effekte in den Zellen
verantwortlich gemacht wurde (Nakagawa et al. 2003).

Es gibt auf der anderen Seite Beweise aus Studien, die eine ERK-Aktivierung unter
Einfluss von Retinsdure nahe legen. Yen at al. (1998) zeigten, dass die Behandlung von
menschlichen myeloblastischen HL-60 Leukédmiezellen mit Retinsdure eine verldngerte
ERK2-Aktivierung zur Folge hatte. Weiters wurde gezeigt, dass Retinsdure eine MEK
(Mitogen-activated protein extracellular kinase)-abhingige ERK2 Aktivierung ausloste,
was eine Zelldifferenzierung und Wachstumsinhibition induzierte. Der Bedarf fiir
aktivierte ERK2, um die Differenzierung und G; — Gy Stop zu induzieren, scheint auf
den frithen Teil der Retinsdure-induzierten metabolischen Kaskade beschrankt zu sein.
Dedieu and Lefebvre (2006) identifizierten in einer Studie mit menschlichen
Brustkrebszellen den MEK/ERK Pathway als den AP1-regulierenden. Dies stimmt mit
Studien iiberein, die die MEK/ERK-Aktivitidt als Krebszellen-inhibierend erachten.
Alique et al. (2007) schlieen aus ihren Studienergebnissen, dass die erhohte RAR-B-
Expression und die erhohte extrazelluldr regulierte ERK1/2 Phosphorylierung in all-
trans RA-inkubierten menschlichen Neuroblastomzellen (SH-SYS5Y) durch eine all-
trans RA-Aktivierung von RARs und ERK1/2 erfolgt. Noch ist nicht geklart, ob die
negativen oder positiven Auswirkungen von all-frans RA auf den ERK-Signalpathway

der Aktivierung von RAR/RXR-Komplexen zugrunde liegt (Garattini et al. 2007).
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Ein weiterer MAP Kinase Pathway, der JNK involviert, wird ebenfalls von Retinsdure
reguliert. Dieser Pathway wird, abhidngig vom Zelltyp, fiir Stress-, Wachstums-
und/oder Apoptosevermittlung in Verbindung gebracht (Garattini, et al. 2007). Die
Aktivierung von AP-1 Komplexen wird durch die Phosphorylierungsvorginge, die
durch JNKs ausgelost werden, kontrolliert (Karin and Shaulian, 2001). Durch die
Bedeutung von AP-1 Komplexen auf die Prozesse der Zellproliferation (s.u.) wird die
antiproliferative Aktivitit von Retinoiden oft mit deren Inhibition von JNK in
Verbindung gebracht. Das Blockieren von JNK durch all-trans RA hat weiters
Auswirkungen auf die Differenzierung von bestimmten neoplastischen Zellen (Garattini
et al. 2007). Yang et al. (1997) demonstrierten, dass c-jun transfizierte Brustkrebszellen
(MCF7) eine erhohte basale AP-1 Transaktivierungsaktivitit und eine gesteigerte
Expression von AP-1 regulierten Genen aufwiesen. Die Zellen waren weiters resistent

gegeniiber den antiproliferativen Effekten von all-trans RA.

3.1.1.2 p38 MAPK

Die Familie der p38 MAPKSs besteht aus vier Homologen, die Serin-Kinase-Aktivitit
aufweisen. Durch ihre Aktivierung werden nachfolgende Phosphorylierungs-
/Aktivierungsmechanismen von weiteren Serinkinasen ausgelost, was in der
Vermittlung von diversen biologischen Effekten resultiert. Dies beinhaltet die
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren (c-myc, STATI1, ATF-2, CHOP),
Induktion der Cytokinproduktion, Blutplittchenaggregation und die Regulation der
Apoptose (Alsayed et al. 2001). P38 MAPK wird durch zahlreiche Faktoren, wie etwa
Wachstumsfaktoren, Nahrungsfaktoren, Cytokine, FAS Ligand (Transmembranprotein
der TNF-Familie), UV-Strahlung und y-Strahlung sowie durch Hitzeschock aktiviert. Es
sind wenige Studien vorhanden, die sich mit der Modulierung des p38MAPK Pathways
durch Retinoide beschéftigen. Die molekularen Mechanismen der all-trans RA-
beeinflussten p38 MAPK-Aktionen sind noch unbekannt. Man weil3 jedoch, dass sie
nicht als Ergebnis der Transkriptionseffekte, die durch den RXR/RAR-abhidngigen
Pathway induziert werden, hervorgehen (Garattini et al. 2007). Alsayed et al. (2001)
liefern in ihrer Studie Beweise fiir eine Retinsdure-abhingige Aktivierung des p38

MAPK Pathways in promyelocytischen Leukidmie- und Brustkrebszellen. Die
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Behandlung mit Retinsdure induziert eine Zeit- und Dosis-abhéngige Phosphorylierung
von p38. Sie zeigten weiters, dass die Inhibition von p38 die Retinsdure-induzierte
Zelldifferenzierung stark verbessert. Dies weist auf einen negativ regelnden Effekt
dieses Pathways auf die Induktion der Retinsdure-abhingigen Differenzierung hin.
Neben der Vermittlung von Stress-, Cytokin- und Apoptose-modulierenden Signalen
wurde von Gianni et al. (2006) entdeckt, dass p38 MAPK fiir die Phosphorylierung von
RARY und somit fiir dessen Degradation und Transaktivierung bendtigt wird. Die
spezifische Inhibition der RARy Degradation senkt die ligandenabhingige

Transkriptionsaktivitit des Rezeptors.

3.1.1.3 AP-1

Der AP-1 Transkriptionskomplex besteht aus Homo- und Heterodimeren von Jun (c-
Jun, JunB, JunD) und Fos (c-Fos, FosB, Fral und Fra2) oder aktivierende
Transkriptionsfaktor-(ATF2, ATF3/LRF1, B-ATF) bZip Proteinen. AP-1 aktiviert die
Transkription von Zielgenen durch das Binden an spezifische DNA-Sequenzen
(TGAGTCA), die in einer Vielzahl von Promotoren vorkommen (Niles 2004).

In zahlreichen Zelltypen geht die Wachstumsinhibition durch Retinoide mit einer
gesenkten AP-1 Aktivitit einher. In Retinsdure-resistenten Zellen hingegen ist diese
Erniedrigung nicht beobachtet worden. Miano et al. zeigten, dass all-trans Retinsdure
die AP-1 Transkriptionsaktivitit in Zellen der glatten Muskulatur (SMC) ddmpft, wenn
die entsprechenden Konzentrationen die endogenen Retinoidrezeptoren aktivieren und
die SMC Proliferation blockieren. Weiters wurde gezeigt, dass all-frans Retinsdure
nicht mit den Signalpathways, die in die frilhe Transkriptionsfaktoren-Aktivierung
involviert sind, eingreift. Die all-frans Retinsdure-vermittelte Dampfung der AP-1
abhéngigen Transkription ist demnach nicht durch eine Expressionsinhibition von
Faktoren, die AP-1 binden, gegeben (Miano et al. 1996). Zusitzlich zu der
inhibierenden Wirkung von Retinsdure auf die AP-1 Aktivitit konnten Ergebnisse
prasentiert werden, die eine Inhibierung der RAR-Aktivitdt durch AP-1 bestétigen. Dies
wird durch die Fiahigkeit von AP-1, an DNA zu binden, gewéhrleistet. Die RAR DBD
wird als wichtig fiir die Inhibition der AP-1 Aktivitit angesehen. Weiters wurde gezeigt,

dass RAR das Binden von c-Jun an AP-1 inhibierte. Man folgerte daraus, dass ein



41

inaktiver RAR:c-Jun Komplex entsteht (Yang-Yen at al. 1991). In einigen
Zellsystemen, besonders wo Retinoide sowohl Wachstumsinhibierung als auch
Differenzierung ausldsen, wird gleichfalls die AP-1 Aktivitit durch Retinoide induziert
(Harvat and Jetten 1999). In B16 Melanomzellen wurde nachgewiesen, dass AP-1 ein
Ziel von PKC Signaltransduktionspathways ist, die moglicherweise durch Retinoide

aktiviert werden (Gruber et al. 1995).

3.1.1.4 cAMP

Der intrazelluldire Second Messenger cAMP (Cyclic adenosine monophosphate)
kontrolliert viele Aspekte der zelluldiren Homdostase, wie Proliferation, Differenzierung
und Apoptose. Adenyl-Cyclasen sind an viele Membranrezeptoren gekoppelt und
kontrollieren die Synthese von cAMP aus ATP. Die intrazelluldren Konzentrationen
werden negativ durch Phosphodiesterasen moduliert. Erhéhung des intrazelluldren
cAMPs fiihrt zur Aktivierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase (PKA) (Garattini et
al. 2007).

Das meiste Wissen iiber den Crosstalk zwischen Retinoiden und dem cAMP-Pathway
wurde durch AML- (akute myeloische Leukédmie) und Neuroblastom-Studien erworben.
Durch die Erhéhung der intrazelluliren Konzentrationen an cAMP wird die Maturation
der Granulocyten in APL (akute Promyelozyten-Leukdmie) und anderen myeloiden
Leukémiezellen beschleunigt, die durch all-zrans RA, RARa und RXR-Agonisten
vermittelt wird. Die PKA-Aktivierung lduft auf eine erhohte Expression von vielen all-
trans RA-regulierten Genen in NB4 Zellen hinaus (Parella et al. 2004). Auch Zhao et al.
(2004) kamen in ihrer Studie mit APL-Zelllinien zu vergleichbaren Ergebnissen. Sie
melden eine deutliche Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentrationen in NB4 und
frischen APL Zellen einige Minuten nach der Behandlung mit all-frans RA. Dieses
Phinomen wurde nicht in NB4-R1 Zellen beobachtet, die resistent gegeniiber der all-
trans RA-induzierten Maturation sind (Zhao et al. 2004).

He et al. (2007) schlieBen auf cAMP-abhingige Effekte beziiglich der antiproliferativen
und Prodifferenzierungsauswirkungen von all-frans RA auf renale Podocyten, die bei
einer HIV-assoziierten = Nephropathie = durch  erhdhte  Proliferation  und

Nichtdifferenzierung gekennzeichnet sind. Die Effekte werden durch Rp-cAMP


http://de.wikipedia.org/wiki/Leuk%C3%A4mie�

42

ausgeschaltet, welcher ein Inhibitor des cAMP/PKA-Pathways ist. Eine Verbesserung
der all-trans RA-vermittelten Effekte wurde durch einen Inhibitor der
Phosphodiesterase 4 erzielt (He et al. 2007).

Der cAMP-Pathway spielt weiters eine entscheidende Rolle in der Initiierung der
Differenzierung von transformierten Zellen und embryonalen Nerven- und Gliazellen.
Prasad et al. (2003) schlagen vor, dass Defekte im cAMP-Pathway die erste Phase der
Carcinogenese einleiten konnte. Diese Hypothese folgt aus der Beobachtung, dass eine
Erhohung der cAMP-Konzentrationen in murinen Neuroblastomzellen eine terminale

Differenzierung induziert, obwohl diese stark aneuploid sind. (Prasad et al. 2003).

3.1.1.5 IRF1 und TRAIL

Apoptose in Sidugetierzellen wird hauptsichlich durch zwei zusammenhingende
Pathways initiiert. Der eine Pathway involviert die TNF-Familie, der andere die
Ausschiittung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien. Im Unterschied zu den anderen
Mitgliedern der TNF-Familie induziert TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
die Apoptose in Tumorzelllinien, jedoch nicht in normalen Zellen (Baetu and Hiscott
2002). TRAIL wird nach der Retinsdurebehandlung von Brustkrebszellen induziert.
Dies geschieht im zweiten Schritt des Cell Death Pathways, der durch Retinoide
ausgelost wird. Der erste ist die transkriptionelle Aktivierung des IFN-regulatory factor
1 (IRF1), der die Eigenschaft eines Tumor Susceptibility Factors zeigt. Der
Transkriptionsfaktor wird in Brustkrebszellen als auch in hdmatopoetischen Zellen als
Antwort auf Retinsdure induziert. Im zweiten Schritt wird IRF-1 zu zwei Stellen am
TRAIL proximalen Promoter rekrutiert. Diese Stellen werden auch fiir die TRAIL-
Induktion von Interferon-y in Brustkrebszellen gebraucht. Die gleichzeitige Behandlung
von Brustkrebszellen mit IFN-y und Retinsdure resultiert in synergistischen
Konzentrationen von TRAIL, die den Zelltod von heterologen Krebszellen in einer
parakrinen Art induziert. Dies besagt, dass IRF-1 und TRAIL in synergistische anti-
proliferative und apoptotische Antworten involviert sind (Clarke et al 2005; Altucci et

al. 2007).
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3.1.1.6 Zytokine

Die Familie der Zytokine umfasst 100 Wachstums- und Differenzierungsfaktoren. Sie
werden eingeteilt in Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone und Chemokine und
wirken, nach der Freisetzung aus verschiedensten Zellen, lokal zudem auch bei
Entziindungsvorgingen, in der Immunantwort und bei Abwehrprozessen (Loffler 2003).
Interferone (IFNs) sind die am extensivst untersuchten BMRs (biological response
modifiers), die die Antitumor-Immunantwort erhohen. Beim Menschen sind zumindest
26 IFN Gene gefunden worden, die nach den sie produzierenden Zellen klassifiziert
werden. Sie wurden urspriinglich als Vermittler eines antiviralen Zustandes in virus-
infizierten Zellen gefunden. IFNs haben ein breites Applikationsspektrum sowohl in
Krebserkrankungen als auch in viralen Erkrankungen. Der alleinige Einsatz von IFNs in
Studien bei Krebstherapien resultierte jedoch in einem eingeschrinkten Erfolg bei
manchen Krebsarten. Klinische Studien weisen auf den Erfolg der Kombination von
IFNs und Retinsdure bei einigen Krebsarten hin, da sie einander im Induzieren von
biologischen Antworten potenzieren (Lotan et al. 2000). Thr kombinierter Einsatz zeigt
synergistische Differenzierungs-, Antiproliferations-, und anitvirale Aktivititen in
unterschiedlichen Zelllinien, unter anderem auch APL-Zelllinien.

Retinsdure induziert direkt die Expression von zwei Transkriptionsfaktoren, Statl und
IRF-1, die zentrale Rollen in der IFN Signaltransduktion spielen. Weiters induziert
Retinsdure die Synthese von IFN-a und verstérkt die IFN-induzierte Stat-Aktivierung
(Chelbi-Alix and Pelicano 1999).

G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) ist ein Wachstumsfaktor, der die
Maturation von myeloiden Vorstufen entlang des granulocytischen Pathways
kontrolliert (Garattini et al. 2007).

Der Mechanismus, durch welchen Retinsdure und G-CSF gemeinsam eine
Differenzierungsforderung erwirken, ist unklar. Die G-CSF-Signalwirkung aktiviert
mehrere Signal-Pathways, unter anderem die MAP-Kinasekaskade und den JAK-
Pathway. Die STATS Aktivierung via dem JAK Pathway spielt eine integrale Rolle in
der G-CSF-vermittelten Differenzierung (Witcher and Miller 2007). Eine Studie
demonstriert die Interaktion zwischen STATS und RAR, die in einer erhOhten

Aktivierung der Transkription als Antwort auf Retinséure resultiert. Dies verspricht eine
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interessante Moglichkeit fiir eine zellsensibilisierende Wirkung durch die Aktivierung
von STATS nach der Behandlung mit Retinsdure. STATS kann hier als RAR-
Coaktivator agieren (Si and Collins 2002).

Angehorige der TGF-f (transforming growth factor ) Familie haben wichtige Rollen in
der Zelldifferenzierung, Proliferation und dem Zelltod. Sie werden in verschiedenen
Zelltypen induziert und die Effekte durch gleichzeitige Behandlung dieses
Wachstumsfaktors und Retinsdure auf die zelluldre Differenzierung wurde in einigen
Modellen studiert (Garattini et al. 2007). TGF-B bindet an einen heterodimeren
Rezeptorkomplex an der Zelloberfliche, der Serin/Threoninkinaseaktivitit besitzt.
Durch Ligandenbindung wird die Phosphorylierung induziert und der Rezeptorkomplex
wird aktiviert. Die Signalwirkung wird durch Smad-Proteine vermittelt, die durch die
Phosphorylierung in den Kern wandern und dort die Transkription von Zielgenen
regulieren. Smad-Proteine konnen direkt an zugehorige DNA-Bindungsstellen binden
und/oder interagieren mit einer Vielzahl an Transkriptionsfaktoren oder
Transkriptionsrepressoren. Die TGF1 Antwort kann auch durch Smad6 und Smad7
reguliert werden, die den Rezeptorkomplex in die proteosomale Degradation leiten. Cao
et al. (2003) untersuchten die Rolle von Smad Proteinen in der TGF-B induzierten
monocytischen Differenzierung von HL-60 Zellen und im Zusammenspiel zwischen
MAPK-Pathways und Smad-Signalwirkungspathways. In Zellen, die gleichzeitig mit
TGF-p und all-trans RA behandelt wurden, kam es zu einer Zelldifferenzierung entlang
des granulocytischen als auch des monocytischen Pathways. All-trans RA senkt die
Konzentrationen an phosphoryliertem Smad2/3, wahrscheinlich durch die RARa
abhingige Aktivierung einer Phosphataseaktivitit. Diese Beobachtungen legen nahe,
dass die phosphorylierten Smad 2/3 Sensoren des Zusammenspiels zwischen all-trans
RA und TGF-B sind und zum Gleichgewicht der granulocytischen und monocytischen
Pathways beitragen (Cao et al. 2003). Lauritsen et al. (2002) stellten in ihrer Studie mit
MCF-7 Brustkrebszellen fest, dass TGF- die Expression von AIB1 induziert, welches
ein Coaktivator des RXR/RAR-Transkriptionskomplexes ist. Dies ldsst auf eine
potentielle positive Modulierung des Retinoid-Signalwirkungspathways durch TGF-$
schlieen (Lauritsen et al. 2002).
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3.1.1.7 PKC
Die Familie der PKC (Protein Kinase C) besteht aus zumindest 12

Serin/Threoninkinasen, die an der Signaltransduktion beteiligt sind. Sie werden in drei
Gruppen eingeteilt, die Strukturunterschiede, Differenzen in den regulatorischen
Dominen als auch die Aktivierungsbedingungen beriicksichtigen. Auch hier werden
durch die Phosphorylierung weitere Serinkinasen aktiviert, die die Signalkaskade
weiterleiten. PKC-Isozyme regulieren die Genexpression und eine Vielzahl von
zelluldren Funtkionen, wie Wachstum, Differenzierung, Tumorforderung, Altern und
Apoptose. Die Gewebsverteilung von PKC-Isoformen variiert beachtlich. PKCa, PKCd
und PKC( sind weit verbreitet, wohingegen andere Isoformen sehr gewebsspezifisch
gebildet werden. Die unterschiedliche subzellulire Verteilung, die Anwesenheit
mehrerer Isozyme in derselben Zelle und die unterschiedlichen Stimuli lassen darauf
schlieBen, dass jedes Isozym in die Regulation von verschiedenen Funktionen involviert
ist und eine einzigartige Rolle in der Zelle einnimmt (Kambhampati et al. 2003;
Radominska-Pandaya et al. 2000). PKC6 zeigte in Studien eine bedeutende Funktion in
der Induktion von antiproliferativen und proapoptotischen Reaktionen als Antwort auf
DNA-zerstérende Agens und ionisierende Strahlung. In der Studie von Kambhampati et
al. (2003) wurden Beweise fiir eine PKC3-Aktivierung durch all-trans RA in APL- und
Brustkrebszellen geliefert. Die Daten zeigen, dass PKC6 mit RARa komplexiert und an
RARESs bindet. Bei einer Inhibition der PKCd-Aktivitit wird die Retinsdure-abhingige
Gentranskription via RAREs geblockt (Kambhampati et al. 2003). Boskovic et al.
(2002) berichten von einer erhohten Expression von RARa nach einer Aktivierung von
PKCao in Melanomzellen von Maéusen in vivo. Die Down-Regulation von PKC
erniedrigte die Halbwertszeit von RARa, inhibierte merklich die AF-2-abhédngige
Transkriptionsaktivitdt und inhibierte das Binden von RAR zu RAREs und die
Retinsdure-abhéngige Induktion der RARP-Expression. PKC kann folglich die
Signalwirkung von Retinsdure durch die Stabilititsveranderung von RAR ohne direkte
Phosphorylierung beeinflussen (Boskovic et al. 2002). Radominska-Pandya et al. (2000)
berichten von der Existenz einer spezifischen all-frans RA-Bindungsstelle an PKC und
eine direkte Interaktion zwischen all-frans RA und PKCo, die die PKC Aktivitit
verringert. Die Resultate legen weiters eine Involvierung von all-frans RA im

Regulationsmechanismus der PKC-Aktivitat in der Zelle nahe (Radominska-Pandya et
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al. 2000). Die Ergebnisse von Niles (2003) lassen auf einen nicht-enzymatischen
Proteinmechanismus von PKCa schlieBen, der den Einfluss von Retinsdure auf B16
Melanomzellen vermittelt. Alternativ kdnnte die enzymatische Funktion eines weiteren

PKC-Isozyms genutzt werden (Niles 2003).

3.1.1.8 PI3K/Akt Pathway

Proteinkinase B oder Akt ist eine Serin/Threoninkinase, die als wichtig fiir die
Zelldifferenzierung und das Zelliiberleben erachtet wird. Andererseits kann der
PI3K/Akt Pathway durch eine Vielzahl von Wachstumshormonen, Zytokinen und
Erregern aus der Umwelt aktiviert werden und durch die Verbesserung des
Zelliiberlebens die Pathogenese von Krankheiten wie etwa Krebs mittragen (Franke et
al. 2003).

Der komplexe Akt-Pathway leitet Signale vom extrazelluliren Kompartiment zu
verschiedenen intrazelluldren Orten, inklusive dem Zellkern, weiter. Eine Vielzahl von
Wachstumsrezeptoren sind an die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) gekoppelt, die
das Phosphatidylinositoldiphosphat (PIP2) phosphoryliert. Das Ergebnis ist der second
messenger Phosphatidylinositol-Triphosphat (PIP3). Diese Phosphorylierung wird
durch die Aktivitdt der PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) Phosphatase limitiert.
Dieser klassische Tumorsuppressor ist in bestimmten Krebszelltypen mutiert oder
inaktiviert. PIP3 aktiviert seine entsprechende Kinase, die Phosphatidyl-Inositol-
abhingige Kinase 1 (PDKI1), die wiederum Akt phosphoryliert und damit aktiviert
(Garattini et al. 2007).

Retinoide werden mit der Modifizierung dieses Pathways assoziiert. All-trans RA ist
ein wirkungsvoller Inhibitor der IGF-1 stimulierten Aktivitdt von Akt in menschlichen
MCF-7 Brustkrebszellen (Del Rincon et al. 2003). Bastien et al. (2006) weisen auf eine
notige Intaktheit des RA-Pathways hin, was in ihrer Studie mit embryocarcinomen
Zellen (F9) von Mausen festgestellt wurde. Bei RA-resistenten RARy Null-M&usen kam
es zu keiner frithen Aktivierung von PI3K und Akt iiber die erhohte Expression der
p85a regulatorischen Untereinheit und folglich zu keiner nachfolgenden Akt-
Inhibierung. Bastien et al. schlagen ein Modell einer zweiphasigen Regulation von Akt

vor. Zuerst partizipiert RA im Differenzierungprozess, der von einem RA-induzierten
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Wachstumsstop gefolgt wird (Bastien et al. 2006). Lopez-Carballo et al. (2002)
beobachteteten, dass eine RA-induzierte Aktivierung des PI3K/Akt Pathways fiir die
Differenzierung von menschlichen SH-SYSY Neuroblastomzellen bendtigt wird.
Analog zu den Effekten des MAP-Kinase-Pathways kann RA demnach abhédngig vom
Zelltyp den PI3K/Akt Pathway stimulieren oder aktivieren.

Gianni et al. (2006) demonstrieren, dass die RA-induzierte Down-Regulation des
PI3K/Akt Pathways auf die Phosphorylierung von RARy2 durch die Aktivierung
p38MAPK als auch auf die transkriptionelle Aktivitit und die proteosomale
Degradation des Rezeptors zielt. Diese Ereignisse sind demnach zusammenhéngend und
resultieren aus der RA-induzierten Down-Regulation des PI3K/Akt Pathways, der somit

eine wichtige Rolle in der RA-Signalwirkung spielt (Gianni et al. 2006).

3.1.1.9 hiNOS

hiNOS (Human inducible nitric oxide synthase) katalysiert die Produktion von
Stickstoffoxid. Dieses stellt ein signalmodulierendes Molekiil in diversen
Immunantworten und chronischen Entziindungsreaktionen, sowie in der Carcinogenese
dar. hiNOS wird unter anderem durch Lipopolysaccharide, TNF-a, IL-1B und IFN-y
stimuliert. Auch Retinsdure wurde als Expressions-regulierendes Agens ausgemacht
(Zou et al. 2007).

Devaux et al. (2000) demonstrieren zum ersten Mal, dass eine all-trans RA-
Supplementierung in vivo die Aktivierung der durch Lipopolysaccharide ausgelosten
NOS II (Nitric oxide Synthase) verstérkt. Die Mechanismen, die zu einem all-frans RA-
vermittelten Anstieg der NOS II-Aktivierung fithren, konnten zumindest zu einem Teil
durch Aktivierung der T-Zellen mit folgender erhohter IFN-y Gentranskription und
Sekretion und/oder erhohter IRF-1-mRNA Expression sein (Devaux et al. 2000).
Seguin-Devaux et al. (2002) bestdtigen die Beteiligung von RARa an der Modulation
des NOS II Pathways, der in vivo organspezifische Effekte hat (Seguin-Devaux et al.
2002). Zou et al. (2007) identifizieren ein neues RARE im hiNOS Promoter, welches
direkt durch RARo/RXRa gebunden wird.
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3.1.1.10 Zusammmenfassung

Einige Krebserkrankungen (wie APL) werden bereits mittels einer Retinoid-basierten
Therapie behandelt. Retinoide werden auch mit anderen Therapien, wie der
Chemotherapie oder oder der Gabe von Antidstrogenen bei Brustkrebs, kombiniert.

Eine Vielzahl der derzeitigen Studienergebnisse ldsst auf eine antivirale und im
Besonderen anti-kanzerogene Wirkung von Retinoiden schlie3en. Diese wird durch eine
proliferative Inhibierung bei gleichzeitiger Aktivierung der Apoptose und
Differenzierung erreicht.

Durch den Einfluss von Retinoiden wird eine Inhibierung von Proliferations-
aktivierenden MAPK-Pathways (z.B. die JNK-abhdngige AP1-Aktivierung) und eine
Aktivierung der Proliferations-inhibierenden Signalwirkung der MAPK-Kaskade (z.B.
die ERK2 Aktivierung in myeloblastischen Leukdmiezellen), sowie eine cAMP-
abhédngige terminale Zelldifferenzierung erreicht. Zudem wird die MAPK-abhingige
Differenzierung durch die Aktivitidt der Retinoid-Rezeptoren positiv beeinflusst, etwa
durch die Aktivierung von STATS.

Diese Effekte basieren auf einer direkten Interaktion zwischen Retinoid-Rezeptoren und
Signaltransduktions-Kommponenten oder auf einer indirekten Wechselwirkung mittels
einer modifizierten Sekretion von Cytokinen (z.B. IFNs).

Zusitzlich beeinflussen Retinoide die Modifikation von tumorspezifischer TNF-
vermittelter Apoptose und filhren zu einer erhohten Ausschiittung von
Signalmodulatoren (z.B. hiNOS), denen proapoptotische Wirkung attestiert wurde.
Retinoide scheinen neben diesen Fihigkeiten auch in die Mediation von DNA-Damage
Checkpoints, etwa durch die Aktivierung der PKC, involviert zu sein. Die DNA-
Damage Checkpoints sind essentiell fiir die Aufrechterhaltung der genomischen
Integritdt und somit flir die Pravention von Tumoren.

Die aus epidemiologischen Studien gewonnenen Daten zur priventiven Wirkung von

Vitamin A auf die Krebsentstehung sind jedoch noch sehr diskrepant.
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3.2 Retinoide und Teratogenitit

1935 wurde festgestellt, dass eine miitterliche Insuffizienz an Vitamin A wéhrend der
Schwangerschaft zum Tod oder schweren kongenitalen Missbildungen der
Nachkommen fiihrt (Mason 1935). Teratogene Ziele von Vitamin A Mangel sind das
Herz, das Augengewebe und das respiratorische, urogenitale sowie das Kreislaufsystem
(Zile 1998). Diese Geburtsfehler werden durch eine Einbeziehung von Vitamin A in die
Nahrung verhindert. Eine erhohte Vitamin A Aufnahme auf der anderen Seite hat
ebenfalls teratogene Auswirkungen. Dies betrifft das Herz, den Schédel, das Skelett, die
GliedmaBen, das Gehirn, die Augen, das ZNS als auch kraniofaziale Strukturen (Ross et
al. 2000).

4 A
\ \ -Augengewebe ) i
L. , -respiratorisches System : i
L s 2 -urogenitales S - el . ]
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-Nervensystem
Wachstum
Energiemetabolizsmus

Abbildung 7: Uberblick iiber die Funktionen von Retinoiden
mod. nach Ross et al. (2000)
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3.3 Retinoide und das Nervensystem

3.3.1 RA in der Entwicklung des Nervensystems

RA hat zwei Hauptrollen in der Nervensystementwicklung: das Anlegen von
Zellmustern (Patterning) und die neuronale Differenzierung. Als Patterning-Faktor trégt
RA sowohl zum anteroposterioren als auch zum dorsoventralen Patterning der
Neuralplatte und dem Neuralrohr bei. In der anteroposterioren Achse der Neuralplatte
ist unter anderem RA im Speziellen fiir den Aufbau des posterioren Hinterhirns und des
anterioren Riickenmarks verantwortlich. Ohne die Signalwirkung von RA fehlt das
posteriore Hinterhirn und das anteriore Riickenmark bildet sich abnormal aus (Maden
2007). AuBlerdem kommt ein Auswuchs der Neuriten vom Riickenmark in die
Peripherie, was durch RA induziert werden kann, nicht zustande (Maden et al. 1996;
Dmetrichuk et al. 2006).

Ein ausbleibendes Schlieen des Neuralrohrs am rostralen Ende fiihrt zur Anencephalie,
am caudalen Ende zu unterschiedlichen Schweregraden von Spina Bifida. Diese
Defekte werden als Neuralrohrdefekte bezeichnet und sind die beim Menschen am
zweithdufigsten auftretenden kongenitalen Defekte (Maden 2006).

Die Rolle von RA in der neuronalen Differenzierung ist extensiv an in vitro Modellen
untersucht. RA induziert die Differenzierung von verschiedenen Typen von Neuronen
und Glia durch die Transkriptionsaktivierung von zahlreichen Genen, die unter anderem
fiir Transkriptionsfaktoren, Cell Signaling Molekiile, Strukturproteine, Enzyme und
Oberflachenrezeptoren kodieren (Maden 2007).

RA wird ab den Gastrulationsstadien von RALDH?2 gebildet, das im paraxialen
Mesoderm exprimiert wird. RA konnte von dort auf die Neuralplatte und spéter von den
Somiten in das angrenzende, sich entwickelnde Riickenmark Signalwirkung ausiiben
(Maden 2006). Mehrere Studien haben Retinoide im friihen Neuralrohr und spéter im
gesamten Riickenmark identifiziert (Maden et al. 1998; Horton and Maden 1995; Ulven
et al. 2001).

RA spielt auch in der Spezifizierung der Motorneuronen-Untertypen und im adulten

Organismus in der Erhaltung der Motorneuronen eine Rolle (Maden 2007).
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3.3.2 RA in der Entwicklung des Auges

Die Morphogenese des Kindes ist wédhrend eines miitterlichen Retinoidmangels
zwischen E11.5 und E13.5 schwerwiegend gestort. Linsen unter Mangel an Retinsdure
weisen einen reduzierten Durchmesser auf. Die Linsenzellen verldngern sich nicht und
konnen keine Kristalllinsenfasern ausbilden. Weiters sind die Linsen von gravierender
Apoptose betroffen. Der Phinotyp gleicht demnach jenem einer gestorten
Linsenreifung. Die Defekte an der Linse sind schwerwiegender als jene, die bei
RARo/y, RXRa und RXRa/ RARy Null Mutanten festgestellt wurden (Kastner et al.
1994; Lohnes et al. 1994; Sucov et al. 1994). Nezzar et al. (2007) demonstrieren das
Vorhandensein aller metabolischer und molekularer Akteure des
Retinsduresignalpathways in der menschlichen Augenoberfldche. Zudem beobachteten
sie die enzymatische Konversion von Retinol zu aktiven Retinoiden in der

Kornealumgebung (Nezzar et al. 2007).

3.3.3 RA und der olfaktorische Pathway

RA hat sich als ein essentieller Entwicklungs- und Erhaltungsregulator einer Vielzahl
von Neuronentypen in diversen sensorischen und motorischen Pathways in Vertebraten
herausgestellt. Der olfaktorische Pathway wird widerspruchslos mit der RA-
Signalwirkung in Verbindung gebracht. RA beeinflusst die Differenzierung und
Erhaltung des olfaktorischen Epitheliums und der Riechkolben von der frithen
Embryogenese bis ins Erwachsenenalter. Retinoide spielen eine Rolle in der Regulation
des Energiemetabolismus (siche unten). Rawson and LaMantia (2006) schlagen daher
vor, dass RA notwenig fiir die Erhaltung der Integritit des sensorischen Systems und
damit parallel verantwortlich fiir das Verhalten bei der Nahrungsaufnahme ist. Diese
Beziehung platziert RA in einen essentiellen Feedback-Mechanismus, bei dem die
Aufnahme von RA-Vorstufen durch die Nahrung das chemosensorische System
moduliert und selbst davon gesteuert wird. Der Verlust der Sensorik wird demgemal
auch in einer Vielzahl von pathologischen Zustinden, wie Anorexia nervosa, HIV und
chronischen Lebererkrankungen festgestellt. Gleichzeitig findet man bei Patienten mit
Appetitverlust und immunologischen, metabolischen und verhaltensbezogenen

Anderungen sowohl einen Vitamin A Mangel als auch eine eingeschriinkte
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Chemosensorik. Garrett-Laster et al. (1984) zeigen, dass der olfaktorische Sinn bei
Patienten mit alkoholischer Zirrhose nach der Behandlung mit Vitamin A wieder
hergestellt werden kann (Garrett-Laster et al. 1984). So konnte, in Zustinden von
Vitamin A Mangel und einer Gefahr der Energiemalnutrition, eine erhohte
Nahrungsaufnahme der entscheidende Ansatz sein, um die Morbiditét und Mortalitét zu
reduzieren. In solchen Fillen konnte eine Supplementierung mit Vitamin A leichter zu
erreichen sein als eine Verhaltenséinderung. Weiters konnte die Compliance durch die

verbesserte Chemosensorik verbessert werden (Rawson and LaMantia 2006).

3.3.4 RA in der Entwicklung des Innenohrs

Das Innenohr von Séugetieren ist essentiell fiir den Hohr- und Gleichgewichtssinn.
Induktive Signale des Hinterhirns werden fiir die Innenohrmorphogenese bendtigt.
Retinoide sind sowohl an der Entwicklung des Innenohrs, als auch des frithen
Hinterhirns beteiligt (Pasqualetti et al. 2001). Ein Mangel als auch eine iibermiBige
Aufnahme an Vitamin A in der Schwangerschaft fiihren zu Embryopathien des
Innenohrs, die von der Retinsdure-Konzentration und dem Zeitintervall abhidngen, in
dem die Embryos Retinsdure ausgesetzt sind (Wei et al. 1999; Romand et al. 2006).
Retinsdure beeinflusst die beiden Gewebe-Interaktionen, die im Innenohr-Patterning
eine entscheidende Bedeutung haben. Eine Interaktion findet zwischen der Ohr-Plakode
und dem Neuralrohr, die andere zwischen dem Ohr-Epithelium und dem umgebenden
periotischen Epithelium statt (Romand et al. 2003).

Alle drei RA-Rezeptoren (RARa, RARP und RARY) werden im sich entwickelnden
Innenohr als auch im adulten Alter exprimiert. Durch Null-Mutanten Studien konnte
gezeigt werden, dass morphologische Storungen, die das Innenohr betreffen, jedoch nur
in RARa/RARYy Null-Foéten auftritt (Romand et al. 2002).

Auf der Stufe der Otozyste wirkt das embryonale Innenohr wahrscheinlich als
autokrines System, das Retinsdure fiir seine Entwicklung selbst synthetisiert. Die
derzeitige Beweislage sieht Retinsdure als Regulator mehrerer Gene, die in
Mesenchym-Epithelium-Interaktionen involviert sind. Weiters postulierten Romand et
al. (2006), dass Retinsdure auch fiir die postnatale Erhaltung des Innenohrs von

Bedeutung ist (Romand et al. 2006).
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3.3.5 RA und Alzheimer

Morbus Alzheimer, die hdufigste Ursache von Demenz im Alter, ist Folge genetischer
Risikofaktoren als auch Umwelteinfliisse. Die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sind nur sparlich erforscht und die Suche nach erfolgreichen Mitteln fiir
die Privention, fiir die Progressionsverlangsamung und/oder fiir die Symptommilderung
hilt an (Goodman and Pardee 2003).

Die Hypothese, dass eine Storung im Retinoidsignalpathway oder ein Mangel an
Retinoiden eine Rolle in der Atiologie von neurogenerativen Stérungen wie Morbus
Alzheimer spielen, entstand aus Studienergebnissen, die die Lokalisation von Genen,
die fiir RAR, RXR, Retinoidtransportproteine und Retinoidmetabolisierer kodieren, an
Stellen ausmachten, die zuvor mit Genen im Zusammenhang mit Schizophrenie
diskutiert wurden (Goodman, 1998). Spiter wurden die Loci von Genen, die als
Kandidaten fiir Morbus Alzheimer gehandelt wurden, an den Chromosomen rund um
die Retinoidgene identifiziert (Goodman 2006).

Goodman and Pardee (2003) schlagen vor, dass durch die Nahrung aufgenommenes
Vitamin A Einfluss auf die Entstehung von Morbus Alzheimer hat, da Retinoide die
frithe Entwicklung der Gehirnstruktur und Gehirnfunktion in Miusen modulieren. Die
Signalwirkung der Retinoide besteht im Erwachsenenalter weiter und spielt eine
entscheidende Rolle in der neuronalen funktionellen und strukturellen Plastizitit
(Goodman and Pardee, 2003; Thompson Haskell et al. 2002).

Chiang et al. (1998) stellten bei RARB Mutantenméausen, die wachstumsfahig, fruchtbar
und scheinbar normal waren, erhebliche Leistungsdefizite im rdumlichen Lernvermdgen
und bei Gedéchtnisaufgaben fest (Chiang et al. 1998).

Mingaud et al. (2008) zeigten mit Studien an Maiusen anhand knock-out,
pharmakologischer und erndhrungstechnischer ~Herangehensweisen, dass die
altersbedingte Hypoexpression der Retinoidsignalwirkung die zelluldren Eigenschaften
des Hippocampus, die fiir die Ausbildung des deklarativen Langzeitgedichtnisses und
die Organisation des Kurzzeitgeddchtnisses von entscheidender Bedeutung sind, stort.
Mingaud et al. erkldren weiters, dass eine Supplementierung von Vitamin A aus der

Nahrung eine préventive Strategie dafiir darstellen konnte (Mingaud et al. 2008).
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Die Resultate der Studie von Etchamendy et al. (2003) legen nahe, dass ein postnataler
Mangel an Vitamin A eine selektive Geddchtnisstorung induziert. Sie unterstiitzen die
Hypothese, dass die Feinregulierung von Retinoid-vermittelter Genexpression wichtig

fiir eine optimale Gehirnfunktion ist (Etchamendy et al. 2003).

Connor and Sidell (1997) bestdtigen die Aktivitit von Retinoiden und RLDH
(Retinylaldehyd-Dehydrogenase) im menschlichen Gehirngewebe und die verdnderte

Retinsduresynthese in bestimmten Regionen des an Alzheimer erkrankten Gehirns.
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Abbildung 9: Uberblick iiber die mdgliche Rolle von RA im adulten ZNS.

RA konnte die Expression von Cholin-Acetyltransferase (CHAT) und des vesikuldren
ACh-Transporters gewihrleisten und so das Uberleben der CHAT-exprimierenden
Neuronen sichern.

In der Abwesenheit von RA erniedrigt sich die Zahl der CHAT-exprimierenden Zellen
und die Ach-Transporter werden vermindert. Es folgt ein Verlust von CHAT-Neuronen,
ein Kennzeichen fiir mehrere neurodegenerative Erkrankungen beim Menschen.

mod. nach Maden (2007)

In einer Studie mit adulten Ratten wurde durch einen flitterungsbedingten Mangel an
Vitamin A der Retinoidsignal-Pathway unterbrochen. Nach einem Jahr unter Vitamin
A-Mangel wurden Ablagerungen von Amyloid-beta in den zerebralen Blutgefdflen

festgestellt. Diese folgen einer Downregulation von RARa in den Neuronen des
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Vorderhirns und dem Verlust der Cholinacetyltransferase-Expression. Im Neocortex
pathologischer Proben von Alzheimerpatienten wurde auch ein Mangel an RARa in den
iiberlebenden Neuronen beobachtet (Corcoran et al. 2004). Das Anhalten der Amyloid-
beta vermittelten Neurodegeneration wird als einer der Hauptmechanismen in der
Behandlung von Alzheimer in Betracht gezogen. Eine hohe Vitamin A-Aufnahme iiber
die Nahrung wurde mit einer reduzierten Inzidenz von Alzheimer Erkrankungen
assoziiert. Sahin et al. (2005) schlagen weiters vor, dass Retinsdureisomere wie all-trans
RA, 9-cis RA und 13-cis RA eine wichtige Rolle im Schutz der Neuronen vor Amyloid-
beta induziertem Zelltod spielen (Sahin et al. 2005).

3.4 RA und das Immunsystem

All-trans RA und 9-cis RA weisen eine gro3e Bandbreite von modulierenden Effekten
auf die humorale und zellulire Immunantwort auf. Retinsdure potenziert die
Thymocytendifferenzierung und verbessert die Lymphocytenantwort auf Mitogene
(Valone and Payan 1985; Abb and Deinhardt 1980). All-trans RA und 13-cis RA
konnen die Makrophagen-Aktivitédt auf der Stufe der Potenzierung der Phagocytose und
auf der Stufe der IL-1 Aktivitdt modulieren (Dillehay et al. 1988). Weiters stimuliert
Retinsdure die Antikdrperproduktion in vivo und in vitro. Wang and Ballow (1993)
zeigen, dass die erhdhte Immonglobulin-Synthese durch den Einfluss von Retinséure
iiber T-Zellen oder T-Zellprodukte wie Cytokine vermittelt werden. Diese stimulieren
darauthin eine erhohte Zahl an B-Zellen zur Differenzierung zu Immunglobulin-
sezernierenden Zellen (Wang and Ballow 1993). Ballow et al. (1996) zeigen weiters,
dass Retinsdure direkten Einfluss auf die B-Zellen besitzt (Ballow et al. 1996). Auf der
anderen Seite zeigen Méduse mit einem Vitamin A-Mangel eine eingeschrinkte IgGl
und IgG3 Antwort, die nach der Behandlung mit RA wieder auf Normalwerte steigt
(Chun et al. 1992; Smith and Hayes 1987).

Auch Wang et al. (2007) postulieren, dass Vitamin A die Immunantwort zumindest zu
einem Teil durch die Modulation der Cytokinproduktion verschiedener Zellen
verbessert. Sie zeigen, dass all-frans RA die IL-10 Produktion erh6ht, wihrend es die
Expression verschiedener proinflammatorischer Cytokine, wie IL-12 und TNF-a, die

von Monocyten gebildet werden, reduziert. IL-10 erhoht die Lebensfahigkeit von B-
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Zellen und weist zudem antiinflammatorische Aktivitit auf (Wang et al. 2007). Weiters
wird durch all-frans RA die Produktion von IL-2 und IL-6 erhdht, die wichtig fiir die
terminale Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen sind. Ballow et al. (1996)
untersuchten den Effekt von RA auf die Immunglobulinsynthese und demonstrieren,
dass die Retinsduresignalwirkung zumindest teilweise durch die parakrinen oder
autokrinen Effekte von IL-6 auf die B-Zelldifferenzierung vermittelt wird (Ballow et al
1996). Die IL-6 getriebene Induktion der proinflammatorischen Tyl7 Zellen wird
jedoch inhibiert. Dies und die anti-inflammatorische Aktion der Differenzierung von T-
Zellen wird durch TGF-B induziert, dessen Schliisselregulator Retinsdure darstellt
(Mucida et al. 2007). TGF-B ist bedeutend fiir die Erhaltung der Autoimmuntoleranz
und der Immunhomoostase (Wan and Flavell 2007).

Schambach et al. (2007) kommen zum gleichen Ergebnis und argumentieren, dass
spezifische Agonisten von RARoa als Kandidaten fiir die Behandlung von

Autoimmunkrankheiten in Betracht kommen kénnten (Schambach et al. 2007).

Engedal et al. (2006) zeigen, dass RA durch RAR die IL-2 induzierte T-
Zellproliferation stimuliert.

Diese und weitere Studien zeigen, dass all-trans RA neben den B-Zellen auch die T-
Zellen beeinflusst. Yagi et al. (1997) untersuchten den Einfluss von Retinsdure auf den
Differenzierungs-Pathway von T-Zellen im Thymus. All-frans RA hat signifikante
Effekte auf die Differenzierung und erhoht die Konzentration von reifen und reaktiven
T-Zellen im Thymus. Die Expression von RARa wihrend der T-Zellentwicklung ist
assoziiert mit der Produktion von CD4/CD8 double-positive Zellen (Yagi et al 1997).
Weiters kann Retinsdure die verschiedenen Apoptose-Pathways der Thymocyten und T-
Lymphocyten induzieren und konnte gemeinsam mit Glucocorticoiden in die positive
bzw. negative Selektion von T-Lymphocyten involviert sein. Retinoide konnen die
Apoptose von T-Zellen durch die Stimulation von RARy induzieren. Bei der
spezifischen Stimulation von RARa kommt es hingegen zu einer Inhibition des RARY-
und TCR-vermittelten Zelltodes. 9-cis Retinsdure wirkt hier effektiver als all-trans RA,

was auf eine Involvierung des RXRs hindeutet (Szondy et al 1998).
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Garcia et al. (2003) untersuchten an Méiusen, ob Retinoide die Entwicklung des
zelluldren und humoralen Immunsystems iiber die Nahrung wéhrend der Zeit der
Muttermilchfiitterung bis zum Zeitpunkt der Entwohnung beeinflussen. Die Ergebnisse
zeigen einen Einfluss auf die Anzahl von verschiedenen Lymphocytensubpopulationen,
als auch auf die Plasma-IgG-Konzentrationen im postnatalen Zeitraum. Garcia et al.
halten weiters fest, dass Carotinoide und Retinoide auch fiir immunologische
Storungen, die sich wihrend der postnatalen Entwicklung manifestieren, relevant sein
konnten (Garcia et al. 2003). In einer kiirzlich verdffentlichten Studie demonstrieren sie,
dass der Gehalt an Vitamin A Auswirkungen auf die Intensitit der Immunantwort nach
der frithen postnatalen Allergenexposition hat und so eine Allergenisierung begiinstigen

konnte (Riihl et al. 2007).

3.4.1 RA und Autoimmunerkrankungen

All-trans RA und andere Agonisten des RARa inhibieren die Bildung von
proinflammatorischen Thl7 Zellen. Zudem f{6rdern sie die Expression des
Transkriptionsfaktors FoxP3, der von entscheidender Bedeutung fiir die Bildung von T-
regulatorischen Zellen ist. Eine Hemmung der RA-Signalwirkung schrinkt die
Induktion von FoxP3 durch TGFpB-1 ein. Dies demonstriert eine RARa-abhéngige
Regulation der CD4+ T-Helferzellen-Differenzierung (Elias et al. 2008).

Im Verlauf der Autoimmunerkrankung Rheumatoide Arthritis werden inflammatorische
Zytokine wie IL-1 und TNFa durch aktivierte Makrophagen im Synovium produziert.
Diese Zytokine stimulieren die synovialen Fibroblasten und Chondrocyten, die
daraufhin vermehrt Kollagenasen bilden. Die Kollagenasen bauen das interstitielle
Kollagen ab, was zu einer irreversiblen Zerstorung von Knorpelmasse, Knochen und
Sehnen fiihrt. 1980 wurde entdeckt, dass RA die Kollagenaseproduktion der
rheumatoiden Synovialzellen inhibiert. /n vitro und in vivo Studien mit Retinoiden
zeigten beachtenswerte Ergebnisse, die jedoch in klinischen Studien aufgrund der
Nebeneffekte relativiert werden mussten. In Zukunft konnten synthetische Retinoide
mit verbesserten pharmakologischen FEigenschaften und verminderter Toxizitit zum

Einsatz kommen (Beehler et al. 2004).
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3.5 Retinoide und das cardiovaskulire System

3.5.1 RA in und nach der Entwicklungsphase des Herzens

Kongenitale Anomalien im kardiovaskuldren Bereich wurden 1950 mit einem Vitamin
A-Mangel in Verbindung gebracht (Wilson and Warkany 1950). Hierzu zdhlen unter
anderem die Fallot’sche Tetralogie, eine Transposition der groflen Gefidlle, ein
zweifacher Abgang des rechten Ventrikels, suprakristaler Ventrikelseptumdefekt und
Truncus arteriosus (Lammer et al. 1985).

Die RA-Signalwirkung ist sowohl fiir die Entwicklung des Herzens als auch fiir die
Differenzierung zu adulten Herzmuskelzellen wichtig.

Verdanderungen in der RA-Homdostase, also eine Hypo- wie auch Hypervitaminose,
fiihren zu kongenitalen vaskuldren Missbildungen (Pan and Baker, 2007). RAR und
RXR-Knockout Studien an Méusen haben eine abnormale Cardiogenese zur Folge, die
vergleichbar mit jener unter Vitamin A Mangel ist (Gruber et al. 1996; Kastner et al.
1997) (Abb.10).

Die Beobachtungen legen nahe, dass RA-vermittelte Signalpathways fiir das friihe
Stadium der Herzentwicklung bendtigt werden, um eine Differenzierung zu verhindern,
die Zellproliferation zu fordern und die Form von ventrikuliren Myocyten zu
kontrollieren. In der Zeitspanne nach der Entwicklung scheint die RA-abhéngige
Signaltransduktion den normal differenzierten Phénotyp von Cardiomyocyten zu
erhalten. Dies geschieht durch die antagonistischen Effekte von diversen Stimuli fiir
eine Hypertrophie (Pan and Baker 2007).

Thromboxan A2 induziert unter anderem die Plittchenaggregation und die Kontraktion
und das Wachstum von vaskulédren glatten Muskelzellen und spielt eine wichtige Rolle
in der Progression von Atherosklerose (Pakala et al. 1997; Ali et al. 1993; Metha et al.
1988). Uruno et al. (2003) zeigen, dass die Thromboxan-induzierte Proliferation der
vaskuldren glatten Muskelzellen durch Retinoide inhibiert werden (Uruno et al. 2003).
Pulmonale Hypertension kann sich sekunddr zu verschiedenen Herz- und
Lungenkrankheiten entwickeln und kommt in einer seltenen primédren Form vor, die oft

todlich endet. Preston et al. (2005) schlagen eine niedrige Konzentration an all-trans



59

RA als préadisponierend fiir eine pulmonale Hypertension vor, da eine erhohte

Proliferation von glatten Muskelzellen auftritt (Preston et al. 2005).

Herz- Truncus Tubu- Defekt Defekt Abnormal Defekt Hypoplasi
Defekte arteriosus | ldres Herz des des es des Atrio- e der
communis Ventrikel- | Vorhofs Aortenbo | ventrikula | Ventrikel-
septums gen- r-ganges kammer
muster
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Abbildung 8: Cardiovaskuldre Defekte bei Vitamin A Defizienz (VAD) bzw.

Uberschuss und Retinoid-Rezeptor Knockout-Embryos

Uruno et al. (2005) zeigen, dass all-frans RA die endotheliale Zellfunktion durch die

Forderung der NO-Produktion verbessert. Retinoide konnten daher therapeutischen

Einsatz bei Storungen mit endothelialen Schaden finden (Uruno et al. 2005).
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3.5.2 RA in der Regulation des Renin- Angiotensin Systems

Das Renin-Angiotensin System (RAS) ist entscheidend fiir die Erhaltung der
Homoostase von Blutdruck, Elektrolyten und Volumen. Ungiinstige Stimulierung des
Systems ist mit Hypertension, Hypertrophie des Herzens, Myocardinfarkt und
Apoplexie assoziiert (Pan and Baker 2007). Es gibt Beweise fiir eine RA-Regulation der
Genexpression von Komponenten des RAS, unter anderem Renin, ACE, ACE2 und

AT, Rezeptor in Ratten mit experimenteller Nephritis (Dechow et al. 2001)

Die Ergebnisse von Wang et al. (2002) zeigen, dass all-trans RA die Angiotensin-II
(ANG-II)-induzierte Proliferation der Fibroblasten im Herzen inhibiert. Weiters
verhindert all-trans RA den Anstieg des Gesamtproteingehalts wihrend der ANG-II
induzierten Hypertrophie. All-frans RA blockiert weiters den ANG-II-ausgeldsten
Anstieg der intrazelluldren Ca *-Konzentration in den Myocyten des Herzens, was ein
direkter Beweis fiir ein Eingreifen von all-frans RA in die ANG-II-stimulierten

Transduktionspathways ist (Wang et al. 2002).

Weiters wurde eine Dosis-abhingige Inhibition durch all-trans RA auf die von ANG-II
ausgeloste Zellproliferation von vaskuldren glatten Muskelzellen gezeigt (Haxsen et al.

2001).

Aus diesen Resultaten geht hervor, dass die RA-vermittelte Signalwirkung in die
Regulierung des RAS wihrend der Entwicklung von Hypertension involviert ist (Pan

and Baker 2007).

3.5.3 Retinoide und Ductus Arteriosus

Die Durchgingigkeit des Ductus Arteriosus (DA), eine fotale arterielle Verbindung
zwischen der Pulmonalarterie und der absteigenden Aorta, ist essentiell in der
Gestation. Nach der Geburt liegt der DA besonders bei Friihgeburten offen, was die
Ursache fiir die signifikant hohe Morbiditdt und Mortalitit bei Frithgeburten ist. 10%
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der angeborenen Herzfehler sind darauf zuriickzufiihren, was dadurch die héufigste
Form der Angiokardiopathie ist (Pschyrembel 2001).

Colbert et al. (1996) schlagen vor, dass RA eine wichtige Rolle in der Differenzierung
und Reifung des DA spielt. Sie messen ein starkes RA Antwortsignal vor allem in dem
sich entwickelnden DA und sie stellen fest, dass das Signal mit der Expression der
adult-spezifischen MHC (Myosin heavy chain) Isoform SM2 der glatten Muskulatur
mitlokalisiert ist (Colbert et al. 1996). Yokoyama et al. (2007) fanden 91 RA-
zugehorige Gene im DA im Stadium der vaskuldren Entwicklung. Die Antwort auf
Vitamin A unterschied sich vor und nach der Geburt betrachtlich (Yokoyama et al.
2007). Eine postnatale Vitamin A Therapie bei Friihgeburten brachte in der ersten
klinischen Studie keine Verbesserung der ductalen SchlieBungsrate (Ravishankar et al.

2003).

3.6 Retinoide in der Regulation des Energiemetabolismus

Der Vitamin A Status kann die Entwicklung und die Funktion von Fettgewebe im
gesamten Tierorganismus beeinflussen. Retinséure ist ein Transkriptionsaktivator fiir
die Gene, die fiir Uncoupling Proteine kodieren. Resultate aus Tierversuchen legen
nahe, dass die Korperthermogenese mit dem Vitamin A Status in Verbindung steht. Ein
niedriger Vitamin A Status etwa erhoht die Fettdeposition. Gabe von RA induziert in
Maiusen die Expression von UCP1 im braunen Fettgewebe und UCP3 im Skelettmuskel
und bewirkt eine Gewichtsreduktion, Reduktion der Adipositas und eine Reduktion der
lipogenen bzw. adipogenen Kapazitit von weillem Fettgewebe. Zudem wurde unter
Gabe von RA eine verbesserte Glucosetoleranz beobachtet. Die Expression der zwei
Adipokine Leptin und Resistin wird unterdriickt, die in hohen Konzentrationen mit der
Entstehung einer Insulinresistenz assoziiert werden (Bonet et al. 2003; Felipe et al.
2004). Fenretinid, ein synthetisches Retinoid, normalisiert die Serum-RBP4-Werte und
verbessert die Insulinresistenz und Glucosetoleranz von nahrungsinduzierten adipdsen
Maiusen (Yang et al. 2005).

Weiters erhoht all-trans RA den oxidativen Metabolismus in vollentwickelten

Adipocyten in vitro. Die Behandlung mit all-frans RA fiihrt zu einem erniedrigten
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zelluldren Triacylglyceringehalt und einer erhohten basalen Lipolyse und
Fettsdureoxidationsrate (Mercader et al. 2007).

Retinsdure beeinflusst die Adipocytendifferenzierung in Zellkulturen, und dies
hauptséchlich durch die Inhibierung der Adipogenese in einem frithen Stadium der
Differenzierung (Schwarz et al. 1997).

Neueste Studienergebnisse belegen, dass Retinaldehyd (Rald), neben seiner Rolle als
Vorstufe von Retinsdure, selbst auch als spezifischer Transkriptionsregulator wirkt

(Abb. 11).
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Abbildung 9: Wirkung des Retinaldehyds (Rald) als Transkriptionsregulator.

Rald ist ein metabolisch aktives Signalmolekiil, das teilweise durch die Inhibierung von
PPAR/RXR-vermittelten Signalen wirkt. Die intrazelluldren Carrierproteine CRBP und
CRABP sind neben ihrer Aufgabe als passive Carrier Teil des gesamten regulatorischen
Netzwerkes.

mod. nach Desvergne (2007)

Die unterschiedlichen Auswirkungen dieses Hauptmetabolits von Vitamin A versus

denen von Retinsdure in vitro und in vivo lassen auf Rald als einen eigenen Vermittler
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im Lipidmetabolismus schlieen. Rald ist in nanomolaren Konzentrationen im Fett
vorhanden und kann mit CRBP1 und RBP4 (Retinoid binding protein 4) interagieren.
RBP4 ist wie CRBP1 ein Bindungsprotein, das am intrazelluldren und zirkulierenden
Retinoidtransport beteiligt ist (Ziouzenkova et al. 2007). RBP4 wird vom Fettgewebe
sezerniert und ist an der Entwicklung der Insulinresistenz beteiligt. Graham et al. (2006)
zeigen, dass das Ausmal} der Erhohung der Serum RBP4 Werte mit der Insulinresistenz
bei Menschen mit Adipositas, gestorter Glucosetoleranz oder Typ 2 Diabetes und bei
nichtadipdsen, nichtdiabetischen Menschen mit einer ausgeprigten Familiengeschichte
an Typ 2 Diabetes korreliert (Graham et al. 2006).

Ziouzenkova et al. (2007) demonstrieren, dass Rald eine eindeutige Rolle in der
Adipocytendifferenzierung in vitro spielt und an der nahrungsinduzierten
Insulinresistenz und Adipositas in vivo beteiligt ist. Eine Erhohung der Rald-
Konzentrationen in vivo verursachte eine verminderte Lipidbildung. Eine Inhibierung
des Rald-Katabolismus in vivo hatte vergleichbare Effekte, doch unterscheidbar von
deren, die durch Retinsdure und Vitamin A-Gabe erzielt werden. Wihrend Retinsdure
keinen Effekt auf die Adipocytendifferenzierung in spdten Stadien der Adipogenese
hatte, blieb die antiadipogene Aktivitdt von Rald erhalten. Auch die Sekretion von
Signalmolekiilen des Fettgewebes, wie Adiponectin, wurde unter dem Einfluss von

Rald erniedrigt.

Diese Daten identifizieren Rald als einen im Fett présenten, biologisch aktiven
Metaboliten, der die Adipogenese durch seine Wirkung auf RXR-a und PPAR-y-
Antworten reguliert (Ziouzenkova et al. 2007).

Da das metabolische Syndrom eine hoch komplexe Krankheit darstellt, sind die
Erkenntnisse iiber die Wirkmechanismen von Rald mehr oder weniger Anhaltspunkte

fiir weitere Untersuchungen in diese Richtung (Desvergne 2007).
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4 Schlussbetrachtung

Aufgrund der Vielzahl an Daten und Untersuchungen zu den Funktionen der Retinoide
und ihrer Rezeptoren wird ihre komplexe und umfangreiche Wirkung im Stoffwechsel
des Menschen offensichtlich. Die priventive Wirkung von Retinoiden auf die normale
embryonale und postnatale Entwicklung steht auBer Frage. Auch die Bedeutung von
Retinoiden fiir die humorale und zelluldre Immunantwort ist bestétigt.

Retinoide zeigen eindeutige chemopridventive und therapeutische Aktivitdt fiir einige
Krebsarten wie promyelocytische Leukdmie und dem Neuroblastom. Die Ergebnisse
aus epidemiologischen Studien iiber ihre priventive Wirkung auf die Karzinogenese
sind noch sehr spdrlich und widerspriichlich.

Erfolge aus Tierversuchen zeigen vielversprechende Ergebnisse im Bereich der
priaventiven Wirkung von Retinoiden auf neurodegenerative Erkrankungen durch ihre
wichtige Rolle in der Erhaltung der funktionellen und strukurellen Plastizitdt von
Neuronen.

Neben ihrer Bedeutung fiir die Cardiogenese konnten Retinoide im Bereich des
cardiovaskuldren Systems praventiv auf die Entwicklung einer Hypertension wirken, da
sie in die Regulation der Genexpression von Komponenten des Renin-Angiotensin-
Systems sowie in die Verbesserung endothelialer Zellfunktionen involviert sind.

Weiters gibt es Anhaltspunkte fiir die Beteiligung von Retinoiden im
Lipidmetabolismus und der Adipogenese.

Ob diese Beobachtungen durch eine Supplementierung mit Vitamin A in die
gewlinschte Richtung beeinflussbar sind, wird noch Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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5 Summary

Retinoid regulation of gene expression is a well studied example of direct nutrient regu-
lation of gene expression. The most important bioactive components all-frans retinoic
acid (RA) and 9-cis RA bind and activate the retinoid receptors RAR and RXR. These
ligand-dependent transactivation factors belong to the superfamily of steroid nuclear
receptors. After undergoing conformational changes due to ligand binding and recruit-
ment of co-activators and co-repressors, RAR/RXR heterodimers interact with retinoic
acid response elements (RAREs) in the promoter region of target genes, resulting in the
modulation of transcription of these genes. Retinoids are also able to repress gene ex-
pression in a RARE-independent manner by antagonizing the activity of other transcrip-
tion factors.

Retinoids interact with multiple intracellular pathways and modulate cell proliferation,
differentiation and morphogenesis. They are required at many stages during vertebrate
development and remain crucial for the body homeostasis in the adult organism. This
review provides an insight into retinoid metabolism, mechanisms of action and their

potential role in the prevention of nutrition-related diseases.
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6 Zusammenfassung

Die Regulation der Genexpression von Retinoiden ist ein umfangreich untersuchtes
Beispiel fiir den direkten Einfluss von Nutrienten auf die Genexpression. Die
wichtigsten bioaktiven Komponenten all-frans Retinsdure (RA) und 9-cis RA binden
und aktivieren die Retinoidrezeptoren RAR und RXR. Diese liganden-abhingigen
Transaktivierungsfaktoren gehoren zu der Uberfamilie der Steroidkernrezeptoren. Nach
dem Durchlaufen von Konformationsinderungen, die ausgelost werden durch das
Binden von Liganden und das Rekrutieren von Coaktivatoren und Corepressoren,
interagieren die RAR/RXR Heterodimere mit Retinsdure-Response elements (RAREs)
in der Promoter-Region von Zielgenen und modulieren so die Gentranskription.
Retinoide sind zudem in der Lage, die Genexpression unabhéngig von RAREs durch
ihre antagonistische Wirkung auf andere Transkriptionsfaktoren zu unterdriicken.

Retinoide interagieren mit diversen intrazelluliren Pathways und modulieren die
Zellproliferation, Differenzierung und Morphogenese. Auch nach der Entwicklung
bleiben sie essentiell fiir die Homdostasie adulter Vertebrata. Dieser Review gibt
Einblick in den Retinoidmetabolismus, die Wirkmechanismen und ihre mogliche

praventive Rolle auf dem Gebiet erndhrungsassoziierter Erkrankungen.
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