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1. Einleitung

Die wasserloslichen Vitamine sind eine strukturell zu unterscheidende
Gruppe an organischen Verbindungen, die essentiell fur die menschliche
Gesundheit sind. Es ist seit langem bekannt, dass sie eine wichtige Rolle
im intermedidren Stoffwechsel, der Energieproduktion und der
Zelldifferenzierung sowie Proliferation spielen. [RAMASWAMY, 1999]

Da Menschen die Fahigkeit verloren haben, wasserl6sliche Vitamine zu
synthetisieren, erhalten sie diese Verbindungen aus exogenen Quellen
Uber intestinale Absorption. Aus diesem Grund und da eine Vielzahl an
Faktoren und Bedingungen die intestinale Absorption durch Vererbung
oder sekundare Ursachen beeintrachtigen konnen, ist ein detailliertes
Verstandnis der Mechanismen und Regulation ihrer intestinalen Aufnahme
von hoher physiologischer, pathophysiologischer und
erndahrungsphysiologischer Bedeutung. [SAID, 2011]

Obwohl  urspringlich angenommen wurde, dass die Vitamine
ausschlief3lich durch passive Diffusion aufgenommen werden, haben
mehrere Studien gezeigt dass die Absorption von diesen Mikrondhrstoffen
durch spezialisierte, hochaffine-Transport-Mechanismen erfolgt.
[RAMASWAMY, 1999]

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den aktuellen Wissensstand der zellularen
und molekularen Mechanismen der intestinalen Absorption der
wasserldslichen Vitamine zu beschreiben. Des weiteres sollen deren
Regulation, die Zellbiologie und die molekularen Charakteristika der
beteiligten Carrier und ihre Membran-Expression, sowie die Faktoren und
Bedingungen, die diese Mechanismen beeintrachtigen und beeinflussen
kénnen, geschildert werden. Der Fokus wird auf die Carrier-vermittelten
Mechanismen gerichtet, durch die wasserloslichen Vitamine im

Gastrointestinaltrakt aufgenommen werden.



2.Biotin
2.1 Allgemeine Aspekte

In der Natur existiert das Biotin-Molektl in Form von acht Stereoisomeren,
wobei nur das cis-D(+)-Biotin Isomer mit der (3aS, 4S,6aR)-Konfiguration
biologisch aktiv ist. [SAID, 2009]

Im menschlichen Organismus spielt das (+)-Stereoisomer des Vitamins
Biotin (Vitamin H) eine signifikante Rolle als Coenzym fur funf
Carboxylasen. [MARDACH et.al., 2002] Die beiden Isoformen der Acetyl-
CoA-Caboxylase (EC 6.4.1.2) befinden sich im Zytoplasma, wéhrend die
Pyruvat-Carboxylase (EC 6.4.1.1), Propionyl-CoA-Carboxylase (EC
6.4.1.3) und die Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (EC 6.4.1.2)
mitochondrial lokalisiert sind. [STOLZ, 2009] ,Diese Enzymgruppe
katalysiert die ATP-abhangige CO,-Fixierung und Ubertragung und spielt
eine wichtige Rolle bei der Lipogenese, der Gluconeogenese, beim Abbau
von Aminoséauren, bei der Fettsdurebiosynthese und dartber hinaus bei
der Metabolisierung von Fettsauren mit ungerader Anzahl an
Kohlenstoffatomen und bei der Synthese von Tricarbonsduren im
Organismus.” [GRAFE, 2004]

Die Biotinidase sowie die Holocarboxylasesynthetase sind zwei weitere
Enzyme, welche mit der Funktion des Biotins als Coenzym,
zusammenhédngen. [GRAFE, 2004] Wéahrend des normalen Turnovers
werden biotinylierte Proteine proteolytisch zu Biocytin (Biotinyl-Lysin) und
biotinylierte Oligopeptide abgebaut, welche anschlieRend von der
Biotinidase (EC 3.5.1.12) gespalten werden. [MARDACH et.al., 2002]
Neben der Funktion als Coenzym hat Biotin auch einen Einfluss auf die
Genexpression; es reagiert mit Histonen und bindet kovalent an diese.
Hierbei besteht die Funktion der Biotinidase darin, als intrazellulares,
biotinbindendes Protein zu wirken und auch die kovalente Bindung an die
Histone zu katalysieren. [GRAFE, 2004]



In Lebensmitteln vorkommendes Biotin liegt sowohl in freier, als auch in
proteingebundener Form vor. Proteingebundenes Biotin wird durch
Magen-Darm-Proteasen und Peptidasen durch Proteolyse zu Biocytin
(N-Biotinyl-L-Lysin) und biotinhaltigen kurzen Peptiden verdaut. Diese
Formen von Biotin werden dann durch Einwirkung von Biotinidase in freies
Biotin umgewandelt. Dieser Hydrolyseschritt scheint fur eine effiziente
Absorption und eine optimale Bioverfuigbarkeit des diatetischen Biotins
von Bedeutung zu sein. Es wird angenommen, dass die Quelle der
intestinalen Biotinidase der Pankreassaft ist. Dadurch, dass das Enzym
geklont wurde, konnte gezeigt werden, dass es sich um ein Produkt eines
single-copy-Gens handelt. [SAID et al., 2004]

In den letzten Jahren wurde mit zunehmender Haufigkeit von Biotinmangel
und suboptimaler Versorgung berichtet, welche durch eine Vielzahl von
Ursachen auftreten kdonnen. Dazu zahlen unter anderem angeborene
Fehler im Biotin-Metabolismus/-Transport, sowie die chronische
Anwendung von Antikonvulsiva und auch der langfristige Einsatz von

parenteraler Ernahrung. [SAID et al., 2004]

2.2 Der natriumabhangige Multivitamintransporter
SMVT

2.2.1 Charakterisierung des Transportes von Biotin

Menschen sind, sowie andere Saugetiere, nicht in der Lage, Biotin selbst
zu synthetisieren, somit muss es aus einer exogenen Quelle dem Kérper
zugefuhrt werden. [SAID et al., 2004] Seit den 1940er Jahren ist bekannt,
dass Bakterien, die in der normalen Darmflora enthalten sind, neben den
anderen B-Vitaminen auch Biotin produzieren und in Abh&ngigkeit von der
Bakterienart und der zur Verfigung stehenden Zeit ihre Umgebung in
unterschiedlichem MalRe damit anreichern. [BURKHOLDER und



McVEIGH, 1942] Da der Mechanismus zur Aufnahme von Biotin lange
ungeklart war, fanden Studien an den unterschiedlichsten Gewebetypen
statt, beispielsweise an der Leber, der Niere, der Plazenta, der Blut-Hirn-
Schranke und dem Darm, um den Biotintransporter charakterisieren zu
kénnen. [GRAFE, 2004] Studien Uber den Biotin-Transport in Erythrozyten
liefern den Beweis, dass Biotin die Plasmamembran in sinnvollen Raten
nicht ohne einen Transporter durchqueren kann. [MARDACH et al., 2004]
Die Aufnahme von freiem Biotin durch menschliche
Dunndarmepithelzellen erfolgt tiber einen effizienten, Na'-abh&ngigen,
Carrier-vermittelten Mechanismus, der den mikromolaren Bereich sattigt.
Die Carboxylgruppe der Valeriansdure-Einheit des Biotin-Molekuls muss
frei sein fur das reibungslose Erfassen durch den beteiligten
Mechanismus. Da der Transport Uber die stark polarisierten, humanen,
intestinalen Epithelzellen verlauft, stellt sich die Bewegung des Biotins
Uber zwei strukturell und funktionell verschiedene Membran-Doménen, die
Blrstensaummembran (BBM) und die basolateralen Membran (BLM)-
Doméanen dar, wobei das Verstandnis des Mechanismus bei jedem
Transportschritt von Bedeutung ist. Die Biotinaufnahme durch humane,
intestinale BBM-Vesikel, tritt Gber ein Carrier-vermitteltes System, welches
vom Na'-Gradienten abhéngig und in der Lage ist, das Substrat gegen
den Konzentrationsgradienten zu bewegen, auf. [SAID, 2009] Studien,
welche isolierte Hepatozyten und Birstensaummembran-Praparate aus
Tieren und Menschen verwendet haben, zeigen, dass der Biotin-Transport
aus dem Plasma in das Leberparenchym Na‘-abhangig, elektroneutral,
strukturspezifisch und gesattigt ist, sowie auch Energie bengotigt.

Diese Eigenschaften sind im Einklang mit einem oder mehreren Biotin-
Transportern. Berichtet wurde Uber Kr-Werte von etwa 100pmol/l und
somit einer im Wesentlichen normalen Plasmakonzentration von Biotin
(0,5 nmol/l). [MARDACH et al., 2004]

Das intestinale Biotin-Aufnahmesystem wird auch von zwei anderen,
unabhangigen Mikronahrstoffen, namlich dem wasserl6slichen Vitamin

Pantothensaure und dem fir den Stoffwechsel wichtigen Substrat



- Lipoat - genutzt. Eine dhnliche Wechselwirkung zwischen Biotin und den
beiden anderen Substanzen kommt auch in anderen Zelltypen, wie denen
des Dickdarms, der Blut-Hirn-Schranke, dem Herz und der Plazenta vor.
Aus diesen Grunden wird dieses Biotin-Transport-System als Na'-
abhéangiger Multivitamin-Transporter (SMVT; sodium-dependant
multivitamin transporter) bezeichnet. [SAID et al., 2009] Einerseits ist der
SMVT zur Aufnahme der Vitamine aus der Nahrung im Darm notwendig,
andererseits zur Verteilung derselben im Organismus. Abhéngig ist die
Aktivitat des Multivitamintransporters von unterschiedlichen endogenen
und exogenen Faktoren. [GRAFE, 2004]

Der Biotin-Transport entlang den menschlichen intestinalen BBM reagiert
empfindlich auf die hemmende Wirkung der Antikonvulsiva Carbamazepin
und Primodon. [SAID, 2009] Es wurde auch nachgewiesen, dass es bei
chronischer Alkoholzufuhr sowie bei Nierenerkrankungen zu einer
reduzierten Biotin-Aufnahme im Darm kommt. [GRAFE, 2004]

In Bezug auf die bakterielle Biotin-Quelle synthetisiert und gibt die normale
Mikroflora des Dickdarms in das Darmlumen eine wesentliche Menge an
freiem Biotin ab. In vivo Studien haben gezeigt, dass der menschliche
Dickdarm imstande ist, Biotin zu absorbieren. Der Mechanismus, der im
Dickdarm an der intestinalen Biotin-Absorption beteiligt ist, wurde unter
Verwendung von kultivierten, menschlichen Kolonepithelzellen NCM460
untersucht, mit dem Ergebnis, das die Existenz eines effizienten Na'-
abhangigen, Carrier-vermittelten Prozesses bestatigt wurde. Auch dieser
Mechanismus wird mit Pantothensaure und Lipoat geteilt. Allerdings
beeinflussen die reichlich vorhandenen (und negativ geladenen)
kurzkettigen Fettsduren Acetat und Butyrat, welche auch durch die
normale Mikroflora des Dickdarms produziert werden, die intestinale
Biotin-Aufnahme nicht stérend. [SAID, 2009]

Weiters wurde auch die molekulare Identitat des intestinalen Biotin-
Aufnahme-Systems durch SMVT bestimmt. Studien haben auch die
Existenz einer erheblichen Heterogenitat in der 5" -untranslatierten Region



(5"-untranslated region, UTR) der Ratte von SMVT gezeigt und es wurden
vier verschiedene Varianten identifiziert (I, Il, I, 1V). Festgestellt wurde,
dass Variante Il als vorherrschende Form bei der Ratte in Dinn- und
Dickdarm exprimiert wird. Die funktionelle Identifizierung der geklonten
intestinalen cDNAs wurde durch Expression in verschiedenen zellularen
Ebenen etabliert und zeigt eine deutliche und spezifische Erh6hung der
Aufnahme von Biotin und Pantothensdure. Die induzierte
Vitaminaufnahme ist Na'- abhangig und gesattigt mit einer scheinbaren
Km, welche der in den intestinalen Epithelzellen gefundenen ahnlich ist.
Zottenzellen exprimieren auf deutlich héherem Niveau SMVT-Signale als
Kryptenzellen; ein Befund, der verglichen mit den Kryptenzellen mit der
hoheren Carrier-vermittelten Biotin-Aufnahme in Zottenzellen korreliert. In
Bezug auf die Langsachsenverteilung von SMVT wurde ein &ahnliches
Niveau der Expression entlang der Lange des Dunn- und Dickdarms
gefunden. [SAID et al., 2004]

2.2.2 SMVT und seine Substratspezifitat

Anhand der Untersuchungen der Substratspezifitat an humanen
Keratinozyten konnte unter anderem festgestellt werden, dass der
Transport um etwa 80% reduziert wurde, sobald Pantothensaure,
unmarkiertes Biotin oder Liponsaure vorhanden waren. Aufgrund dieser
Beobachtung kann der Schluss gezogen werden, dass das gleiche
Transportsystem fur diese drei Substanzen verantwortlich ist. Um weitere
Aussagen uber die strukturellen Voraussetzungen des Transportes treffen
zu konnen, wurden Untersuchungen von Biocytin, Desthiobiotin und auch
Biotinmethylester durchgefiihrt. Einerseits kann eine vergleichbare
Hemmung mit Biotin bei Desthiobiotin beobachtet werden, andererseits
erzielte Biotinmethyleser eine minimale, aber trotzdem signifikante
Reduktion der [*H]Biotinaufnahme. Im Fall von Biocytin konnte
bezugnehmend auf die aufgenommene Biotinmenge keine Verringerung

festgestellt werden. Aufgrund dieser Beobachtungen kénnen Aussagen



Uber die strukturellen Voraussetzungen getroffen werden: Fest steht, dass
Pantothensaure, Liponsaure, Biotin sowie auch Desthiobiotin eine lange
Seitenkette mit einer freien Carboxylgruppe aufweisen. Kommt es durch
Amidbindung (Biocytin) oder Veresterung (Biotinmethylester) zu einer
Veranderung dieser Gruppierung, reduziert sich in Folge die Affinitat oder
sie wird ganz aufgehoben. Es liegt die Vermutung nahe, dass fur die
Bindung an den SMVT die freie Carboxylgruppe essentiell ist. [GRAFE,
2004]

2.2.3 Molekulare Identitat des intestinalen Biotin-Transport-
Prozesses

Das Wissen Uber die molekulare Identitat des menschlichen intestinalen
Na’-abhangigen Biotin-Aufnahme-Systems  (hSMVT)  wurde, im
Wesentlichen durch das Klonen des Systems, erhoht. Das hSMVT
Protein, bestehend aus 635 Aminoséuren, ist das Produkt des Gens
SCL5A6, welches am Chromosom 2p23 lokalisiert ist und aus 17 Exonen
besteht. Das Protein weist eine betrachtliche Homologie mit Elementen
der Na':Glucose-Transporter-Familie auf; weiters zeigt sich auch eine
Sequenzhomologie, sowohl auf Nukleotid-, als auch auf
Aminosaureebenen mit SMVT anderer Saugetierspezies. Das hSMVT
Polypeptid weist bis zu 12 Transmembrandomanen auf, sowie eine Reihe
von maoglichen posttranslationalen Modifikationen (d.h. Phosphorylierungs-
und Glykosylierungsstellen); somit sind beide, die Amino- und die
Carboxy-Termini des Polypeptids, der Innenseite der Zelle zugewandt. Die
funktionelle Charakterisierung der hSMVT in heterogenen Systemen
deuten auf eine hohe Na'-Abhangigkeit und die Nutzung durch
Pantothensaure und Lipoat hin. Weiters zeigt sich auch, dass die
kinetischen Parameter der Aufnahme denen des nativen intestinalen
Aufnahmeprozesses dhneln. Die Schlussfolgerungen basieren auf Studien
unter Verwendung von genspezifischer, kurzer interferierender RNA und

selektivem Zerlegen des endogenen hSMVT Systems menschlicher



intestinaler, epithelialer Caco-2-Zellen. Die Ergebnisse dieser Studien
zeigen, dass die Vorbehandlung mit der hSMVT-spezifischen siRNA zu
einer spezifischen und deutlichen Verringerung der Level von hSMVT
MRNA sowie auch Protein fuhrt und es in Folge zu einer starken
Hemmung der Carrier-vermittelten Biotin-Aufnahme kommt. [SAID, 2009]
Die Biotin-Riickgewinnung in der Niere ist ebenfalls Na‘-gekoppelt,
strukturell spezifisch, sattigbar und erfordert Energie, was auf die Existenz
eines oder mehrerer renaler Biotin-Transporter hinweist. Die beobachtete
K betragt etwa 300 pmol/l. Dieser Wert ist deutlich Gber der Konzentration
von Biotin im Plasma und im glomerularen Filtrat (etwa 0,5 nmol/l). Bei
solchen Konzentrationen wird der Transport wahrscheinlich durch den
SMVT vermittelt und die gezogenen Schlussfolgerungen sind
maoglicherweise bei physiologischen Konzentrationen nicht auf den Biotin-
Transport anwendbar. [MARDACH et al., 2002]

2.3 Molekulare Charakterisierung der
5"-regulatorischen Region des SMVT

2.3.1 Transkriptionale Aktivitat des hSMVT-Genes

In einer Studie von Chatterjee et.al. wurde die Methode der RT-PCR,
sowie das Wissen, wie aus dem klonierten plazentaren SMVT cDNA zur
Losung dieses Problems gewonnen wird, verwendet. Diese Studie hat
einen cDNA Klon identifiziert, welcher eine identische ORF zu der des
SMVT besitzt, wobei diese eine Heterogenitat in der 5UTR zeigt.
[CHATTERJEE et al., 1999] Dieses Ergebnis erhtht die
Wahrscheinlichkeit, dass mehrere Promotoren beim Antrieb der
Transkription des Gens SMVT beteiligt sind. [CHATTERJEE et al., 2001]
Es wurden drei Transkriptvarianten (1, Il und [V) im Duinndarm
identifiziert, sowie auch die Variante | (die plazentare Form), welche nicht

im Dianndarm vorkommt. Die Existenz von mehreren Varianten legt die



mogliche Beteiligung von alternativem Spleif3en (Splicing) des Transkripts
nahe, ebenso wie die mogliche Beteiligung von mehreren Promotoren
wahrend der laufenden Transkription der klonierten intestinalen cDNA.
Von den verschiedenen 5°UTR Varianten, die im Darm identifiziert
wurden, stellt Variante Il die vorherrschende Form dar und weist eine
hohere Expression im Dunndarm im Vergleich zum Dickdarm auf. Diese
Variante wurde auch in anderen Geweben der Ratte, einschlie3lich der
Niere und dem Herz, exprimiert nachgewiesen. Obwohl Variante | wie
erwahnt im Dunndarm nicht nachgewiesen werden konnte, wurden
trotzdem Spuren davon im Dickdarm erkannt. [CHATTERJEE et al., 1999]
Um die Mdglichkeiten zu testen, ob, wie erwahnt, mehrere Promotoren
beim Antrieb der Transkription des SMVT Gens beteiligt sind, wurde die
5’- regulatorische Region des Gens SMVT durch Genome Walking
geklont. Ein 6,5-kb groRes genomisches DNA Fragment wurde identifiziert
und sequenziert. Es wurden drei Promotoren (P1, P2 und P3) gefunden,
welche von den Exonen der zuvor identifizierten vier Transkriptvarianten
(I-1V) getrennt wurden. Es wurde herausgefunden, dass Pl mehrere
vermeintlich, regulatorische Regionen wie GATA-1, AP-1, AP-2 und
C/EBP enthélt, welche wiederholt purinreiche Regionen, sowie zwei
TATA-Elemente aufweisen. Untersuchungen von P2 und P3 ergaben,
dass diese GC-reich sind und auch in Gegenwart von einigen
regulatorischen Elementen mehrere Ubereinstimmungen der SP-1
Sequenzen zeigten. [CHATTERJEE et al., 2001] Die funktionelle ldentitat
eines jeden Promotors und die minimale Region, die fur seine Funktion
erforderlich ist, wurden wie folgt bestimmt: Die Promotoren-Konstrukte
wurden an das Luciferase-Reporter-Gen von Glihwirmchen gekoppelt
und anschlieBend in von Ratten stammende IEC-6 Darmepithelzellen
verpflanzt; in welchen anschlieBend die Luciferase-Aktivitdt bestimmt
wurde. Die hdchste funktionelle Aktivitat der geklonten Promotoren
besteht in der GroRenordnung von P1 > P2 > P3. Zwei verschiedene
Promotoren (P1 und P2) wurden identifiziert und erwiesen sich als
TATA-los, CAAT-los, enthalten GC-reiche Regionen und haben mehrere
vermeintlich cis-regulatorische Elemente (z.B. AP1, AP2, C/EBP, AP1,
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NF1 und GATA). Die Aktivitat der beiden Promotoren, die fur die basale
Aktivitat der minimalen Region benétigt wird, wird unter Verwendung des
Luciferase-Reporter-Gen-Assays von Glihwirmchen durch Transfektion
in die vom Menschen stammenden intestinalen epithelialen Caco-2-Zellen
eingebracht. Die minimale Region, die fur die basale Aktivitat von P1
bendtigt wurde, wurde durch eine Sequenz zwischen 5846 und -5313
kodiert, wohingegen die fur P2 durch eine Sequenz zwischen -4417 und
-4244 bezogen auf das Translationsinitiationscodon kodiert wurde. [SAID,
2004]

Diese  Ergebnisse stellen die erste Charakterisierung  der
5"-regulatorischen Region eines jeden S&augetier-SMVT-Gens dar und
sollten zu dem Verstandnis der Regulation der Transkription dieses Gens
beitragen. [CHATTERJEE et al., 2001]

2.3.2 Regelung des humanen intestinalen
Biotin-Aufnahme-Prozesses

Der intestinale Biotin-Aufnahme-Prozess wird sowohl beim Menschen als
auch im Tiermodell adaptiv durch Substratebenen geregelt. Ein Biotin-
Mangel fuhrt zu einer wesentlichen und spezifischen Hochregulation der
Biotin-Aufnahme durch menschliche, intestinale, epitheliale Caco-2 Zellen;
der Effekt wird Uber eine Zunahme (258%) in der Vmax des Vitamin-
Aufnahme-Prozesses vermittelt. Diese Hochregulation der Biotin-
Aufnahme wird auch mit einer deutlichen Induktion des Protein- und
MRNA-Levels von hSMVT assoziiert. Die Erhdhung des hSMVT mRNA-
Levels liegt nicht an einer Erh6hung der RNA-Stabilitat, sondern war das
Ergebnis einer Induktion der Aktivitat des Promotors hSMVT. Eine auf
Biotinmangel reagierende Region, welche die Reaktion des Biotinmangels
Ubertragt, wurde in einer 103-bp Region innerhalb des hSMVT Promotors
lokalisiert. Diese Region enthielt KLF4 Stellen, deren Mutation zur
Aufhebung der hSMVT-Antwort beim Biotin-Mangel fuihrte. [SAID, 2009]
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2.3.3 Die hochaffine Biotin-Aufnahme und ihre
Einflussfaktoren

Wie bereits erwahnt, legen Erkenntnisse nahe, dass Biotin und
Pantothensaure das gleiche Aufnahmesystem in Zellen niitzen. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch beim Herzen, der Plazenta und dem
Dianndarm gemacht. Im Gegensatz dazu kann Pantothensdure nicht den
Transport von Biotin Uber die kapillaren Endothelzellen des Gehirns
beeinflussen. Was die Auswirkungen der kurzkettigen Fettsauren Acetat
und Butyrat auf die Biotinaufnahme betrifft, wurde keine Hemmung durch
beide Verbindungen beobachtet.

Anders ist es beim Biotintransport durch die Blut-Hirn-Schranke, welcher
durch die Nonansaure (Pelargonsaure), eine geradkettige Fettsdure,
gehemmt wurde. In anderen Studien wurde das Potential fur intrazellulare
Regulation des Biotinaufnahmeprozesses nach NCM460 Zellen durch
PKC- und PKA-abhangigen Wegen untersucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass einerseits die Vorbehandlung der Zellen mit PMA (aber nicht mit
seiner Negativ-Kontrolle, 4a-PMA) und mit 1,2-Dioctanoyl-sn-glycerol,
welche Aktivatoren der PKC sind, eine signifikante Hemmung in der
Biotin-Aufnahme verursachen. Andererseits, verursacht die
Vorbehandlung der Zellen mit Staurosporin und Chelerythrin, welche
Inhibitoren der PKC sind, zwar eine geringe, aber durchaus signifikante
Stimulation der Biotin-Aufnahme. Weiters wurde die Hemmung von PMA
signifikant reduziert, wenn Staurosporine zu dem Puffer, der zur
Vorbehandlung verwendet wird, hinzugefiigt wurde. Diese Erkenntnisse
weisen auf die Beteiligung eines PKC-vermittelten Weges in der
Regulation der Biotin-Aufnahme in diesen Zellen hin. Es wurde
herausgefunden, dass die Wirkung der PKC-Aktivierung durch PMA auf
die Biotin-Aufnahme durch eine deutliche Hemmung der Vma des
Aufnahmeprozesses und eine leichte Erh6éhung der scheinbaren K,
vermittelt wird. Dies deutet darauf hin, dass die PKC-Aktivierung zu einer
deutlichen Abnahme der Aktivitdt und/oder zu einer Verminderung der



12

Anzahl der funktionellen Biotin-Aufnahme-Carrier sowie zu einem leichten
Ruckgang in ihrer Affinitat fihrt. Im Gegensatz zu der Funktion der PKC
spielt die Regulation der Biotin-Aufnahme durch NCM460 Zellen fur PKA-
vermittelte Signalwege keine Rolle. Diese Schlussfolgerung basiert auf der
Beobachtung, dass spezifische Modulatoren dieses Signalweges keinen
signifikanten Einfluss auf die Biotin-Aufnahme in diesen Zellen haben.
[SAID et al., 1998]

Zempleni et al. untersuchten die Problematik, ob fiir den hochaffinen
Transport von Biotin in den PBMC (humanen Lymphozyten), der
Monocarbxylattransporter MCT zustdndig ist. Der Einfluss von
verschiedenen MCT- Substraten — Pyruvat, Acetat, a-Ketoisocaprat,
Laktat, Hexanoat und DL-B-Hydroxybutyrat — wurde getestet. Es wurde
herausgefunden, dass die Biotinaufnahme in die PBMC durch die
genannten Substanzen sowie auch durch Inhibitoren des MCT -
Sulfinpyrazon, p-Chloromercuribenzensulfonsaure, Probenecid und
4,4’ -Diisothiocyanostilben-2,2"-disulfonsaure — gehemmt wurde. Einen
weiteren  Punkt dieser Untersuchung stellte die Expression
unterschiedlicher Monocarboxylattransporter in PBMC Zellen dar. Das
Ergebnis zeigte, dass Lymphozyten Gene exprimieren, welche MCT1,
MCT2 und MCT3 kodieren. Nach der Expression von MCT1 in den
humanen T-Zellen nahm die Biotin-Aufnahme zu, es wurde nach der
Expression in die humanen Lungen- und Plazentazellen und in die
Prostatazellen der Ratte keine Veranderung festgestellt. Innerhalb dieser
Studie wurde auch der Einfluss der Proliferation der Zellen auf den
Transport von Laktat - als ein Substrat von MCT - untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass sich die Aufnahme im Verlauf der Proliferation
erhoht. Das Resuimee einer anderen Studie deutet darauf hin, dass das
Ergebnis der erhdhten Anzahl an Transportproteinen auf der
Zelloberflache bei gleichbleibender Affinitat wahrend der Proliferation der
PBMC die gesteigerte Aufnahme von Biotin darstellt. Es kann also darauf
geschlossen werden, dass MCT die Biotin-Aufnahme in humane
Lymphozyten vermittelt. [GRAFE, 2004]
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Mardach et al., [2002] behandelten in ihrer Studie den Holocarboxylase-
Synthetase-Mangel sowie auch den Biotinidasemangel, welche beide
sowohl einen  multiplen  Carboxylasemangel als auch eine
Biotinabhangigkeit verursachen. Schwere Formen des Holocarboxylase-
Synthetase-Mangels treten in der Regel mit schweren Symptomen
wahrend der Kindheit auf. Klinische Merkmale inkludieren
charakteristische Futterungsprobleme, Acidose und eine akute
progressive  Enzephalopathie. Im Gegensatz dazu tritt der
Biotinidasemangel Ublicherweise nach dem Sauglingsalter auf. Die
Symptome umfassen Haarausfall, Hautausschlag,
Entwicklungsverzdgerungen, Hypotonie, Krampfanfélle, Azidose, Azidurie,
Horprobleme und Sehstérungen. Der Biotinidasemangel kann Klinisch
nicht von der milden Form des Holocarboxylase-Synthetase-Mangels
unterschieden werden. Beide Erkrankungen sprechen typischerweise auf
die Biotintherapie an. Sowohl der ernédhrungsbedingte Mangel an Biotin,
als auch der vererbte enzymatische Mangel an biotinabhangigen
Carboxylasen verursachen eine charakteristisch hdohere Exkretion von
organischen Sauren im Harn. Zu diesen Verbindungen z&hlen folgende:
a. 3-Methylcrotonyl Glycin und 3-Hydroxy-lsovaerate (3HIA)
reflektieren den Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase-Mangel
b. 3-Hydroxypropionat (3HPA), Propionglycerin und Methylcitrate
reflektieren den Prpionyl-CoA-Carboxylase-Mangel und
c. Lactat, welches sich wahrscheinlich auf einen Pyruvat-
Carboxylase-Mangel bezieht. [MARDACH et al., 2002]
Beschrieben wurde ein dreijghriger Junge, der eine hohe
Biotinabhangigkeit aufwies, die weder auf eine zu geringe Biotinzufuhr mit
der Nahrung noch auf einen Holocarboxylase- oder Biotinidasemagel
zurickzufihren ist, sondern auf einem Defekt im Transportsystem
begriindet ist. Bei einem Biotinentzug konnte folgendes beobachtet
werden: Trotz unverdnderter Aktivitat biotinabhangiger Carboxylasen in
Lymphozyten und Fibroblasten kam es zu einer abnormalen Azidurie;
weiters wurde auch ein intrazellularer Biotinmangel als Folge festgestellt.

Es kam zu einer signifikanten Reduzierung der Aufnahme in die
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Blutzellen. Untersuchungen zur Klarung dieses heterozygoten, autosomal
rezessiven Gendefekts zeigten, dass die Transportrate von
Pantothensaure und die SMVT-Gensequenz keine Auffalligkeiten
aufwiesen. Diese Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass der
beobachtete Biotinmangel in den Zellen durch ein anderes defektes
Transportsystem hervorgerufen wurde und nicht auf einen Defekt des
Multivitamintransporters zurtickzufuhren ist. [GRAFE, 2004]

Einen weiteren Einfluss auf die Biotinaufnahme bt das Glykoprotein
Avidin aus. Avidin, welches im Huhnereiweil3 vorkommt, ist ein
tretrameres Glykoprotein, das bis zu vier Biotin-Molekule binden kann und
aus 128 Aminoséduren bestent. [GENERAL et al, 2011]
Avidin ist resistent gegen Proteasen (Pepsin, Trypsin) und bindet fest an
freies Biotin und an Biotin-Proteine, was zur Folge hat, dass das Biotin
aus der Nahrung und aus der enteralen Synthese nicht aufgenommen
werden kann. Streptavidin ist mit Avidin strukturverwandt und bindet
ebenso fest an Biotin. [STOLZ, 2011]
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3. Pantothensaure

3.1 Allgemeine Aspekte

Pantothensaure, auch als Vitamin Bs bezeichnet, ist ein Mitglied des
Vitamin B-Komplexes, das im Jahr 1933 identifiziert, aus der Leber im
Jahre 1938 isoliert und extrahiert und 1940 erstmals synthetisiert wurde.
[KELLY, 2011]

Vitamin Bs setzt sich aus 2,4-Dihydroxy-3,3-Dimethylbutyrat und (3-Alanin
zusammen und kann in der menschlichen Zelle nicht synthetisiert werden.
Die physiologischen Formen von Pantothenséaure sind Coenzym A und
D(+)-Pantothensaure. [SAID et al., 1998] Nur das rechtsdrehende D-
Isomer von Pantothensaure — D-Pantothensaure — besitzt biologische
Aktivitat. [KELLY, 2011] Das Vitamin Pantothenséure ist in die
Stoffwechselsynthese von Coenzym A (CoA) und Acyl-Carrier-Proteinen
und somit auch in den Stoffwechsel von Kohlenhydraten, Fett und in
geringem Mal3e von Protein involviert. [SAID, 2004] CoA ist auch bei der
Synthese von Hormonen beteiligt und wirkt als Wachstumsfaktor von
Haut, Haaren und Nerven. Weiters wurde Uber Pantothenséure berichtet,
dass sie Zellen und Organe gegen Peroxidschaden durch Erh6hung des
Gehaltes von Glutathion in den Zellen schiitze. [YAMAMOTO et al., 2009]

Die D-Pantothensaure ist relativ instabil — sie kann durch Warme und
unter sauren oder alkalischen Bedingungen zerstort werden. Stabiler im
Vergleich ist Calciumpantothenat, jene Form von Vitamin Bs, die
Ublicherweise  in Nahrungserganzungsmitteln ~ zu  finden  ist.
Calciumpantothenat ist ebenfalls wasserldslich, kristallin und besitzt eine
weille Farbe. Zehn Miligramm Calciumpantothenat entsprechen
aquivalent 9,2 mg der reinen D-Pantothensaure. Die Disulfid-Form von
Pantothensaure -  Pantethin - wird unter anderem als
Nahrungsergadnzungsmittel verwendet. Pantethin gilt als eine der aktivsten

Formen von Vitamin Bs, da die enthaltene Sulfhydryl-Gruppe fur die
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biologische Aktivitdt in Coenzymen benttigt wird. Die flissigen Formen
von Vitamin Bs — Despanthenol, D-Dexpanthenol, D-Panthenol oder
Penthenol — sind ebenfalls verfigbar. [KELLY, 2011]

3.2 Biochemische Aspekte von Pantothensaure und
Coenzym A

Pantothensaure wird in CoA- und Acyl-Proteinen (ACP) verwendet, um die
Acetyl- und Acylgruppen zu transportieren bzw. zu Ubertragen. Es wird
angenommen, dass in vivo Effekte der Pantothensdure ein Ergebnis von
dessen Einbau in diesen Molekulen ist. CoA ist ein essentieller Cofaktor in
der Fettsaureoxidation, Fettsdure-Synthese und der Fettsaure-Elongation.
Es wird bei der Herstellung von vielen sekundéren Metaboliten verwendet,
wie polyisoprenoidhaltigen Verbindungen (z.B. Dolichol, Ubichinon
[CoQ10], Squalen und Cholesterin), Steroid-Molekilen (z.B.
Steroidhormonen, Vitamin D und Gallensduren), acetylierte Verbindungen
(z.B. acetylierte Aminozucker Derivate [N-Acetylglucosamine], acetylierte
Neurotransmitter [N-Acetylserotonin, Acetylcholin]) und Prostaglandinen
wie auch Prostaglandin-dhnlichen Verbindungen. Weiters ist Coenzym A
fur die Biosynthese von Phospholipiden (z.B. Phosphatidylcholin,
-ethanolamin, -serin, -inositol, -cardiolipin) sowie von Plasmalogen,
Sphingenin und Ceramid erforderlich. Direkt oder indirekt ist Coenzym A
an dem Zusammenbruch des Kohlenstoffgeristes der meisten
Aminosauren beteiligt. Die Aufgliederung der Pyrimidinbasen - Cytosin,
Uracil und Thymin - ist ebenfalls von Coenzym A abhangig. Acyl-Proteine
sind in Fettsduresynthasen, Polypeptidsynthasen, der Lysin-Synthese und
in der nicht-ribosomalen Peptidsynthetase vorhanden. Die meisten
Pflanzen und Mikroorganismen bewirken die Biosynthese von
Pantothensaure durch die enzymatische Kombination von Pantoinsaure
und B-Alanin. Saugetieren fehlt das Enzym fur diesen Syntheseschritt, und

sie sind somit unfahig, Pantothenséure zu synthetisieren. Bei S&dugetieren
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beginnt die endogene Synthese von CoA und ACP mit Pantothensaure.
[KELLY, 2011]

3.2.1 Biosynthese von Pantothenséure

Die Biosynthese  von Pantothensaure beginnt mit  einer
Phosphorylierungsreaktion, die durch ein Magnesium-abh&ngiges Enzym
— Pantothenat-Kinase (auch als Pantothensdure-Kinase bezeichnet) —
katalysiert wird, was zur Bildung von 4’-Phosphopantothenséaure (4"-PPA)
fuhrt. Dieser Schritt wird als der wichtigste Kontrollschritt in der
Biosynthese von Pantothenséure-abhangigen Enzymen betrachtet. Der
nachste Vorgang ist eine Betrachtung der Reaktion mit Cystein, welche
die  Verbindung 4’-Phosphopantothenyl-Cystein  hervorbringt.  In
Abwesenheit von Cystein sammelt sich 4"-PPA an, was darauf hinweist,
dass das Fehlen von Cystein als Substrat ein limitierender Faktor bei der
Bionsynthese von Pantothenséure und den downline-Metaboliten darstellt.
4’-Phosphopantethein (4"-PP) wird durch eine Decarboxylierungsreaktion
gebildet. Die Reaktionsgeschwindigkeit des enzymatischen Schrittes wird
durch die Verfugbarkeit von Protein-Sulfhydrylverbindungen, wie Cystein,
erhoht. Die beiden letzten Schritte der Synthese von CoA umfassen die
Zugabe einer Adenosylgruppe von ATP und der Phosphorylierung dieses
Molekils. Beide enzymatischen Reaktionen benétigen Magnesium als
Cofaktor. Wéahrend CoA fiur einen groRen Anteil der zellularen
Pantothensaure verantwortlich ist, enthélt ACP auch ein Pantothensaure-
Molekdl. Die Synthese von ACP ist noch nicht vollstandig geklart, doch in
CoA wurde 4°-PP als prosthetische Gruppe identifiziert. [KELLY, 2001]

In einer Studie von Villasenior et al. wurde untersucht, welchen Beitrag das
.,Housekeeping gene“ zur Pantothenat-Biosynthese leistet. Ein
traditionelles Konzept in der Bakteriengenetik, an welchem das
Housekeeping-Gen beteiligt ist und den Grundumsatz fur die
Aufrechterhaltung und Funktion der Zelle involviert, gibt an, das es im
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Chromosom kodiert ist, wohingegen Gene, die fur den Umgang mit
schwierigen Umweltbedingungen erforderlich sind, in Plasmiden lokalisiert
sind. [VILLASENOR et al., 2009] Das Housekeeping Gene dient dazu,
spezifische Effekte auf die Exprimierung des Zielgenes zu messen, um
zwischen einer allgemeinen Erh6hung der Exprimierungsrate und der
genspezifischen zu unterscheiden. Sie enthalten oft keine TATA-Box,
dafur aber CAAT- oder GC-Boxen. [KOOLMAN und ROHM, 2009] Es
wurde der experimentelle Beweis erbracht, dass im Kern angeordnete
panC Gene in Plasmiden von R. etli und R. leguminosarum fur die
Synthese von Pantothenat unerlasslich sind. Die Gegenwart von panCB
Genen in Plasmiden der Rhizobiales ist fur eine intragenomische
Ubertragung von Chromosom zu Plasmid nétig. [VILLASENOR et al.,
2009]

3.2.2 Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit

Es gibt Hinweise fir eine Bioverfugbarkeit von Pantothenséure in einer
Bandbreite von 40 bis 63%. Es scheint als wirde Pantothenséure nach
einer oralen Dosis schnell absorbiert werden, was wiederum zu einer
erhbhten Gewebskonzentration von Coenzym A und anderen
Pantothensauremetaboliten binnen sechs Stunden fihrt. Der Gehalt von
Coenzym A und Pantothensaure steigt signifikant in den Leukozyten und
im Urin innerhalb von sechs bis 24 Stunden nach oraler Zufuhr an. Bei
Mausen tritt die Absorption von PaA im Dinndarm auf und ist Na'-
abhangig sowie auch gesattigt. Die unterschiedliche Aufnahme von
Pantothensaure — in niedrigen, normalen oder hohen Dosen — hat keinen
signifikanten Einfluss auf die physiologische intestinale Aufnahme. Nach
Absorption von PaA in die Zellen, kann es zu CoA oder ACP, durch eine
Reihe von enzymatischen Reaktionen umgewandelt werden. Bei Tieren
scheint sich PaA in der Leber, den Muskeln und im Blut zu konzentrieren.
Tierversuche lassen darauf schlieen, dass Pantothensaure durch ein
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gesattigtes Transportsystem in das Gehirn und die
Ruckenmarksflissigkeit ein- und wieder austreten kann. [KELLY, 2011]

3.3 Die Aufnahme von Pantothensaure und ihre
Einflussfaktoren

3.3.1 Interaktion mit anderen Nahrstoffen

Die normale Mikroflora des Dickdarms synthetisiert nicht ausschlief3lich
signifikante Mengen an Pantothenséure, sondern auch andere Substrate,
wie Biotin und auch kurzkettige Fettsauren, unter anderem Acetate und
Butyrate. [SAID et al., 1998]

Der Darm ist also zwei unterschiedlichen Quellen von Pantothensaure
ausgesetzt: der diatetischen und der bakteriellen Quelle. In der Nahrung
existiert Pantothensaure hauptsachlich in Form von Coenzym A, welches
vor der Absorption im Darm zu freier Pantothensaure und
Phophorséaureestern hydrolysiert wird; ungespaltenes Coenzym A wird
nicht absorbiert. Danach folgt der Transport von freier Pantothensaure in
die absorbierenden Zellen Uber den SMVT (siehe unter 2.3.3 Die
hochaffine Biotin-Aufnahme und ihre Einflussfaktoren). Der Transport der
bakteriell synthetisierten Pantothensaure in den Dickdarm erfolgt ebenfalls
Uber den SMVT. Interaktionen zwischen Pantothensaure, Biotin und
Lipoat auf dem Level des Membrantransportes sind nicht spezifisch fur
den Darm, sondern finden in anderen zellularen Systemen statt. [SAID,
2004]

Die Substrate - wie Biotin - existieren auch als Anionen im
physiologischen pH-Wert des grof3en Darmlumens, und damit ist nichts
anderes zu erwarten, als dass sie mit der anionischen Biotin-Aufnahme
interagieren oder sie storen. Aus diesem Grund, und weil die

Pantothendure und die Fettsauren gezeigt haben, dass sie die Biotin-
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Aufnahme in anderen Systemen hemmen, wurde die Wirkung auf die
Biotin-Aufnahme durch die NCM460 Zellen untersucht. Die
Pantothensaure verursacht eine konzentrationsabhangige, kompetitive
Hemmung der Biotin-Aufnahme. Die Tatsache, dass Pantothensdure zu
einer deutlichen Zunahme der scheinbaren K, der Biotin-Aufnahme fihrt,
ohne die Vmax des Aufnahmeprozesses zu beeinflussen, bestatigt ferner
die Art der Wettbewerbssituation in der Hemmung. Es sei auch erwéahnt,
dass die Ky fur Pantothensdure in der Nahe der scheinbaren K. der
Biotin-Aufnahme durch diese Zellen liegt. Diese Erkenntnisse legen also
nahe, dass Pantothensdure und Biotin das gleiche Aufnahmesystem in
diesen Zellen nutzen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch vom Herzen,
der Plazenta und dem Dinndarm gemacht. Im Gegensatz dazu kann
Pantothensaure nicht den Transport von Biotin Uber die kapillaren
Endothelzellen des Gehirns beeinflussen. [SAID et al., 1998]

Ascorbinsaure scheint einen schonenden Effekt auf Pantothens&ure bei
Ratten zu haben. Der Zusatz von Ascorbinsdure zur Nahrung von Ratten
erlaubt dem Grof3teil der Tiere normal zu wachsen und verhindert
Mangelerscheinungen. Die Steigerung eines Pantothensédure-Mangels mit
Zusatz von Ascorbinsaure bei weiblichen Ratten fihrte bei den
Nachkommen zu einem signifikant hoheren Blut-, Leber- und
Gewebespiegel von Pantothensaure im Vergleich zu den Nachkommen
von weiblichen Ratten, die mit einer PaA-defizienten Nahrung ohne Zusatz
von Ascorbinsaure gefuttert wurden. Ascorbinsaure beugt auch einigen
histochemischen Unterschieden in den Nebennieren der Nachkommen
vor. [KELLY, 2011]

Es ist auch bekannt, dass Pantothensdure eine wichtige Rolle in den
mannlichen und weiblichen Fortpflanzungsorganen spielt. Ein Mangel an
Pantothensaure in der Ernahrung von weiblichen Ratten flhrte zu einer
abnormen Entwicklung der Eierstocke und der Gebarmutter und einige
Tiere zeigten auch Anomalien in ihrem Ovarienzyklus. Die durchgefuhrte
Studie zu dieser Frage hat deutlich gezeigt, dass ein Erndhrungsmangel
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die Pantothensaure betreffend Anomalien in der Hodenfunktion und der
Spermatogene bei Ratten hervorruft. Dartiber hinaus kann gesagt werden,
dass der Mangel an Pantothensdure vor allem durch den Ruckgang der
endogenen Produktion von Cholesterin in den Hoden und der
Nebennierenrinde vermittelt wird. [YAMAMOTO et al., 2009]

Aufgrund der weiten Verbreitung der Pantothensaure kommt durch die
Ernahrung verursachter Mangel beim Menschen, aul3er unter extremer
Mangelerscheinung, nicht vor. [ELMADFA et al., 1998]
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4. Niacin

4.1 Allgemeine Aspekte

Die Bezeichnung Niacin stellt fur chemische Strukturen der Pyridin-3-
Carbonsaure einen Sammelbegriff dar. Dazu z&hlen die biologisch aktiven
Coenzyme  Nicotinamid-adenin-dinucleotid-diphosphat (NADP) und
Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) sowie auch die Nicotinsdure und
deren Amid, das Nicotinamid. [PIETRZIK et al., 2008]

Das wasserl6sliche Vitamin Niacin (Nicotinsaure) dient als Vorlaufer far
die Synthese der Coenzyme NAD und NADP. NAD- und NADP-
gekoppelte Enzyme sind an einigen metabolischen Reaktionen beteiligt,
die den Redox-Zustand von Zellen aufrechterhalten, einschlie3lich des
Pentose-Phosphat-Zyklus und der Glykolyse. [SAID et al., 2007]

In pharmakologischen Dosen verringert Niacin im Plasma die
Konzentration von  Triglyceriden, Cholesterin und atherogenen
Apolipoproteinen B (ApoB)-Lipoproteinen und erhoht die Konzentration
von antiatherogenen ApoA-I-enthaltenden Lipoproteinen, welche eine
atherosklerotische kardiovaskulare Erkrankung verhindern konnen.
[NABOKINA et al., 2005]

Nicotinsaure wird auch klinisch eingesetzt, da es - wie bereits erwahnt -
eine Lipid-regulierende Wirkung aufzeigt. [SAID et al., 2007]

In Form der Coenzyme NAD und NADP ist Nicotinamid bevorzugt im
tierischen Organismus zu finden. In pflanzlichen Geweben, wie unter
anderem in Getreide und Kaffeebohnen, kommt vorrangig Nicotinsdure, in
geringeren Mengen und hauptséchlich kovalent an Makromolekile
gebunden vor. Diese Form wird als Niacytin bezeichnet, welche eine nicht
verwertbare Form fur den Menschen darstellt. [DGNP, 2012]

Zusétzlich zu dem praformierten Vitamin, ist in vivo eine wichtige Vorstufe

die Aminoséaure L-Tryptophan, die dem Nahrungsprotein entnommen wird.
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Da die gesamte menschliche Niacin-Versorgung und somit auch der
Niacin-Status von der didtetischen Tryptophan-Versorgung abhangt, sowie
auch von der Menge préaformierten diatetischen Niacins und dessen
Bioverfugbarkeit, wurde es zur gangigen Praxis, die Niacin-Aufnahme als
,Niacin-Aquivalente* darzustellen, einer Kombination aus praformierten
Milligramm Niacin und diatetischen Milligramm Niacin durch die
Umwandlung aus Tryptophan innerhalb des Korpers. [CABALLERO et al.,
2005]

Ein Mangel an Nicotinsaure tritt beim Menschen selten auf, aber wenn
doch, fuihrt er zu Pellagra, einer Krankheit, die durch Entziindung der
Schleimhaute, Hautverdnderungen und Durchfall gekennzeichnet ist.
Nicotinsaure-Mangel und suboptimale Konzentrationen wurden bei
Patienten, die an der Hartnup-Krankheit leiden, und bei Alkoholikern
festgestellt. Patienten mit der Hartnup-Krankheit weisen Mutationen in
dem Gen auf, welches die Membran-Transporter der Aminosaure
Tryptophan, die eine endogene Vorstufe der Nicotinsaure darstellt, kodiert.
[SAID et al., 2007]

4.2 Biosynthese von Nicotinsaure/NAD und ihre
Einflussfaktoren

NAD kann im menschlichen Korper auf drei verschiedenen Wegen
hergestellt  werden. Die fur die NAD-Synthese  wichtigen
Ausgangsprodukte sind das Nicotinamid, die Nicotinsdure und auch die
essentielle Aminosaure Tryptophan. Allerdings nur in der Niere und der
Leber spielt diese NAD-Synthese aus L-Tryptophan eine Rolle. Hierbei
sind durchschnittlich 60 mg L-Tryptophan einem Milligramm Nicotinamid
aquivalent. Der Bedarf an Niacin wird somit in Niacindquivalenten
angegeben (1 Niacinaquivalent (NA) = 1 mg Niacin = 60 mg L-
Tryptophan). Bei Tryptophan-armer Erndhrung gilt dieses Verhaltnis
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allerdings  nicht, da die Proteinbiosynthese bei niedriger
L-Tryptophanzufuhr limitiert ist und, bis ein Uberschuss tiber den Bedarf
zur Proteinsynthese die NAD-Synthese ermoglicht,
L-Tryptophan ausschliel3lich fur die Proteinsynthese verwendet wird.
Folgernd ist darauf zu achten, dass ausreichend Tryptophan zugefuhrt
wird. Wesentlich ist au3erdem, dass auch Riboflavin, Pyridoxin und Folat
in ausreichenden Mengen zugefiuhrt werden, da auch diese Vitamine eine
Beteiligung am Tryptophanstoffwechsel aufweisen. Weitere
Einflussfaktoren der Niacin-Synthese aus L-Tryptophan stellen die
Quantitat und Qualitat des Proteinkonsums und das Fettsduremuster dar.
Bei erhohter Proteinzufuhr (> 30 %) sinkt die Konversionsrate von
Tryptophan zu NAD, wahrend bei erhohter Zufuhr ungesattigter
Fettsauren die Umsetzung zunimmt. Vor allem ein Uberschuss der
Aminosaure Leucin l6st Storungen im Niacin- beziehungsweise im
Tryptophanstoffwechsel aus, da einerseits die Aktivitdt der Chinolinséaure-
Phosphoribosyl-Transferase und in Folge auch die NAD-Synthese und
andererseits die zellulare Aufnahme von Tryptophan gehemmt werden.
Somit kann gesagt werden, dass die endogene Synthese von Niacin aus
L-Tryptophan in Abhéangigkeit von der Qualitat der Nahrung schwankt. Bei
einer durchschnittliche Umsetzung von 60 mg Tryptophan zu 1 mg NA
liegt die Schwankungsbreite zwischen 34 und 86 mg Tryptophan.
Demzufolge ist es nicht mdglich, genaue Angaben lber die Eigensynthese
von Niacin aus Tryptophan zu machen. [DGNP, 2012]

Menschen beziehen Nicotinsdure aus zwei unterschiedlichen Quellen:
einer exogenen Quelle, bei der das Vitamin aus der Nahrung Uber
intestinale Absorption bezogen wird, und einer endogenen Quelle, wobei
das Vitamin (sofern die exogene Zufuhr des Vitamins niedrig ist) tber die
metabolische Umwandlung von Tryptophan erhalten wird. Nicotinsaure
wird durch Zirkulation in verschiedenen Koérpergeweben verteilt, wobei das
Vitamin im Plasma mit einer Konzentration von 0,1 — 1 uM vorliegt. [SAID
et al., 2007]
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4.3 Mechanismen zur Absorption von Nicotinsaure

Nach der Aufspaltung der Coenzyme im Magen, wird Nicotinamid bereits
im oberen Dunndarm zum grof3ten Teil nach bakterieller Hydrolyse in
Form von freier Nicotinsdure fast vollstindig absorbiert. Einem
dosisabhangigen dualen Transportmechanismus nach, folgt die intestinale
Aufnahme in die Mucosazellen. [DGNP, 2012]

Durch passive Diffusion werden hohere Dosen (3 — 4 mg) an Niacin
absorbiert, und die Absorption von niedrigeren Niacindosen erfolgt durch
einen Natrium-abhéngigen, Carrier-vermittelten Transport. Im oberen
Dunndarm erfolgt ebenfalls die rasche und nahezu vollstandige Absorption
von Nicotinsdure durch den gleichen Mechanismus. Die gleichzeitige
Nahrungsaufnahme bt auf die Resorption von Nicotinsdure und
Nicotinamid keinen Einfluss aus. [PIETRZIK et al., 2008]

Chemisch betrachtet ist Nicotinsaure eine Monocarbonséure mit einem
pKa-Wert von 4,9. Der Transport von Monocarbonsduren (z.B. Laktat,
Pyruvat und die Ketonkdrper Acetoacatat und (B-Hydroxy-Butyrat) wird in
Zellen von Saugetieren durch die Familie der Monocarboxylat-Transporter
(MCT) vermittelt. MCT’s sind Carrier mit niedriger Affinitdt und zeigen eine
scheinbare K, im millimolaren Bereich. Fruhere Studien haben tber eine
Hemmung der Niacin-Aufnahme durch Monocarbonsauren berichtet, was
die Einbeziehung der MCT-Systeme in der Niacin-Aufnahme mdglich
macht.
Um diese Fragestellung zu klaren, wurden in einer Studie humane
Darmepithelzellen, Caco-2-Zellen verwendet, sowie auch gereinigte
Burstensaummembranvesikel (BBMVs) aus dem Jejunum von
Organspendern isoliert. Die Ergebnisse bezugnehmend auf die Niacin-
Aufnahme von Caco-2 Zellen zeigen, dass sie:

1. Temperatur- und Energie-abhangig verlauft;

2. Na'-unabhangig und in hohem MafRe von extrazellularen saurem

pH ist;
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3. séttigbar als Funktion der Konzentration, mit einer scheinbaren K,
von 0,53 £ 0,08 uM ablauft;
4. durch die Membran-impermeablen  Sulfhydrylgruppen von
Reagenzien stark gehemmt wird und
5. hochspezifisch fur Niacin ist und nicht die Monocarbonsauren
betrifft.
Es wurde auch beobachtet, dass durch eine deutliche trans-Stimulation
von [*H]Niacin aus vorgeladenen Caco-2-Zellen, unmarkiertes Niacin in
den Inkubationspuffer lauft. Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung
eines spezialisierten, pH-abhangigen, Carrier-vermittelten Mechanismus
fur die intestinale Niacin-Aufnahme hin. Dieser Ansatz wurde in Studien
mit nativen, humanen, intestinalen BBMVs bestéatigt. Weiters wurde eine
mogliche Regulierung der Niacin-Aufnahme durch Caco-2-Zellen uber
spezifische intrazellulare Regulationsmechanismen untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass die PKA-, PKC- und CA?‘/Calmodulin-
vermittelten Regulationsmechanismen keine Rolle bei der Regulierung der
Niacin-Aufnahme spielen, im Gegensatz dazu aber eine Funktion fur einen
Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)-vermittelten Signalweg offensichtlich ist.
Das Niacin Aufnahme-System in den Caco-2-Zellen scheint
hochspezifisch zu sein. Diese Schlussfolgerung basiert auf der
Beobachtung, dass mit Ausnahme von unmarkiertem Niacin, die
strukurellen Analoga nicht auf die Wirkung der Substrataufnahme getestet
wurden (dazu z&hlen: Isonicotinsaure, Nicotinursaure, Niacinamid,
Nicotinylalkohol und Iso-nicotinsaurehydrazid). Auch die verwandte
Verbindung 5-Methyl-1H-pyrazol-3-Carbonsaure, die eine hohe Affinitat fur
Liganden des Niacin-Rezeptors HM74A zeigt, beeinflusst nicht die Niacin-
Aufnahme von Caco-2-Zellen. Dies deutet darauf hin, dass der Aufnahme-
Prozess der Caco-2-Zellen nichts mit diesem Rezeptor zu tun hat.
[NABOKINA et al., 2005]
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4.4 Charakterisierung des Natrium-gekoppelten
Monocarboxylat-Transporters SLC5A8

Wie bereits beschrieben, wurde festgestellt, dass MCT1, eines der
Mitglieder  der  Monocarboxylat-Transporter ~ Genfamilie  SLC16,
Nikotinsaure transportieren kann. Dieser Mechanismus ist zumindest
teilweise verantwortlich fur die intestinale Absorption von Nicotinséure.
Der Transport von Nicotinsaure durch MCT1 beinhaltet einen
elektroneutralen Co-Transport von Nicotinat und H* (Stochiometrie von
H*/Nicotinat, 1:1). Bilitranslokase, ein Membranprotein, das fur die
Extraktion von konjugiertem Bilirubin aus dem Blut in Hepatozyten
zustandig ist, hat gezeigt, dass der Transport von Nicotinat Uber einen
elektrisch aktiven Mechanismus erfolgt, allerdings gibt es keinen
Co-Transport von anderen lonen in diesem Prozess. Da jedoch die
Expression von Bilitranslokase auf die Leber und den Magen beschrénkt
ist, wahrend sich die Expression des MCT ubiquitar zeigt, wird
angenommen, dass dieser der primare Transporter fir die Aufnahme von
Nicotinat in den meisten Arten von Zellen ist. Aber MCT1 und
Bilitranslokase sind nicht die einzigen Transporter, die fur die Aufnahme
von Nicotinat in Zellen von S&ugetieren zustandig sind. Es wird ein
Mitglied der Na'/Glucose-Co-Transporter Genfamilie beschrieben,
welches kurzkettige Fettsauren, Lactat und Pyruvat nach einer Na'-
gekoppelten und elektrogenetischen Methode transportiert. Dieser
Transporter, bekannt als SMCT (Natrium-gekoppelter Monocarboxylat-
Transporter), wird im Dickdarm und in der Niere exprimiert und fungiert
dort als Anionenaustauscher fur lodid. [GOPAL et al., 2005]

Auch wenn es keine strukturelle Ahnlichkeit zwischen MCT1 und SMCT
gibt, und der Transportmechanismus sich in Bezug auf die lonen-
Kopplung und Elektrogenitat unterscheidet, zeigen beide Transporter eine
ahnliche Substratspezifitat. [CUlI und MORRIS, 2009]

SMCT ist ein Na'-gekoppelter Transporter und wird in der Niere
exprimiert. Deshalb ist SMCT ein potentieller Kandidat fiir den Na’-
gekoppelten Transport von Nicotinat, welcher in den renalen
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Burstensaummembranvesikeln beobachtet wurde. In einer Studie wurde
anhand zweier unterschiedlicher Systeme die heterologe Expression von
aus der Maus stammenden SMCT (slc5a8) gezeigt, welche in der Tat zur
Vermittlung von Na’-gekoppelten und elektrogenen Transport von
Nicotinat fahig ist. [GOPAL et al., 2005]

4.5 Funktionale Merkmale des SMCT-vermittelten
Nicotinsdure-Transportes

Zu den funktionalen Merkmalen des SMCT-vermittelten Nicotinséaure-
Transportes gehoren folgende:

a. Der Transportprozess ist zwingend abh&ngig von der Gegenwart
von Na”,

b. Der Transporter erkennt die anionische Form von Nicotinsdure
(Nicotinat) als Substrat, da diese unter den experimentellen
Bedingungen der Studie vorwiegend verwendet wurde.

c. Lactat, Pyruvat und kurzkettige Fettsduren, die Substrate die flr
SMCT bekannt sind, konkurrieren mit Nicotinat um den
Transportprozess.

d. Der Transportprozess ist elektrogen mit einer Stochiometrie
Na*/Nicotinat von 2:1.

e. K fur die Interaktion des Transporters mit Nicotinat betragt 200 —
300 pM, in Abhéangigkeit von dem experimentellen Verfahren zur
Bestimmung der kinetischen Konstante.

Wenn die Fahigkeit von SMCT verschiedene strukturelle Analoga von

Nicotinsaure zu transportieren, analysiert wird, ist ein Muster

erkennbar. Das Substrat fir den Transporter muss in der anionischen

Form vorliegen, da das Unvermdgen des Transporters, Nicotinamid

und Methylnicotinat als Substrat zu erkennen, offensichtlich ist. Die

Position der Carboxylatgruppe in Bezug auf das Stickstoffatom des

Pyridinringes scheint fur die Erkennung durch den Transporter wichtig
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zu sein. Nicotinat, in der die Carboxylatgruppe und das Stickstoffatom
durch ein Kohlenstoffatom getrennt sind, ist das beste Substrat. Wenn
die Carboxylat-Gruppe zu dem Stickstoffatom benachbart ist, wie in
2-Picolinat, nimmt die Effizienz des Transportes zu. Liegt die
Carboxylgruppe weiter vom Stickstoffatom entfernt, wie in Isonicotinat,
nimmt die Effizienz des Transportes allerdings ab. Die Anwesenheit
von mehr als einer anionischen Gruppe im Molekil, beeintrachtigt in
erheblichem Mal3e die Fahigkeit des Transporters, die Verbindung als
ein Substrat zu erkennen. [GOPAL et al., 2005]

4.6 Reabsorption von Nicotinat

SMCT wird hauptsachlich in der Niere, dem Dickdarm und der
Schilddriise exprimiert. In der Niere ist der Transporter fir die
Reabsorption von Lactat, Pyruvat und auch Nicotinat verantwortlich.
[CUI und MORRIS, 2009] Anhand der Ergebnisse, dass SMCT nicht
nur Lactat, sondern auch Nicotinat als seine Substrate erkennt, ist es
sehr wahrscheinlich, dass die renale Reabsorption von Nicotinat und
Lactat durch den einzigen Transporter, ndmlich SMCT, vermittelt wird.
Allerdings gibt es einige Unterschiede in Bezug auf den
Transportmechanismus fir den SMCT-vermittelten Nicotinat/Lactat-
Transport und fur den Nicotinat/Lactat-Transport in den renalen
Burstensaummembranvesikeln. Mehrere Studien haben
nachgewiesen, dass SMCT als elektrogener Transporter fungiert,
unabhangig davon, ob das Substrat Lactat oder Nicotinat vorliegt. Es
wurde festgestellt, dass die renale Reabsorption von Nicotinat und
Lactat durch den gleichen Transporter, namlich SMCT, durch den
transmembranen elektrochemischen Gradienten fir Na® aktiv ist.
[GOPAL et al., 2005]
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4.7 Natrium-gekoppelter Monocarboxylat-

Transporter (SMCT) versus Monocarboxylat-
Transporter 1 (MCT1)

Da SMCT im Gewebe von Saugetieren ubiquitar exprimiert ist, kann
man darauf schlie3en, dass dieser Transporter nicht fiir den Transport
von Nicotinsdure in jede Zelle zustandig ist. Der MCT1 kann
Nicotinsaure transportieren und wird auch ubiquitar exprimiert. Deshalb
kann angenommen werden, dass MCT1 eine bedeutende Rolle bei
dem Transport von Nicotinsaure in den meisten Saugetierzellen spielt.
Der Transport der Nicotinsaure, basierend auf den bekannten
energetischen Aspekten, ist wahrscheinlich nicht effizient genug.
MCT1 vermittelt die zellulare Aufnahme von Nicotinat durch einen H*-
gekoppelten Mechanismus mit einer H*/Nicotinat Stochiometrie von
1:1. Dieses Kopplungsverhaltnis macht den Transportprozess
elektroneutral. Da es keinen signifikanten, transmembranen
H*-Gradienten entlang der Plasmamembran in den meisten Zellen des
Korpers gibt, kann die Aufnahme von Nicotinat tber MCT1 nicht aktiv
sein. Im Gegensatz dazu vermittelt SMCT den Transport von Nicotinat
durch einen Na'-gekoppelten, elektrogenen Mechanismus. Das
Na*/Nicotinat Kopplungsverhaltnis von 2:1 und die elektrogene Natur
machen den Transportprozess hochaktiv. Dies macht den Transporter
SMCT zu einem geeigneten Transporter von Nicotinsdure bei der
Reabsorption in der Niere. SMCT ist der einzige Transporter in der
Niere, der fir die Reabsorption von Nicotinsdure entlang der
BuUrstensaummembran fungiert, da es keinen Beweis fir die
Expression von MCT1 in dieser Membran gibt. Der hochaktive,
Energie-gekoppelte Transportprozess, welcher durch SMCT vermittelt
wird, ist von wesentlicher Bedeutung fir eine effiziente Rickgewinnung
von Nicotinsaure aus dem glomerularem Filtrat, da sehr geringe
Mengen dieses Vitamins zirkulieren (0,1 — 3 pM). Die Situation im
Intestinaltrakt siehnt jedoch anders aus. MCT1 st in der

Burstensaummembran des Dinndarms und des Dickdarms exprimiert.
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Es ist klar, dass MCT1 eine Rolle bei der Absorption von Nicotinsaure
im Dunndarm spielt. Darlber hinaus gibt es einen signifikanten
transmembranen H*-Gradienten entlang der intestinalen
Burstensaummembran. Aufgrund des sauren mikroklimatischen pH-
Wertes liegt dieser auf der luminalen Seite der Schleimhautzellen. Aus
diesem Grund kann MCT1 einen erheblichen Teil zur intestinalen
Absorption von Niacin beitragen. Da SMCT auch im Darm exprimiert
ist, steht fest, dass sowohl SMCT als auch MCT1 an der aktiven
intestinalen Absorption von diatetischer Nicotinsaure beteiligt sind.
[GOPAL et al., 2005]
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5. Thiamin

5.1 Allgemeine Aspekte

Thiamin z&hlt auch zu den wasserldslichen Vitaminen, und seine Struktur
besteht aus einem Pyrimidin- und einem Thiazolring, welche durch eine
Methylenbriicke verbunden sind. In ihren metabolisch aktiven Formen wird
die Hydroxylgruppe der Thiazoleinheit durch ein, zwei oder drei
Phosphatgruppen ersetzt und zu drei phosphorylierten Coenzymen
umgewandelt. [CABALLERO et al., 2005]

Vitamin B; ist an einer Vielzahl metabolischer Reaktionen beteiligt und
somit notwendig fir normale Funktionen, Wachstum und Entwicklung aller
Saugetierzellen. [NABOKINA et al., 2005]

Thiamin fungiert als Coenzym TDP im Stoffwechsel von Kohlenhydraten
und verzweigtkettigen Aminosauren (a-Keto-lsocapronsaure, a-Keto-[3-
Methylvaleriansaure und a-Keto-lIsovalerianséuren). In Verbindung mit
Mg* lonen ist TDP wichtig (1) in verschiedenen Dehydrogenase-
Komplexen fur die Oxidation von a-Ketosauren (Pyruvat, a-Ketoglutarat
und die verzweigtkettigen a-Ketosduren) und (2) zur Bildung eines o-
Ketols zwischen der Hexose und dem Pentose-Phosphat das durch die
Transketolase (EC 2.2.1.1) katalysiert wird. Somit hat ein Mangel an
Thiamin schwerwiegende Folgen fir die Energieerzeugung und fur
Aminosaure-Verbindungen, welche eine  wichtige Rolle im
Fettstoffwechsel, der Zellproliferation und neuraler Aktivitat spielen.

Ein gut versorgter menschlicher Korper eines Erwachsenen enthélt etwa
30 mg Thiamin: etwa 80-90 % in Form von Thiamin-Diphosphat (TDP),
10 % als Thiamin-Triphosphat (TTP) und eine kleine Menge an Thiamin-
Monophosphat (TMP) sowie Thiamin. Wie fur die meisten wasserl6slichen
Vitamine gibt es keinen definierbaren Speicher im Koérper; die einzigen
Reserven sind Thiamin-Coenzyme, die in den meisten Zellen in
Kombination mit Enzymen, welche Thiamin-abhéngig sind, bestehen. Der
Umsatz von Thiamin verlauft sehr rasch und das Fehlen von Speicher
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macht eine kontinuierliche Versorgung mit dem Vitamin erforderlich. Somit
kann der Thiamin-Status ziemlich schnell durch die Aufnahme
betreffenden Faktoren (z.B. Erbrechen oder Alkoholmissbrauch), und die
Ubermafige Ausscheidung betreffend (z.B. induziert durch Diuretika),
beeintrachtigt werden. [CABALLERO et al., 2005]

5.2 Charakterisierung der intestinalen Absorption
und des Transportes von Thiamin

Menschen und andere S&augetiere konnen Thiamin nicht selbst
synthetisieren, sondern gewinnen dies aus exogenen Quellen Uber
intestinale Absorption. Der Mensch nutzt zwei Quellen an Thiamin: eine
diatetische Quelle und eine bakterielle, bei der das Vitamin durch die
Mikroflora des Dickdarms synthetisiert wird. Diatetisches Thiamin besteht
Uberwiegend in Form von Thiamin-Pyrophosphat, welches im intestinalen
Lumen durch intestinale Phosphatase zu freiem Thiamin hydrolysiert wird.
[SAID, 2004]

Der Darm spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung
und Regulierung der normalen Thiamin-Homoostase des Korpers. [SAID
et al., 2004]

Die Absorption von Thiamin erfolgt im Zwélffingerdarm und im proximalen
Jejunum durch einen dualen Mechanismus, der Uberwiegend sattigbar bei
niedrigen, physiologischen Konzentrationen des Vitamins (< 2,5 pumol/l) ist
und weitgehend nicht séttigbar (diffus) bei hheren Konzentrationen. Eine
signifikante Menge des Thiamins, die den Enterozyten entnommen wird,
phosphoryliert hauptsachlich zu TDP, wodurch es zu einem Einschlie3en
des transportierten Thiamins innerhalb der absorbierenden Zelle kommt.
Intrazellulares TDP wird von mikrosomalen Phosphatasen vor dem Austritt
zu freiem Thiamin phosphoryliert. Said et al. untersuchten 2004 die

Aufnahme von radioaktiven [*H]Thiamin anhand einer Zellkultur, die
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konfluente Monolayer der humanen intestinalen Caco-2 Epithelzellen
umfasste. Es wurde festgestellt, dass die Thiamin-Aufnahme
1. abhangig von Temperatur und Stoffwechsel-Energie,
pH-abhangig,
Na’-unabhangig,
gesattigt als eine Funktion der Konzentration und

a > 0N

durch strukturelle Analoga von Thiamin kompetitiv gehemmt ist.

Die Sattigbarkeit und kompetitive Hemmung deuten auf einen Carrier-
vermittelten Transportprozess hin. Die Hemmung des Ca?‘/Calmodulin-
second-messenger-Systems resultiert in einer signifikanten Hemmung der
Thiamin-Aufnahme, inklusive der Regulation der Thiamin-Absorption. Die
Wirkung eines solchen Inhibitors, wie Trifluoperazin, verringert zwar die
Vmax hicht, aber die K, des Thiamin-Aufnahmeprozesses. Dies deutet
darauf hin, dass die hemmende Wirkung von Trifluorperazin tber eine
Down-Regulation des Thiamin-Carriers an der Burstensaummembran
vermittelt wird, die keine Auswirkung auf die Carrier-Affinitdt hat. [BALL,
2006]

Der Austritt von Thiamin aus den Enterozyten wurde unter Verwendung
von jejunalen BLMVs, die von Organspendern isoliert wurden, untersucht,
und es scheint ein spezialisierter, pH-abhangiger, elektroneutraler und
Carrier-vermittelter Mechanismus involviert zu sein. Uber &hnliche
Ergebnisse wurde fur den Thiamin-Transport durch BLMV des
Rattendinndarms berichtet, mit der Ausnahme, dass in der Studie an
Ratten, die Thiamin-Aufnahme Na'-K*-ATPase-abhangig verlief, wahrend
in Humanstudien keine derartige Abhangigkeit gefunden wurde. [SAID,
2004]
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5.3 Molekulare Identitat der Thiamin-Transporter
hTHTR-1 und hTHTR-2

Einen Einblick in die molekulare Identitat des Transportmechanismus von
Thiamin im menschlichen Darm erhielt man nach der Klonierung der
Thiamin-Transporter hTHTR-1 und hTHTR-2 aus einer Reihe von
humanen Geweben. [SAID et al., 2004]

Zwei Proteine aus der Carrier-Genfamilie SLC19A wurden als humane
Thiamin-Transporter (hTHTR), SLC19A2 (hTHTR-1) und SLC19A3
(hTHTR-2) identifiziert. Beide Transporter sind co-exprimiert, aber in
unterschiedlichen polarisierten Zelltypen, welche den vektionellen
Thiamin-Transport vermitteln (z.B. Nieren und Darmepithelzellen). Es ist
wichtig die Struktur der Domanen dieser Proteine zu verstehen, namlich
diese Regionen innerhalb der Polypeptidsequenz, die fir den
physiologischen Transport an die Zelloberflache wichtig sind, um die
Auswirkungen von Kklinisch relevanten Mutationen im Thiamin-Transport
nachzuvollziehen. [SUBRAMANIAN et al., 2006]

Die Membran-Domanen, an der diese beiden Proteine in den polarisierten
intestinalen  Epithelzellen exprimiert werden, unterscheiden sich
voneinander. Obwohl es scheint, dass das THTR-1 Protein sowohl an der
apikalen als auch an der basolateralen Membran-Domane der
polarisierten Enterozyten exprimiert wird, scheint im Gegensatz dazu die
Expression des THTR-2 Proteins auf der apikalen Membran-Doméane
begrenzt zu sein. [NABOKINA et al., 2005]

Die cDNA des hTHTR-1 kodiert ein Protein von 497 Aminosauren, die 12
mutmalliche Transmembran-Domanen aufweist, sowie einen Anteil von ~
40 % der Identitat mit dem humanen reduzierten Fotal-Carrier (hRFC). Es
wurden jedoch keine funktionellen Uberschneidungen zwischen diesen
Transportern gefunden, das heif3t, hTHTR-1 transportiert kein Folat und
hRFC transportiert kein Thiamin. hTHTR-1 wird in verschiedenen

Geweben des menschlichen  Gastrointestinaltraktes  exprimiert,
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einschliel’lich des Dunn- und Dickdarmes, sowie in den vom Menschen
stammenden intestinalen Epithelzellen, Caco-2. [SAID et al., 2004]

Es wurde festgestellt, dass SLC19A2 in allen gastrointestinalen Geweben
in folgender Reihenfolge exprimiert wird: Leber - Magen — Duodenum
- Jejunum - Cecum - Rectum - lleum. Die Expression von SLC19A1
wurde auch auf Proteinebene im nativen menschlichen Darm
nachgewiesen. Mit dem Ansatz, dass die siDNA die einzelnen Thiamin-
Transporter-Gene (SLC19A2 und SLC19A3) ausschaltet, haben Studien
mit Caco-2-Zellen gezeigt, dass beide Transporter eine Rolle bei der
normalen, intestinalen Thiamin-Absorption spielen. [SAID, 2004]

5.4 Transkriptionale Regulierung der Thiamin-
Absorption

Die Regulierung des Thiamin-Aufnahmeprozesses im Dinndarm wurde
ebenfalls untersucht unter Verwendung von Caco-2-Zellen als in vitro
Modellsysteme fur die absorptiven Enterozyten. Diese Zellen besitzen
einen Thiamin-Aufnahmemechanismus, der ahnlich dem im nativen
humanen Darm ist, das heil3t spezifisch, pH-abh&ngig, Amilorid-sensitiv
und Carrier-vermittelt. Unter Verwendung dieser Zellen, deutet einiges
darauf hin, dass der Thiamin-Aufnahmeprozess unter der Regulation
eines intrazellularen Ca*/CaM-vermittelten Signalweges ablauft. In einer
anderen Studie mit intestinalen Mucosaschleimhaut-Biopsien wurde eine
Hochregulation in der Thiamin-Aufnahme verglichen mit der Kontrollprobe
gefunden, was darauf hindeutet, das eine mdgliche adaptive Regelung
des intestinalen Thiamin-Aufnahmeprozesses durch die Substratebene
stattfindet. [SAID, 2004]
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In dem Versuch, die Regulation der Expression des humanen SLC19A2
Thiamin-Transporters darzustellen, haben Studien Uber die Klonierung
und funktionelle Charakterisierung der 5 -regulatorischen Region
berichtet, wobei die minimale Promotorregion, die fur die basale Aktivitat
erforderlich ist, identifiziert wurde. In dieser Studie wurde in vitro der
minimale Promotor SLC19A2 charakterisiert - unter Verwendung der
Caco-2 Zellen - durch die Untersuchung der vermeintlichen cis-Elemente
in ihrer regulatorischen Funktion der Promotor-Aktivitat. Dartber hinaus
wurde die Aktivitat des SLC19A2-Promotors in vivo unter der Verwendung
von transgenen Mausen bestéatigt und das Muster der Expression des
SLC19A2 Promotor-Luciferase-Transgens etabliert. Die in vitro
Ergebnisse haben die Aktivitdt des SLC19A2-Promotors bestatigt, die in
den HepG2-Zellen der Leber signifikant héher ist als in den intestinalen
epithelialen Caco-2-Zellen. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die
Aktivitditen des SLC19A2 Minimal-Promotors in Caco-2- und HepG2-
Zellen variieren, und dass diese Aktivitdt gut mit dem endogenen RNA-
Level korreliert. Es wird auch gezeigt, dass die cis-Elemente von GKLF,
NF-1 und SP-1 zur Promotoraktivitdt in den intestinalen Epithelzellen
beitragen, mit SP-1 speziell die Promotoraktivitdt, und dass die
Transkriptionsfaktoren auch bei der Bildung von spezifischen
DNA/Protein-Komplexen mit dem SLC19A2 Minimalpromotor beteiligt
sind. Die Schlussfolgerung ist, dass menschliche Gewebe die Expression
von SLC19A2 durch die Promotor- und cis-regulatorischen Elemente
differentiell regulieren und die Faktoren GKLF, NF-1 und/oder SP-1 eine
Rolle bei der Regulation spielen. [REIDLING et al., 2003]

Eine Studie von Nabokina et al., 2005 zeigte erstmals, dass die
Differenzierung von intestinalen Epithelzellen mit einer Up-Regulation im
Thiamin-Aufnahme-Prozess assoziiert ist, und dass diese Hochregulation,
die Uber einen transkriptionellen, regulatorischen Mechanismus vermittelt
wird, die SLC19A2 und SLC19A4 Gene involviert. Weiters wurde
demonstriert, dass der intestinale Thiamin-Aufnahmeprozess durch einen
Thiamin-Mangel reguliert wird, sowie auch durch die Ontogenese, und
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dass diese regulatorischen Ereignisse transkriptionale regulatorische
Mechanismen miteinbeziehen. Die Darmepithelzellen unterziehen sich der
Differenzierung, wahrend sie sich entlang der Krypten/Zotten-Achse
bewegen. Diese Differenzierung wird mit der Up- und Down-Regulation
der Expression von einer Vielzahl von Genen, einschliel3lich derjenigen,
die an der Nahrstoffabsorption beteiligt sind, assoziiert. Zum Beispiel wird
die Differenzierung der intestinalen Epithelzellen assoziiert mit der
Hochregulation auf Ebene der Expression der Gene in der Aufnahme von
Ascorbinsaure und Eisen, wahrend eine Abnahme im Niveau der
Expression der Gene in die Glutamin-Aufnahme involviert ist. Um die
Frage nach der Regulation der intestinalen Thiaminaufnahme wahrend der
Differenzierung zu klaren, wurden zwei Modelle verwendet: die humanen
intestinalen epithelialen Caco-2-Zellen und der Maus-Darm. Die Maus
stellt ein hervorragendes Tiermodell dar, um die physiologische Relevanz
der in vitro Beobachtung in Bezug auf die Thiamin-Aufnahme im Darm zu
etablieren, da es die Orthologie der hTHTR-1 und hTHTR-2 ausdrickt,
das heif3t, die SLC19A und SLC19A3 Gene werden exprimiert. Auch gut
charakterisiert sind transgene Linien von Mausen, die funktionale, humane
SLC19A2 und SLC19A3 Promotoren transportieren und als gutes Modell
dienen um den Effekt der Differenzierung von intestinalen Epithelzellen
auf die Promotoraktivitat in vivo zu untersuchen. Die Ergebnisse der
Untersuchungen zeigten, dass die Differenzierung von Epithelzellen mit
einer Hochregulation der intestinalen Carrier-vermittelten Thiamin-
Aufnahme assoziiert ist. Es wurde festgestellt, dass diese Hochregulation
der Thiamin-Aufname (zumindest teilweise) Uber transkriptionelle
Regulationsmechanismen vermittelt wird, in welche die Induktion der
Aktivitaten beider humanen SLC19A2 und SLC19A3 involviert sind.
[NABOKINA et al., 2005]
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5.5 Thiamin-Absorption: Einfluss von Ethylalkohol
und Chronischer Nierenerkrankung sowie deren
Auswirkungen

Ein zweiter passiver Absorptionsprozess findet nach der Zufuhr von
Thiamin > 5 mg statt, allerdings ist das Maximum einer oralen Dosis, die
so absorbiert werden kann, auf 2 — 5 mg festgesetzt. Der aktive
Absorptionsprozess wird durch Ethylalkohol beeintrachtigt. So wurden
zum Beispiel 55 % einer oralen Dosis von 5 mg gekennzeichnetem
Thiamin Gber 72 Stunden bei gesunden Erwachsenen gewonnen, was
allerdings um 25 — 40 % reduziert wird bei der Gabe von 1,5 — 2 g
Alkohol/kg. Bei Menschen mit einer Fettleber, die auf Alkoholmissbrauch
zuruckzufihren ist, ist die Thiamin-Absorption um 60 % reduziert.
Allerdings ist weder die passive Absorption von Thiamin durch Alkohol
beeintrachtigt, noch ist der Eintritt von Thiamin in die Leber oder der
Thiamin-Stoffwechsel in den Geweben gestort. Die Absorption von
Thiamin kann durch gastrointestinale Stérungen, wie Erbrechen und
Durchfall, Colitis ulcerosa und Neoplasien, sowie bei Patienten mit
Lebererkrankungen und Achlorhydrie reduziert werden. [CABALLERO et
al., 2005]

Chronische Nierenerkrankung (CKD) ist assoziiert mit signifikanten,
kardiovaskularen, neurologischen und metabolischen Komplikationen.
Thiamin und Folsdure sind wichtig fur Wachstum, Entwicklung und
normale zellulare Funktionen, und ihre Aufnahme wird durch ein
reguliertes Transportsystem vermittelt. Wahrend die Plasmaspiegel von
Folsdure und Thiamin in der Regel bei CKD im Normbereich liegen,
zeigen sich jedoch haufig Erscheinungen, die einem Vitaminmangel
ahnlich sind. Studien haben Uber eine verminderte intestinale Absorption
von mehreren B-Vitaminen bei experimenteller CKD berichtet. Chronische
Nierenerkrankung ergibt sich aus der gekennzeichneten Down-Regulation
der Expression von Thiamin- und Folsdure-Transporters in Darm, Herz,

Leber und Gehirn. Diese Ereignisse koénnen zu einer reduzierten
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intestinalen Absorption und beeintrachtigter zellularer Hombostase dieser
essentiellen Mikronahrstoffe, trotz ihres normalen Plasmaspiegels, fihren.
Thiamin dient als Cofaktor fur mehrere Enzyme in entscheidenden
metabolischen Reaktionen, die im Energiestoffwechsel aktiv sind. Da es
auch eine Uberleitung vom glykolytischen zum Pentose-Phosphat-Weg
gibt, ist Thiamin auch kritisch fur die Erstellung chemischer
Reduktionskraft in den Zellen zu betrachten. Daher spielt Thiamin eine
wichtige Rolle bei der Verringerung von zellularem, oxidativem Stress.
Folgend kann gesagt werden, dass niedrige, intrazellulare
Konzentrationen von Thiamin zu einer Beeintrachtigung des
Energiestoffwechsels fuhren und eine Tendenz zu oxidativem Stress
zeigen, was ein haufiger Befund bei CKD ist. Auf der klinischen Ebene
fuhrt Thiamin-Mangel zu einer Vielzahl von Anomalien, die neurologische
(Neuropathie, Wernicke-Korsakoff-Syndrom) und kardiovaskulare (zum
Beispiel Vasodilatation, biventrikulares myocardiales Versagen, Odeme
und potentiell akuter Kreislaufkollaps) Erkrankungen umfassen. [BUKHARI
et al., 2011]
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6. Pyridoxin (Vitmain By)

6.1 Allgemeine Aspekte

Das wasserlosliche Vitamin Bg stellt einen Sammelbegriff fur alle
vitaminwirksamen Derivate des 3-Hydroxy-2-Methylpyridins dar. Durch
ihre verschiedenen Substituenten am vierten Kohlenstoffatom — C4
unterscheiden sich diese Pyridinderivate voneinander. Es handelt sich bei
den Substituenten um Aldehydreste, Methyl-Hydroxygruppen oder Methyl-
Aminogruppen. Man unterscheidet also demnach zwischen dem Aldehyd
Pyridoxal (PL), dem Amid Pyridoxamin (PM) und dem Alkohol Pyridoxin
beziehungsweise Pyridoxol (PN). Diese drei Formen, PL, PM und PN
kénnen an ihren funften Kohlenstoffatom -Cs- phosphoryliert werden, und
in Folge entstehen daraus dass Pyridoxal-5-phosphat (PLP),
Pyridoxinamin-5"-phosphat (PMP) und das Pyridoxin-5"-phosphat (PNP).
Alle diese genannten Derivate weisen eine Vitaminaktivitat auf und lassen
sich binnen des Stoffwechsels ineinander Uberfihren. Pyridoxal-5"-
phosphat und Pyridoxamin-5"-phosphat stellen die eigentlichen biologisch
aktiven Formen dar. [DGNP, 2012]

Vitamin Bg spielt eine wesentliche Rolle als Cofaktor bei einer Vielzahl von
metabolischen Reaktionen, die den Aminosauren- (Homocystein),
Kohlenhydrat- und Neurotransmitterstoffwechsel sowie die Sphingolipid-
Biosynthese umfassen. [SAID et al., 2008]

Es wirkt auch als Coenzym der Glycogenphosphorylase und reguliert die
Aktivitat von Steroiden und anderen Hormonen (einschlief3lich Retinoiden
und Vitamin D), die bei der Regulierung der Genexpression eine Rolle
spielen.

Ein erheblicher Anteil der Personen in Entwicklungslandern weist einen
marginalen Vitamin Be-Status auf. Dies wird mit einer erhohten
Reaktionsfahigkeit auf den Einfluss der Steroidhormone assoziiert und ist
auch ein Faktor in der Entwicklung von hormonabhéangigen Brust-,
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Gebarmutter- und Prostatakrebs. Eine Reihe von Medikamenten weist
eine Anitvitamin-Aktivitat auf, was nach langerer Verabreichung und in
Folge der Beeintrachtigung des Tryptophanstoffwechsels sekundar zu
Pellagra filhren kann. Ostrogene verursachen keinen Vitamin Bg-Mangel.
Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass hohe Dosen an Vitamin Bg einige
Nebenwirkungen bewaltigen kdnnen, die bei dem Einsatz von dstrogenen
Steroiden in Kontrazeptiva und auch bei der klimakteren Hormon-Ersatz-
Therapie auftreten kdnnen. Bei der Einnahme von sehr hohen Dosen
kbnnen Supplemente zu sensorischen Nervenschaden flhren.
[CABALLERO et al., 2005]

Vitamin Bg wird von Pflanzenzellen und den meisten einzelligen
Mikroorganismen synthetisiert, jedoch verfigen der Mensch und andere
Saugetiere nicht Uber diese Fahigkeit, und somit muss es von einer
exogenen Quelle Uber intestinale Absorption zugefihrt werden. [SAID et
al., 2008]

Der Darm ist zwei unterschiedlichen Quellen an Vitamin Bs ausgesetzt: (1)
der diatetischen und (2) der bakteriellen Quelle, bei der das Vitamin durch
die normale Mikroflora des Dickdarms synthetisiert wird. [BALL, 2006]

Da im Kolon keine Absorption stattfindet, steht das dort synthetisierte
Vitamin Bs dem Korper nicht zur Verfigung. [PIETRZIK et al., 2008]

6.2 Charakterisierung der Absorption von
Vitamin Bsg

Vitamin Bg ist in Lebensmitteln hauptsachlich in Form von PN, PLP und
PMP zu finden. Hauptsachlich in Obst oder Gemuse liegen 30 % oder
mehr des gesamten Vitamin Bg als PN-Glycosid vor. Die Bindung von PLP
an Protein durch Almidin (Schiff'sche Base) und eine substituierte Almidin-
Verbindung ist reversibel sowie auch abhangig vom pH-Wert, weiters ist

der Vitamin-Protein-Komplex unter den Bedingungen der normalen
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Magensaure (niedriger pH-Wert) leicht dissoziiert. Die Freisetzung von
PLP aus der Verbindung mit dem Protein ist ein wichtiger Schritt in der
nachfolgenden Aufnahme von Vitmain Bg, da die Bindung an Protein den
nachsten Schritt, die Hydrolyse von PLP durch Alkin-Phosphatase,
hemmt. Die Absorption von PN, PL und PM findet hauptsachlich im
Jejunum statt und ist ein dynamischer Prozess, der mehrere miteinander
verbundene Ereignisse miteinschlie3t. Die Vitamere Uuberqueren die
Burstensaummembran  durch einfache Diffusion. Innerhalb der
Enterozyten werden PN, PL, PM in ihre entsprechenden Phosphate durch
katalytische Wirkung von zytoplasmatischer Pyridoxalkinase
umgewandelt, und durch die Transaminase interkonvertieren PLP und
PMP ineinander. Die Umwandlung von einem bestimmten Vitamer in eine
andere Form durch den intrazellularen Stoffwechsel erzeugt einen
Konzentrationsgradienten Uber der Birstensaummembran fir dieses
Vitamer und fuhrt somit zu einer Verbesserung dessen Aufnahme durch
Diffusion. Die phosphorylierten Vitamere, die in der Zelle gebildet werden,
sind weitgehend durch unspezifische Phosphatasen dephosphoryliert,
wodurch es zu einer einfachen Verbreitung von Be-Verbindungen an der
basolateralen Membran kommt. Die Hauptform von Vitamin Bs, die im
Pfortaderkreislauf freigesetzt wird, ist die nicht-phosphorylierte Form des

vorherrschenden Vitamers im Darmlumen. [BALL, 2006]

Die phosphorylierten Vitamere sind durch membrangebundene alkalische
Phosphatase in der Darmschleimhaut dephosphoryliert; alle drei Vitamere
werden also durch Carrier-vermittelte-Diffusion absorbiert, gefolgt von
Oxidation und Phosphorylierung. Somit kommt es zur Akkumulation von
Pyridoxalphosphat, das die Zellmembran nicht durch ,metabolic trapping®
durchqueren kann. Beide, Pyridoxal und Phosphat, zirkulieren im Blut,
wobei das Phosphat durch extrazellulare alkalische Phosphatase
dephosphoryliert wird und das Gewebe Pyridoxal durch Carrier-vermittelte
Diffusion aufnimmt, gefolgt von ,metabolic trapping“ als Phosphatester.
Pyridoxin und Pyridoxaminphosphat werden zu Pyridoxalphosphat
oxidiert. Die Gewebskonzentration von Pyridoxalphosphat wird durch das
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Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung
gesteuert. Die Aktivitdt der Phosphatasen ist in den meisten Geweben
grofRer als diejenige der Kinase, sodass Pyridoxalphosphat, das nicht an
Enzyme gebunden ist, dephosphoryliert wird. Freies Pyridoxal verlasst
entweder die Zelle oder wird durch die Aldehyd-Dehydrogenase zu 4-
Pyidoxsaure oxidiert. Die Aldehyd-Dehydrogenase ist in allen Geweben
prasent, sowie auch in der renalen und hepatischen Aldehydoxidase.
[CABALLERO et al., 2005]

6.3 Regulierung der Pyridoxin-Absorption in
humanen Epithelzellen

Aufgrund der Natur des wasserloslichen Vitmain Bg und der
Demonstration, dass der Transport der anderen wasserl6slichen Vitamine
in Darmepithelzellen durch einen Carrier-vermittelten Transport erfolgt,
wird die Hypothese aufgestellt, dass der Transport von Vitamin Bg In
Caco-2-Zellen ebenfalls Carrier-vermittelt ist. Um diese Hypothese zu
testen, wurde der Pyridoxin-Transport in einem Modellsystem fir humane
Enterozyten, die vom Menschen abgeleiteten Darmepithelzellen Caco-2,
untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Pyridoxin-Aufnahme

1. linear mit der Zeit bis zu 10 Minuten der Inkubation und mit
minimaler Veradnderung der metabolischen Alteration im
transportierten Substrat autritt,

2. Temperatur- und Energie-abhangig, aber Na*-unabhangig ist,

3. pH-abhé&ngig mit hoherer Aufnahme bei saurem pH-Wert verglichen
mit alkalischem pH-Wert verlauft,

4. sattigbar als Funktion der Konzentration mit einer scheinbaren
Michaelis-Menten-Konstante von 11,99 + 1,41 uM und einer
Maximalgeschwindigkeit von 67,63 + 3,87 pmol mg Protein™*min™
ist,
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5. durch strukturelle Analoga von Pyridoxin (bei pH 5,5, aber nicht 7,4)
aber nicht von unabhangigen Verbindungen gehemmt wird, und

6. in kompetitiver Weise durch Amilorid mit einer scheinbaren
Hemmkonstante (K;) von 0,39 nM inhibiert wird.

Es wurde auch die mogliche Regulierung der Pyridoxin-Aufnahme durch
spezifische intrazellulare Regulationsmechanismen untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass, wahrend Modulatoren von PKC-,
Ca?*/Calmodulin- und Stickstoffmonoxid-vermittelten Signalwegen keine
Auswirkungen auf die Pyridoxin-Aufnahme hatten, Modulatoren von PKA-
vermittelten Signalwegen eine signifikante Reduktion der Pyridoxin-
Aufnahme verursachen. Diese Reduktion wurde Uber eine signifikante
Hemmung der Vma, hicht aber der scheinbaren K, der Pyridoxin-
Aufnahme vermittelt. Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin,
dass die Vitamin Bg-Aufnahme durch humane intestinale Caco-2-
Epithelzellen Uber einen spezialisierten, Carrier-vermittelten Mechanismus
verlauft. Dieser Mechanismus ist pH-abhangig und Amilorid-sensitiv und
scheint unter der durch einen intrazellularen Proteinkinase A - vermittelten

Signalweg reguliert zu werden. [SAID et al., 2003]

6.4 Pyridoxin-Absorption in humanen Kolonozyten

Wie bereits erwadhnt, wird eine erhebliche Menge an freiem Vitamin Bg
durch die normale Mikroflora des Dickdarms synthetisiert, das Vitamin
existiert im Darmlumen und steht zur Absorption zur Verfigung. Es
existieren Hinweise darauf, dass der Dickdarm das Vitamin aus dieser
Quelle absorbieren kann. Um diese Problematik zu klaren, wurde dies in
einer Studie anhand der YAMC-Zellen aus kultiviertem Maus-Kolon und
nativen humanen AMV-Zellen als Modell und Pyridoxin als Substrat
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Pyridoxin-Aufnahme pH-

sensitiv ist, mit einem Anstieg des pH-Wertes wahrend der Absorption auf
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6,5 und hoher, aber es zeigte sich eine verminderte Aufnahme bei
niedrigen pH-Werten des Inkubationspuffers. Diese Eigenschaften der
Pyridoxin-Aufnahme durch YAMC-Zellen des Kolons sind &ahnlich den
Charakteristika in den renalen Epithelzellen, wo ebenfalls eine Aufnahme
bei hoheren neutralen/alkalischen pH-Wert im Vergleich mit dem sauren
pH-Wert des Inkubationspuffers festgestellt wurde. Die Aufnahme von
Pyridoxin durch die YAMC-Zellen war Na*-unabh&ngig, und es gab einen
isoosmotischen Austausch von Na® im Inkubationspuffer mit anderen
monovalenten Kationen oder Mannitol. Das Fehlen der Funktion von Na*
in der Pyridoxin-Aufnahme ist vergleichbar mit dem Modell der intestinalen
Epithelzellen. Die Anfangsgeschwindigkeit der Pyridoxin-Aufnahme durch
die YAMC-Zellen war gesattigt als eine Funktion der ErhOhung der
Substratkonzentration im Inkubationsmedium, was darauf hindeutet, dass
ein Carrier-vermittelter Mechanismus am Aufnahme-Prozess beteiligt ist.
Diese Annahme wurde durch die Feststellung einer wesentlichen cis-
Hemmung in der anfanglichen Rate der [*H]Pyridoxin-Aufnahme durch
unmarkiertes Pyridoxin, sowie Pyridoxin-verwandte Verbindungen
— Pyridoxal, Pyridoxal-5"-Phosphat und Pyridoxin — bestéatigt. Die
Unfahigkeit des unabhangigen Penicillamin, Theophyllin  und
Homocystein, die anfangliche [*H]Pyridoxin-Aufnahme durch YAMC zu
beeinflussen, zeigt die Spezifitit des kolonaren  Pyridoxin-
Aufnahmeprozesses. Nicht nur die Kolonozyten der Maus, sondern auch
menschliche  Kolonozyten haben einen funktionalen Pyridoxin-
Aufnahmemechanismus. Diese Schlussfolgerung basiert auf der
Beobachtung einer signifikanten Hemmung der [*H]Pyridoxin-Aufnahme
durch unmarkiertes Pyridoxin in gereinigten nativen und humanen AMV
des Kolons, die aus der Darmschleimhaut von Organspendern isoliert
wurden. [SAID Z. et al., 2008]
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6.5 Einfluss und Regulierung des Pyridoxin-
Absorptionsprozesses in Kolonozyten

Der Pyridoxin-Aufnahmeprozess im Kolon scheint durch extrazellulare und
intrazellulare Faktoren reguliert zu werden. Extrazellulare Pyridoxin-Levels
scheinen eine deutliche Wirkung auf die Aufnahme von Pyridoxin durch
die YAMC-Zellen auszuiben. Diese Schlussfolgerung basiert auf der
Beobachtung, dass es bei der Beibehaltung dieser Zellen in einem
Nahrmedium in Abwesenheit von Pyridoxin-Ubersupplementierung zu
einer signifikanten hoheren Aufnahme von [H]Pyridoxin durch diese
Zellen kam, verglichen mit den Zellen die einer Ubersupplementierung an
Pyridoxin ausgesetzt waren. Die Erhohung der Pyridoxin-Aufnahme in
Abwesenheit einer Ubersupplementierung scheint Uber
transkriptionale/translationale Mechanismen vermittelt zu sein. Dies beruht
auf den Erkenntnissen, dass die Gegenwart von Actinomycin
(Transkriptionsinhibitor) und Cyclohexamin (Translationsinhibitor) die
Induktion der Pyridoxin-Aufnahme durch Umschalten in den
aufrechterhaltenden Zustand der Zelle von hohen zu niedrigen Pyridoxin-
Levels inhibiert. Der Aufnahmeprozess von Pyridoxin im Dickdarm scheint
auch intrazellular geregelt zu werden. Diese Annahme basiert auf der
Beobachtung der Hemmung der Pyridoxin-Aufnahme durch Inhibitoren,
die auf dem Ca?/CaM-vermittelten Weg basieren. Die zellularen und
molekularen Mechanismen, die die Ca®'/CaM-vermittelte Regulation der
Pyridoxin-Aufnahme durch Kolonepithelzellen vermitteln, sind nicht
bekannt, und es sind weitere Studien erforderlich, um diese Frage zu
klaren. Andere intrazellulare Signalwege, wie PKA-, PKC- und
NO-vermittelte Regulationswege, scheinen jedoch keinen regulatorischen
Effekt auf die Pyridoxin-Aufnahme auszuiiben. Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit denen des Pyridoxin-Aufnahmeprozesses, der in
Nierenepithelzellen beobachtet wurde, aber unterscheiden sich von jenen
Ergebnissen mit den enterozytischen Caco-2-Zellen, in denen ein PKA-
aber kein Ca?'/CaM-vermittelter Signalweg gefunden wurde, der eine
Rolle in der Pyridoxin-Aufnahme spielt. Diese Befunde legen nahe, dass
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unterschiedliche Zelltypen verschiedene Mechanismen zur Pyridoxin-
Aufnahme verwenden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die funktionale Existenz
eines spezifischen Carrier-vermittelten Mechanismus fur die Pyridoxin-
Aufnahme in Kolonozyten von Saugetieren. Weiters wurde festgestellt,
dass dieser Aufnahmeprozess von extrazellularen wie intrazellularen
Faktoren reguliert wird. [SAID Z. et al., 2008]

6.6 Einflussfaktoren auf die Pyridoxin-Aufnahme

Ein Mangel an Vitamin Bg bei Menschen, der zu einer Vielzahl klinischer
Auffalligkeiten und neurologischen Erkrankungen fiihren kann, tritt unter
Bedingungen wie chronischem Alkoholismus und Diabetes, bei Patienten
mit Zoliakie und Nierenerkrankungen, sowie auch nach einer langfristigen
Nutzung von Hydrazinen (z.B. Isoniazid) und Penicillamin, auf. Auf der
anderen Seite ist eine Supplementierung mit Pyridoxin wirksam bei der
Behandlung von Pyridoxin-abhangigen Anfallen bei Neugeborenen und
Kleinkindern. Diese Anfélle stellen eine autosomal-rezessive, angeborene
Storung des Stoffwechsels dar, und es wird angenommen, dass dies
aufgrund einer Anomalie in der zellularen Pyridoxin-Aufnahme verursacht
wird. [SAID Z. et al., 2008]

Die Synthese von Vitamin Bg kann auch durch Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes  beeintrachtig  werden. Eine  signifikante
Verringerung der Absorption und/oder der Bioverfligbarkeit von Vitamin Bg
ist auch bei geschadigten Transportmechanismen in  der
Dunndarmschleimhaut oder fehlenden Enzymsystemen zu beobachten.
Weiters ist auch eine Wechselwirkung von Pharmaka und Vitamin Bg zu
beobachten. Tuberkulostatika, wie Isoniazid, erh6hen die renale Vitamin
Bes-Ausscheidung, und gleichzeitig kommt es zur Bildung eines Hydrazon-
Komplexes, der das Vitamin inaktiviert. Die verfigbare Menge an Vitamin
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Bs wird ebenso durch orale Kontrazeptiva oder durch Antihypertensiva,
wie Hydralazin, vermindert. [DGNP, 2012]

In den folgenden zwei Punkten wird der Einfluss von Alkohol und
Ballaststoffen auf die Absorption von Pyridoxin ausfuihrlich besprochen.

6.6.1 Der Effekt von Alkohol

Der tbermaflige Alkoholkonsum verringert die N&hrstoffaufnahme um bis
zu 50 %. Alkoholische Getranke, die als Nahrungsersatz zugefiuhrt
werden, sind praktisch frei von Vitamin Bg, und in Folge ist der Alkoholiker
daher wahrscheinlich mit Vitamin Bg unterversorgt. Chronischer,
UberméaRiger Alkoholkonsum kann die normalen Prozesse des Vitamin Bg-
Stoffwechsels negativ beeinflussen, was zu einem erhdhten Bedarf an
Vitamin Bg fuhrt. Die Umwandlung von intravends verabreichten PN zu
PLP im Plasma ist bei alkoholkranken Patienten beeintrachtigt, was darauf
hindeutet, dass Alkohol selbst oder seine Oxidationsprodukte den
Stoffwechsel von Vitamin Be direkt stéren. Es gibt in vitro Nachweise, dass
Acetaldehyd die Dissoziation von PLP aus seiner Bindung mit dem Protein
ermdglicht, wodurch die PLP fir die Hydrolyse durch die
membrangebundene alkalische Phosphatase verflugbar ist. So ist die
Generierung von Acetaldehyd mit Alkoholismus assoziiert und
beschleunigt die Degeneration von PLP, was zu einer Senkung der
Plasmakonzentration und der Koérperspeicher fuhrt. Ethanol kann auch
Impulse fir die renale Ausscheidung von nicht-phosphorylierten Vitamin
Be-Vitameren liefern. Die Absorption von Vitamin Bg aus der Nahrung ist
bei alkoholkranken Patienten mit Lebererkrankungen signifikant
herabgesetzt, obwohl diese Patienten in der Regel in der Lage sind,
synthetisches Vitamin Bg zu absorbieren. Lebererkrankungen koénnen
ebenfalls die Fahigkeit der Leber beeintrachtigen, PLP zu synthetisieren.
[BALL, 2006]
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6.6.2 Der Effekt von Ballaststoffen

Experimentelle Studien mit Ratten oder Kiiken haben gezeigt, dass
Ballaststoffe in gereinigter oder teilweise gereinigter Form keinen grof3en
Einfluss auf die Bioverfugbarkeit von Vitamin Bg bei Tieren aufweisen.
Eine grol3e Vielzahl von Ballaststoffen (Polysaccharide, Lignin und
Weizenkleie) binden nicht und schlieRen keine Bg . Vitamere in vitro ein,
und in einer Ratten - Jejunum - Perfusions — Studie liel3 sich in Bezug auf
Cellulose, Pektin und Lignin kein Effekt bezilglich der Vitamin Bg
Absorption feststellen. Cellulose, Pektin und Kleie haben geringe oder
keine Auswirkungen auf die Verfiigbarkeit von Vitamin B bezugnehmend
auf einen Bioassay von Kiuken, und weder Cellulose oder die
unverdaulichen Komponenten in Weizenkleie beeintrachtigen die
Bioverfugbarkeit bei Ratten. Es ist wenig Uber eine mdgliche hemmende
Wirkung von Nahrungsfasern in der Bioverfligbarkeit von Vitamin Bg beim
Menschen bekannt. Die Verflugbarkeit von Vitamin Bg in Vollkornbrot ist
5-10 % geringer als diese von WeilRbrot, welches mit Vitamin Bsg
angereichert ist, und die Zugabe von Weizenkleie (15 g/d) zur
menschlichen Erndhrung fiihrte zu einer geringen Abnahme (maximal
17 %) der Verfugbarkeit des Vitamins. [BALL, 2006]

Ballaststoffe haben allerdings eine verminderte Verfligbarkeit von
Pyridoxin zur Folge. Sie weisen die Fahigkeit zu Gelbildung — ,cage effect”
— auf, was dazu fuhrt, dass Vitamin Bg der Absorption entzogen und tber
die Nieren aus dem Organismus eliminiert wird. [DGNP, 2012]
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7. Riboflavin

7.1 Allgemeine Aspekte

Riboflavin (Summenformel Ci17H20N4Og) ist eine Kurzbezeichnung fir die
biologisch-aktive  Verbindung 7,8-Dimethyl-10-(1-D-ribityl)isoalloxazin,
welche von der IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) vorgeschlagen wird. [PIETRZIK et al., 2008]

Vitamin B, (Riboflavin, RF) ist fur die normalen zellularen Funktionen,
Wachstum und Entwicklung von wesentlicher Bedeutung. In der Form der
Coenzyme (Riboflavin-5-phosphat, FMN und Flavin-adenosin-dinucleotid,
FAD) spielt das Vitamin eine zentrale Rolle im Stoffwechsel der
Ubertragung von Elektronen in biologischen Oxidations-Reduktions-
Reaktionen unter Beteiligung des Kohlenhydrat-, Lipid- und Aminosauren-
Stoffwechsels sowie der Umwandlung von Pyridoxin und Folat in ihre
aktiven Formen. Studien haben auch eine Funktion fir Riboflavin in der
oxidativen Faltung der Proteine im Endoplasmatischen Reticulum (ER)
demonstriert. [SUBRAMANIAN et al., 2011]

Das trizyklische Isoalloxazinringsystem stellt die Grundstruktur von
Vitamin B, dar und besitzt ausgesprochene Redoxeigenschaften
(Reduktions-/Oxidationseigenschaften). Ribit ist ein  funffacher
Alkoholzucker, der am Njg-Atom des Isoalloxazinmolekils gebunden und
fur die Vitaminwirksamkeit entscheidend ist. Riboflavin besitzt wie Thiamin
eine hohe Strukturspezifitat, und aus diesem Grund flhren geringflgige
Veranderungen am Molekulaufbau zu einer Minderung beziehungsweise
zu einem Verlust der Vitaminwirksamkeit. In bestimmten Fallen kann dies
auch mit einer antagonistischen Wirkungsweise einhergehen. Zur
Entfaltung seiner biologischen Aktivitat muss am Cs-Atom der
Ribitolseitenkette, Riboflavin unter Einwirkung der Riboflavinkinase
phsophsoryliert (FMN) und danach anhand einer Pyrophosphorylase
adenyliert (FAD) werden. [DGNP, 2012]
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7.2 Absorption und Transport von Riboflavin

Menschen und andere Saugetiere kdnnen Riboflavin nicht synthetisieren,
daher muss das Vitamin aus exogenen Quellen Uber intestinale
Absorption zugefuihrt werden. [SUBRAMANIAN et al., 2011]

Das mit der Nahrung aufgenommene FMN und FAD wird durch eine nicht-
kovalente Bindung an Flavoproteine gebunden als Folge der Acidifizierung
im Magen und Darm, sowie intestinaler Proteolyse. Die Flavin-Coenzyme
werden im oberen Dunndarm zu freiem Riboflavin hydrolysiert und
anschlielend absorbiert. Die Hydrolyse, sowohl von FMN als auch von
FAD, wird durch eine alkalische Phosphatase bewirkt, die eine breite
Spezifitdt aufweist und auf der Birstensaummembran der Enterozyten
lokalisiert ist. Zwei zuséatzliche Burstensaum-Enzyme, FMN-Phosphatase
und FAD-Pyrophosphatase, sind Teil des Abbaus der Flavin-Coenzyme.
Die wesentlich geringen Mengen an kovalent gebundenen Flavinen setzen
8a-(Peptidyl)-Riboflavine, welche zusammen mit freiem Riboflavin
absorbiert werden, frei. [BALL, 2006]

Die Aufnahme Uber den Darm von freiem Riboflavin im oberen Dinndarm,
vor allem jedoch im proximalen Jejunum, unterliegt einem
dosisabhangigen dualen Transportmechanismus. Im physiologischen
Bereich bis zu 25 mg wird Vitamin B, aktiv anhand eines Carriers und in
Abhangigkeit eines Natrium-Gradienten nach der Sattigungskinetik
resorbiert. Durch passive Diffusion erfolgt die Resorption von Vitamin B,
oberhalb dieser physiologischen Dosen. [DGNP, 2012]

Obwonhl der aktive Transport von Riboflavin durch die Darmwand und tber
andere Zellmembran-Barrieren innerhalb eines Tieres ein sattigbarer
Prozess ist, verlauft dieser bei grol3en pharmakologischen Mengen
langsamer und weniger effizient. Jedoch Uberwiegt der nichtsattigbare
Prozess der passiven Diffusion und tragt wesentlich zum Stoffaustausch
bei. Der aktive Transportprozess ist bei Riboflavin-Mangel erhoht und im
Gegensatz dazu, bei hohen Riboflavin-Gehalt des Gewebes, verringert.
Der Transportweg beinhaltet Calcium und Calmodulin, nicht aber Natrium.
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Es wurden spezifische Riboflavin-Rezeptoren identifiziert, die eine Rolle
fur Mikrotubuli im Transport spielen. [CABALLERO et al., 2005]

Der Riboflavin-Transportprozess in polarisierten Darmepithelzellen
umfasst die Bewegung des Vitamin-Molekdils, die Blrstensaummembran
(BBM)- und die basolaterale Membran-Domane. Diese Prozesse wurden
unter Verwendung von gereinigten BBM-Vesikeln und BLM-Vesikeln aus
dem Darm von Organspendern und Tiermodellen dargestellt und zeigen
spezifische Carrier-vermittelte Mechanismen, die jede der genannten
Membran-Domanen erfasst. Weiterhin wurde der intestinale Riboflavin-
Aufnahmeprozess sensitiv fur die inhibitorische Wirkung der Membran-
impermeablen —SH-Gruppen Modifikatoren beschrieben. [SUBRAMANIAN
et al., 2011]

Es wurde festgestellt, dass der Transport von Riboflavin entlang der
Birstensaum- und basolateralen Membran-Vesikel im Dinndarm von
Kaninchen Natrium-abhangig und elektroneutral verlauft. Unter
Verwendung von humanen intestinalen Caco-2 Epithelzellen wurde die
Beteiligung der Carrier-vermittelten Prozesse in der Anfangsphase der
Riboflavin-Aufnahme bestatigt. Die Riboflavin-Aufnanme war Na'-
unabhangig, und es sind in der Anfangsphase keine metabolischen
Veranderungen des transportierten Riboflavins aufgetreten. Die Inhibitoren
des Anionentransportes erzeugen keine Hemmung in der Riboflavin-
Aufnahme durch Caco-2-Zellen, somit zeigt Riboflavin keine Interaktion
mit dem Anion in Bezug auf seinen intestinalen Transport an. Einiges des
absorbierten Riboflavins wird zu FMN im Cytosol der Enterozyten, durch
Flavinkinase (ATP:Riboflavin 5"-Phosphotransferse, EC 2.7.1.26)
phosphoryliert, und das meiste an FMN wird ferner in FAD durch die FAD-
Synthase umgewandelt (ATP:FMN Adenylyltransferase, EC 2.7.7.2).
Beide Schritte erfordern metabolisches ATP, was heil3t, dass sie von
Energie abhéngig sind. [BALL, 2006].

Es wird vermutet, dass ein PKA-vermittelter Signalweg an der Regulation
des intestinalen Riboflavin-Aufnahmeprozesses beteiligt ist. [SAID, 2004]
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7.3 Charakterisierung und molekulare Identitat der
Riboflavin-Transportsysteme

Die molekulare Identitat der Riboflavin-Transportsysteme bei Saugetieren
wurde nach Klonierung der drei Riboflavin-Transporter aus menschlichen
Geweben beschrieben: hRFT-1, -2 und -3. Alle drei hRFT's sind im
menschlichen Darm exprimiert, wobei die Expression der hRFT2 deutlich
hoher ist, als die der anderen Transporter. Diese reichliche Expression
des hRFT2 im Darm, zusammen mit der Ahnlichkeit der Riboflavin-
Transportkinetik, vermittelt durch hRFT2 und dem Riboflavin-
Aufnahmeprozess durch Darmepithelzellen, hat eine erhebliche
physiologische Bedeutung fiir diesen Transporter in der intestinalen
Absorption von Riboflavin. Der hRFT2 ist ein Protein bestehend aus 469
Aminosauren, von dem angenommen wird, dass es bis zu elf
Transmembrandoméanen (TMD’s) und einen extrazellular orientierten
COOH-Terminus aufweist. Da der Darm eine entscheidende Rolle in der
Regulierung der gesamten Riboflavin-Homoostase im Korper hat, ist das
Verstandnis der Zellbiologie von hRFT2 in den absorptiven Zellen wichtig.
Es wurde herausgefunden, dass das Protein hRFT2 ausschlie3lich an der
apikalen Membran-Domane von lebenden Caco-2-Zellen exprimiert wird.
Durch Mutationsanalyse stellte sich auch die wichtige Rolle fur den
COOH-terminalen Schwanz  (und seiner Cyteinreste) in der
Zelloberflachenexpression von hRFT2 in intestinalen Epithelzellen heraus.
Viele Nahrstofftransporter enthalten Targeting-Motive/Signale, die
innerhalb ihrer Sequenz eingebettet sind, einschliel3lich binnen des
COOH-Termins des Polypeptids. Dadurch, und weil eine COOH-terminale
GFP-Fusion der vollen Lange des hRFT2-Transporters (hRFT2-GFP) die
Zelloberflachenexpression und Funktion des Transporters inhibiert, wurde
der Fokus auf diesen Bereich bei der Suche nach einem solchen Signal
gelegt. Die Ergebnisse zeigten, dass eine vollstandige Deletion der
COOH-terminalen Sequenz des hRFT2 (GFP-hRFT2) oder eine weitere
Deletion im Rickgrat (GFP-hRFT2) zu einer Retention des Proteins im
Endoplasmatischen Reticulum flhrt.
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Diese Befunde legen nahe, dass der COOH-terminale Schwanz des
hRFT2 eine wichtige Rolle bei der Steuerung der
Zelloberflachenexpression des Proteins spielt. Auf der Grundlage des
COOH-terminalen  Aminosauresequenz-Abgleichs fir verschiedene
Isoformen entlang der humanen und der Nagetier — RFT - Sequenzen,
konnten vier der 19 Reste in der Region konserviert werden. Zwei dieser
vier konservierten Reste stellten sich als Cysteine (C4s3xXXC4s7) heraus. In
der Studie wurde der Fokus auf diese Cysteinreste gelegt, da frihere
Untersuchungen  gezeigt haben, dass Membran-impermeable
Modifikatoren der SH-Gruppen zu einer deutlichen Hemmung in der
Riboflavin-Aufnahme durch intestinale Epithelzellen gefiihrt hat. Weiters
wurden auch Cysteinreste anderer Membrantransporter untersucht, die far
die Funktion und Targeting dieser Proteine an der Plasmamembran
wichtig sind. Nach der Mutation von Cgs und Cu; kam es zu einer
intrazellularen Retention des hRFT2 Proteins und folgend zu einer
Verminderung der Riboflavin-Aufnahme. Dies macht deutlich, welch
wichtige Rolle Cs3 und Cge7 in der Membranexpression von hRFT2
spielen. Um festzustellen, ob diese Cysteinreste mit anderen Cysteinen im
hRFTs Polypeptid, Disulfidbriicken ausbilden, wurde das Protein einer
Modellierungsanalyse unterzogen. Diese Modellierung sagt eine
potentielle Disulfidbricke zwischen Cgs3 und Csgs Vorher. Diese Prognose
wurde dadurch gestitzt, dass die Mutation von Csg des hRFT2
Polypeptids zum Zurickhalten des Proteins im Endoplasmatischen
Riticulum fuihrt und die Riboflavin-Aufnahme beeintrachtigt wird.
Zusammenfassend zeigen diese Daten zum ersten Mal eine apikale
Lokalisation des hRFT2 in polarisierten Darmepithelzellen, und dass die
Rolle fur Cysteinreste in der Regulation der Zelloberflachenexpression,
sowie dass die Zufuhr an die Zelloberflache von intakten Mikrotubuli
abhangt. [SUBRAMANIAN et al., 2011]

In einer Studie wurde die Gewebsverteilung, zellulare Lokalisierung und
die funktionale Charakterisierung von hRFT1 untersucht, und es wurde
festgestellt, dass hRFT1 eine wichtige Rolle bei der zellularen Aufnahme
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von Riboflavin spielt. Eine inaktive Splei3variante von hRFT1 — hRFT1sv —
wurde ebenfalls geklont. Der hRFT1sv der cDNA enthélt eine 118-bp
Insertion zwischen Exon 2 und Exon 3 von hRFT1. Die Transfektion von
hRFT1sv in HEK-293-Zellen, die nativ hRFT1 exprimieren, haben keinen
Einfluss auf die Riboflavin-Aufnahme. Zusatzlich wurde das EGFT-
markierte hRFT1sv im Zytoplasma nur in wenigen Zellen beobachtet und
durch die Western-Blot-Analyse nicht nachgewiesen. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass hRFT1lsv weder ein Membranprotein, ein aktiver
Transporter, noch ein dominant-negativer Transporter ist. [YONEZAWA et
al., 2008]

7.4 Resorption von bakteriell synthetisierten
Vitamin B, im Dickdarm

Die normale Mikroflora des Dickdarms synthetisiert erhebliche Mengen an
Vitamin By, ein wesentlicher Teil davon existiert als freies Riboflavin. Die
synthetisierten Mengen an Vitamin B, hangen von der Erndhrung ab, das
heit, sie lagen deutlich hoher beim Verzehr von pflanzlichen
Lebensmitteln verglichen mit einer fleischbasierten Kost. In einer Studie
mit menschlichen Probanden wurde gezeigt, dass Riboflavin direkt in das
Lumen inmitten des diagonalen Kolon absorbiert wird, was anhand des
Anstiegs der Plasma-Konzentration von Riboflavin beurteilt wurde. Eine
kolonare Absorption von FMN-Natrium wurde auch in der Ratte
nachgewiesen. [BALL, 2006]

Ein experimentelles Modellsystem fir Kolonozyten in vitro mit von
Menschen stammenden Kolon-Epithelzellen NCM460 hat festgestellt,
dass an der Riboflavin-Aufnahme im Dickdarm ein spezialisierter Carrier-
vermittelter Mechanismus beteiligt ist. Dieses System erwies sich ahnlich
dem, welches fur den Dunndarm beschrieben wurde; es ist temperatur-

und energieabhéangig, Na'-unabhangig und wird durch strukturelle
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Analoga von Riboflavin sowie durch den Inhibitor Amilorid, welcher durch
die Membran transportiert wird, gehemmt. Es wurde auch
herausgefunden, dass der Riboflavin-Aufnahmeprozess im Kolon adaptiv
durch extrazellulare Riboflavin-Ebenen reguliert und durch einen
intrazellularen Ca?CaM-vermittelten Signalweg moduliert wird. [SAID,
2004]

Eine adaptive Up- und Down-Regulation der Riboflavin-Aufnahme erfolgte,
als die NCM460 Zellen jeweils in einem Riboflavin-defizienten oder tber-
supplementierten Medium gezichtet wurden. Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit denen im Dinndarm und legen nahe, dass der gleiche
Mechanismus auch im Dickdarm tétig ist, um das bakteriell synthetisierte
Riboflavin zu absorbieren. [BALL, 2006]

7.5 Einflussfaktoren auf die Absorption von
Riboflavin und Riboflavin-Mangel

Ein Riboflavin-Mangel fuhrt zu schweren klinischen Auffalligkeiten, zu
denen auch degenerative Verdnderungen im Nervensystem, Anamie,
Wachstumsstérungen, Hautveranderungen und eine erhdhte Anfalligkeit
fur Karzinogene gehoren. Ein Mangel an Riboflavin tritt bei chronischen
Alkoholikern, bei Patienten mit Diabetes mellitus und/oder chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen auf und denjenigen, die eine
Chemotherapie erhalten, sowie bei alteren Patienten. Im Gegensatz zu
den negativen Auswirkungen des Riboflavin-Mangels scheint eine
Riboflavin-Supplementierung/Optimierung Potential zum Schutz
lebenswichtiger Gewebe aus Ischamie-induzierter oxidativer Schadigung
zu haben und ist wirksam in der Behandlung von Patienten mit Riboflavin-
abhangigen multiplen Acyl-CoA-Dehydrierungs-Defekt, Brown-Vialetto-
Van Laere- und Fazio-Londe-Syndrom (BVVL- und FL-Sysndrom).
Mutationen im humanen klinischen Riboflavin-Transporter-2 manifestieren

sich als neurologische Stérungen (BVVL- und FL-Syndrom), und das
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hRFT2 Gen wird auch mit dem Plattenepithelkarzinom des Osophagus
sowie dem gastrokardialem Adenokarzinom in Verbindung gebracht.
Genetische Analysen von Patienten mit BVVL- und FL-Syndrom klarten
ein Spektrum von Mutationen im hRFT2 (c200rf54)-Gen auf. In Anbetracht
der Erkenntnisse wird die Bedeutsamkeit fur die COOH-terminale
Sequenz in der hRFT2-Funktionalitat offensichtlich. In der klinischen
Literatur erkennt man, dass die Patienten vorzeitige Verkirzungen (z.B.
E71X, Y213X) zeigten oder an einer COOH-terminalen Fehlstimulation
(F457L) im Kindheitsalter = starben, wahrend Patienten, die
Punktmutationen in einer anderen Stelle des hRFT2 Proteins aufweisen,
bessere Prognosen nach der Diagnose von BVVL- und FL-Syndrom
erhielten. Diese Ergebnisse unterstitzen im Grof3en und Ganzen die
Struktur/Funktion der Analysen von hRFT2, obwohl eine genaue Definition
der zellbiologischen Konsequenzen dieser spezifischen Mutation noch
nicht getroffen werden kann. [SUBRAMANIAN et al., 2011]

In der Studie von YONEZAWA et al., die unter ,Punkt 6.3
Charakterisierung und molekulare Identitat der Riboflavin-
Transportsysteme” beschrieben wurde, wurde die Riboflavin-Aufnahme
durch die Caco-2-Zellen teilweise durch hRFT1/hRFT1sv sSiRNA
gehemmt. Die Bindungskonstante (Kgy) fur die Blrstensaummembran im
Rattendarm wurde mit 0,07 pM und 12 pM berechnet, was darauf
hindeutet, dass mehr als zwei Bindungsstellen in  der
Blrstensaummembran existieren. Darliber hinaus war die Aufnahme von
Riboflavin durch HEK-293 Zellen, deren Riboflavin-Absorption teilweise
durch hRFT1 vermittelt wurde, unabhangig von Na®, Membranpotential
oder dem pH-Wert, durch Riboflavin-Analoga vollstandig gehemmt.
[YONEZAWA et al., 2008]

Es kann gesagt werden, dass die Nahrungsfaserquellen zu einer
verbesserten Absorption von Riboflavin fuhrt, wahrscheinlich durch eine
Verlangsamung der Passage von Speisebrei im Darm. Dadurch wird die
Dauer der Exposition, die fur die Absorption verantwortlich ist, erhoht.
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Chronischer Alkoholismus ist mit einer hohen Pravalenz von Vitamin B.-
Mangel assoziiert. In Ratten verringert Ethanol deutlich die
Bioverfugbarkeit von FAD und in geringem Maf3e auch von Riboflavin.
Ethanol beeintrachtigt die intraluminale Hydrolyse von FAD, und es
werden auch deutlich die Aktivitditen der FMN-Phosphatase und
FAD-Pyrophosphatase in vitro gehemmt. Diese Befunde legen nahe, dass
Ethanol die Enzyme hemmt, die notwendig sind um Riboflavin von FMN
und FAD zu lésen, und Ethanol vermindert dadurch die Menge der zur

Absorption zur Verfigung stehenden Menge. [BALL, 2006]

8. Vitamin C

8.1 Allgemeine Aspekte

Vitamin C findet sich in der Nahrung in zwei Formen: der reduzierten Form
Ascorbinsaure und der oxidierten Form, Dehydroascorbinsaure (DHAA).
[SAID, 2004]

Der Gattungsname Vitamin C steht fur L-Threo-hex-2-enono-1,4-lacton
und deren Derivate, die qualitativ die biologische Wirkung von L-(+)-
Ascorbinsaure aufweisen. Die Stereoisomere wie L-lIsoascorbinséaure,
D-lsoascorbinséure (Erythrobinséaure) und D-Ascorbinsdure weisen jedoch
keine biologische Aktivitat auf und konnen als biologisch inaktiv
bezeichnet werden. [PIETRZIK et al., 2008]

Die L-Ascorbinsaure verfugt Uber ein grol3es Redoxpotential und ist leicht
autoxidabel in wassriger LOsung in Abhangigkeit von pH-Wert,
Temperatur, Sauerstoffpartialdruck und bei dem Vorkommen von
Schwermetallspuren. In alkalischen Lésungen wird das Vitamin rasch
oxidiert beziehungsweise zersetzt, wahrend es in wassrigen sauren
Ldsungen (pH < 6) stabil bleibt. Als sogenannte Schutzstoffe fur Vitamin C

dienen Sauren, wie Zitronensaure, Peptide, Flavonoide, Mono- und
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Polysaccharide, da sie die Zersetzung von Ascorbinsdure betrachtlich
herabsetzen. Im Gegensatz dazu, beschleunigen Spuren von
Schwermetallen, vor allem Kupfer- und Eisenionen den katalytisch
zerstbrenden Oxidationsprozess. Die L-Ascorbinsaure wird beim
Oxidationsprozess reversibel, unter Abgabe eines Elektrons und tber das
Zwischenprodukt - Semidehydroascorbinséure - Zu
Dehydroascorbinsaure  umgewandelt. Durch die Offnung des
Lactonringes, kann Dehydroascorbinsaure irreversibel durch Hydratation
zum vitaminunwirksamen Ausscheidungsmetaboliten - Diketogulonsaure -
Uberfuhrt werden, beziehungsweise durch Reduktion mittels Glutathion
reversibel zu Ascorbinsaure recycelt werden. [DGNP, 2012]

Dehydroascorbinsdaure  unterscheidet  sich  strukturell von  der
Ascorbinsaure und ahnelt der Glucose. Seine Toxizitat ist ahnlich der von
Alloxan, das lange fur endokrine Forschungen bei Studien an Labortieren
angewendet wurde um Diabetes zu induzieren. [SAID, 2004]

Obwohl die meisten Saugetiere Vitamin C Uber den Signalweg der
Glucuronsaure in der Leber synthetisieren, muss der Mensch, sowie auch
das Meerschweinchen aufgrund eines Mangels des Enzyms L-gulono-y-
lacton-Oxidase, den wasserloslichen Mikrondhrstoff aus Nahrungsquellen
aufnehmen. Die aktive Form des Vitamins, die Ascorbinsaure, ist ein
wirksames Antioxidans, welches als freier Radikalfanger fungiert und ein
essentieller Cofaktor in zahlreichen enzymatischen Reaktionen, wie bei
der Uberleitung von Metallionen in ihre reduzierten Formen, in der
Biosynthese von Proteinen der extrazellularen Matrix  und
Neurotransmittern sowie in der Regulierung der Eisenaufnahme beteiligt
ist. [REIDLING und RUBIN, 2011; SAID, 2004]

Ein diatetischer Mangel an Vitamin C fuhrt zu Skorbut. Weitere klinische
Auffalligkeiten, die bei unzureichender Zufuhr auftreten sind verzbgerte
Wundheilung, Stérungen im Knochenstoffwechsel und des Bindegewebes
und vasomotorische Instabilitat. Dartber hinaus haben Berichte
angedeutet, dass die Optimierung der Vitamin C Homdostase des Korpers
eine schitzende Wirkung gegen Erkrankungen der Gallenblase,
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nichtalkoholische Lebererkrankungen, Herz-Kreislauferkrankungen, Krebs
und Katarakt aufweist. [REIDLING und RUBIN, 2011]

8.2 Absorption von Ascorbinsaure

Die in der Nahrung vorliegende L-Ascorbinsaure wird nach oraler
Aufnahme geringfugig durch die Mundschleimhaut durch einen Carrier-
vermittelten, nicht-aktiven Prozess, absorbiert. Duodenum und proximales
Jejunum stellen jedoch die Hauptorte fir die Absorption dar. Der
Mechanismus der jejunalen beziehungsweise duodenalen Absorption von
Vitamin C ist abh&ngig von der Dosis und artspezifisch. Mittels einfacher
Diffusion erfolgt die intestinale Aufnahme von L-Ascorbinsdure bei
Hamstern und Ratten. Bei Menschen und Meerschweinchen wird
L-Ascorbinsédure in niedrigen Dosen stereoselektiv durch ein aktives
Natrium-Kalium-ATPase (Na'/K'-ATPase)-getriebenes Transportsystem
absorbiert. Nach einer Sattigungskinetik wird L-Ascorbinsédure in die
Mukosazellen des oberen Diunndarms durch zwei Transportproteine
— SVCT1 und SVCT2 — Uberfuhrt. Hohe Konzentrationen von Vitamin C
reduzieren die Aktivitait der Na'/K*-ATPase und dadurch werden hohe
Dosen an L-Ascorbinsaure passiv mittels Diffusion absorbiert. Die
Dehydroascorbinsdure passiert im Gegensatz zur L-Ascorbinséaure die
Enterozytenmembran ausschliel3lich durch erleichterte Diffusion. [DGNP,
2012]
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8.2.1 Dehydroascorbinsaure und Einflussfaktoren auf die
Vitamin C-Absorption

Studien uber die zellulare Aufnahme von Dehydroascorbinsdure haben
gezeigt, dass die Enterozyten diese Verbindung durch die
Birstensaummembran anhand eines Na'-unabhangigen Prozesses
aufnehmen. Es wurde berichtet, dass eine erhebliche Aufnahme von
DHAA aus der serésen Oberflache des intestinalen Gewebes auftritt, zum
Beispiel entlang der basolateralen Membran. Die serosale Aufnahme von
DHAA konnte im Austausch mit der reduzierten Form von Vitamin C,
sowie es die Zelle verlafdt, auftreten. Es wurde gezeigt, dass an dem
System, das in die DHAA-Aufnahme der basolateralen Membran involviert
ist, die Glukosetransporter 1, 3 und 4 beteiligt sind. [SAID, 2004]

Bei schlecht eingestelltem Diabetes mellitus, wird die Aufnahme von
DHAA ins Gewebe aufgrund der Konkurrenz durch Glucose beeintrachtigt,
und es kann ein funktionaler Mangel an Vitamin C trotz adaquater Zufuhr
auftreten. [CABALLERO et al., 2005]

Anhand von Studien wurde gezeigt, dass Flavonoide (wie Quercetin)
reversible und nicht kompetitive Inhibitoren des Ascorbinsdure-
Transportes durch das SVCT1-System sind, obwohl sie nicht von diesem
System transportiert werden. Hinsichtlich der Absorption von DHAA,
nehmen die Enterozyten diese Form von Vitamin C auf und sie wird durch
die Wirkung der DHAA-Reduktase zu ihrer reduzierten Form metabolisiert.
Durch diesen Mechanismus wird der intrazellulare DHAA-Level auf einem
niedrigen, atoxischen Niveau gehalten. [SAID, 2004]
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8.3 Charakterisierung der Vitamin C - Transporter
SVCT1 und SVCT2

Das Verstandnis der molekularen Mechanismen des Ascorbinsaure-
Transportes in Saugerzellen, einschliel3lich derjenigen des Dinndarms,
wird nach dem Klonen von zwei verschiedenen Isoformen der
Na’-abhangigen Ascorbinsaure-Transporter aus menschlichem Geweben
und dem der Ratte, erhoht. [SAID, 2004]

Es ist ein Transportsystem notwendig, um Ascorbinsaure zu den
unterschiedlichen Gewebszellen zu liefern. [LUO et al., 2008]

Die Untersuchungen in hepatischen Epithelzellen sowie in anderen Zell-
und Gewebsmodellen zeigten, dass der Ascorbinséaure-Transport
Na'- und temperaturabhangig ist und Uber einen spezialisierten
Mechanismus erfolgt. Die zwei Natrium-abh&ngigen humanen Vitamin C-
Transporter-1 und -2 (hSVCT1 und hSVCT2), die Produkte der SLC23A1
und SLC23A2 Gene, sind zwei Isoformen, die Ascorbinsaure
transportieren und einen hohen Grad an Homologie untereinander
aufweisen. Jedes der Protein-Isoformen ist am Na*-abhangigen Transport
von Ascorbinsaure in einer Vielzahl von Expressionssystemen beteiligt.
[REIDLING und RUBIN, 2011]

Beide SVCT-Carrier haben a&hnliche Funktionen und kdnnen den
L-Ascorbinséaure-Transport vermitteln. SVCT1 wird hauptsachlich in
Epithelzellen der Niere, Darm und Leber exprimiert, wohingegen SVCT2
allgemein in Gehirn, Auge und anderen Organen verteilt ist. [LUO et al.,
2008]

Es wurde eine funktionelle Charakterisierung der beiden Isoformen durch
Expression in Xenopus Oozyten, COS-7 Zellen und anderen zellularen
Systemen durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl SVCT1 als
auch SVCT2 Ascorbinsaure transportieren (nicht aber die
Dehydroascorbinsdure) und dass beide Transporter eine hdohere
Selektivitat fur L-Ascorbinsaure verglichen mit D-Isoascorbinsaure,
aufweisen. Es wurde berichtet, dass SVCT2 eine hdhere Affinitat fur

Ascorbinsaure im Vergleich zu SVCT1 zeigt. Beide Transporter
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transportieren L-Ascorbinsdure iber einen elektrogenen Na'-abhangigen
Prozess mit einem stochiometrischen Verhaltnis Na® zu Ascorbinséure
von 2:1. Zuséatzlich haben sowohl SVCT1 als auch SVCT2 mehrere
potentielle N-Glycosylierungs- und Phosphorylierungsstellen fur die
Proteinkinase C. Ein Merkmal der beiden Ascorbat-Transporter ist ihre
Fahigkeit, auch als Na*-Uniporter in Abwesenheit von Ascorbat zu wirken,
wodurch es zu einem Na*-Verlust entlang der Zellmembran kommt. [SAID,
2004]

8.4 Substratspezifitat von SVCT

Die Substratspezifitat von SVCT wurde in mehreren Arbeiten sondiert. Die
Ascorbat-Aufnahme durch Osteoblasten wurde untersucht und man
gelangte zu der Feststellung, dass die Aufnahme von Ascorbat reversibel
gehemmt wurde durch Antagonisten von Anionen-Transportern wie 4,4’-
diisothiocyanostilbene-2,2"-disulfonsaure (DIDS), 4-acetamido-4’-
isothiocyanostilbene-2,2"-disulfonsdure  (SITS),  Sulfinpyrazon  und
Furosemid, nicht aber durch organische Anionen wie Formiat, Lactat,
Gluconat, Succinat, aul3er Salicylsaure. Es wurde herausgefunden, dass
Ascorbat-Transporter relativ spezifisch fur Ascorbat sind und dass
anionische Inhibitoren direkt mit den Ascorbat-Transportern interagieren.
Bei pH 7,4 liegt Ascorbinsaure in der deprotonierten Form als Anion vor.
Daher ist es nicht Uberraschend, dass die Ascorbinsaure-Aufnahme durch
anionische Inhibitoren gehemmt wird. Zum besseren Verstandnis der
Substratspezifitat von SVCT, untersuchten Rumsey et al. die Hemmung
der Ascorbinsdure-Analoga anhand der menschlichen Fibroblastenzellen
der Haut und haben gezeigt, dass eine Reihe von 6-Halo-deoxy-L-
Ascorbinsaure die wirksamsten Verbindungen waren, die die
Ascorbinsaure-Aufnahme hemmen. Eine signifikante Absenkung der
Ascorbinsaure-Aufnahme wurde durch 6-Halo-deoxy-Ascorbinsdure und

Diclofenacsadure in verschiedenen Zellen vorgeschlagen, da die
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Substratspezifitat von SVCT relativ ist und Halogen substituiertes Benzol
sich auf die Ascorbinsédure-Aufnahme auswirkt. [LUO et al., 2008]

Die Topologie der beiden Transporter umfasst 12 Transmembran-
Regionen, zytoplasmatische COOH- und NH,-terminale Doméanen sowie
eine ahnliche Funktionalitat. Obwohl beide Transporter eine hohe Affinitat
fur Ascorbinsaure anzeigen, weist hSVCT1 eine hbhere Vmax auf, was
darauf hindeutet, dass hSVCT2 ein Transporter mit niedriger Kapazitat
aber hoher Affinitat ist und im Gegensatz dazu, hSVCT1 als Carrier mit
hoher Kapazitat und niedriger Affinitat fungiert. [REIDLING und RUBIN,
2011]

8.5 Molekularer Mechanismus des SVCT1 und
SVCT2

Es wurde der molekulare Mechanismus untersucht, anhand der
Hypothese, dass die Na'-Abhangigkeit und die Rheogenitat (Transport in
den renalen proximalen Tubulus) von SVCT1 aus dem gekoppelten
Transport von zwei Na® und einer L-Ascorbinsdure pro Transportakt
herrihrt und dass der Transport von L-Ascorbinsaure durch einen
elektrochemischen Gradienten fiir Na* getrieben wird. Der Ansatz bestand
darin, Radiotracers (L-[**C]Ascorbinsaure, *Na)-Fliisse und Stréme die in
Xenopus-Oozyten exprimiert sind, zu messen und den kinetischen
Mechanismus SVCT1 mit Hilfe von Computersimulation zu modellieren.
Es wurden die funktionellen Eigenschaften und kinetische Mechanismen
des menschlichen L-Ascorbinsaure-Transporters SVCT1, der heterolog in
Xenopus Oozyten exprimiert ist, charakterisiert. Der Transport der
L-Ascorbinsdure war gesattigt, temperaturabhangig und energetisiert
durch den potentiellen elektrochemischen Na*-Gradienten. Das Ergebnis
war ein Na'-L-Ascorbinsaure'™? Kopplungsverhaltnis von einer simultanen
Messung der einzelnen Strome und Flisse im einzelnen Oozyten bei

einem pH-Wert von 7,5.
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Es ist unwahrscheinlich, dass sich innerhalb der Umgebung des sauren
Mikroklimas des intestinalen Burstensaumes (pH = 6) oder des renalen
proximalen Tubulus (luminaler pH = 7) die Flussverhaltnisse
unterscheiden, da das Ascorbat unter diesen Bedingungen mit 1 —
berechnet wird, jedoch wird ein bescheidener Tropfen in der
L-Ascorbinsédure-Transportaktivitat fur SVCT1 bei niedrigem pH
beobachtet. Der Hill-Koeffizient (ny) fir die Na'-Aktivierung von
L-Ascorbinsaure-hervorgerufene Stromen, betrug = 2, was auf eine hohe
Kooperativitat zwischen den beiden Na’-Bindungsereignissen hinweist.
L-Ascorbinsaure und die Na'-Sattigungskinetik als eine Funktion der
Substratkonzentration, ergab einen gleichzeitigen Transport-Mechanismus
in dem die Bindung wie folgt angeordnet ist: Na®*, L-Ascorbinsaure, Na".
Die gleiche bindende Sequenz wurde fir eine zweite SVCT Isoform im
Menschen, SVCT2, vorgeschlagen. Aufgrund einer anderen Studie, kann
geschlussfolgert werden, dass fiur einen gleichzeitigen Transport-
Mechanismus und Vna, Daten an anderer Stelle die Bindesequenz
unterstutzt: Na®, Na®, L-Ascorbinsaure fur SVCT2. Zusammenfassend
wurde gezeigt, dass SVCT1 ein spannungsabhangiger und rheogener,
zwei Na'-abhangiger L-Ascorbinsaure® Cotransporter (Symporter) ist, mit
einer hohen Affinitat fir L-Ascorbinsaure (Kos = 70 uM). SVCT1 zeigte
eine ausgepragte Temperaturabhangigkeit (Qio = 5). Die Daten zeigten
ein geordnetes simultanes Transportmodell mit der Bindungssequenz Na”,
L-Ascorbinsaure, Na*. [MACKENZIE et al., 2008]

8.6 Transkriptionale Regulierung der
Ascorbinsaure-Absorption

Die intestinale Ascorbinsdure-Aufnahme wird durch extrazellulare
Substratebenen und einem intrazellularen PKC-vermittelten Signalweg
reguliert. Es wurde festgestellt, dass die Supplementierung mit

Ascorbinsaure bei Meerschweinchen zu einer Down-Regulation der
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intestinalen Ascorbat-Absorption fihren kann. Zudem wurde bewiesen,
dass sowohl SVCT1 als auch SVCT 2 durch einen intrazellularen PKC-
vermittelten Signalweg reguliert werden. Diese Regulierung umfasst
mehrere Mechanismen: Wahrend PKC SVCT1 durch seine Verteilung in
der Zellmembran zu beeinflussen scheint, wirkt die Proteinkinase C auf
SVCT2 uber die Verringerung der katalytischen Transporteffizienz des
Carriers an der Zellmembran selbst. [SAID, 2004] Anhand von
Untersuchungen andere intrazellularer Regulationsmechanismen der
Ascorbinsaure-Aufnahme  konnte festgestellt werden, dass die
Regulierung auch potentiell bei PKA, PTK und Ca?‘/Calmodulin auftritt,
nicht aber durch Salpetersaure oxi-abhangigen Signalwegen. [REIDLING
et al., 2008]

In einem Versuch, die Regulation der Expression der humanen
Ascorbinsaure-Transporter hSVCT1 und hSVCT2 in der Leber zu
verstehen, wurden ihre 5" -regulatorischen Regionen charakterisiert, indem
die minimalen Promotor-Sequenzen fur die basale Aktivitat in kultivierten
humanen Leber-Epithelzellen (HepG2) identifiziert wurden. Es wurde auch
festgestellt, dass putative cis-Elemente bei der Regulierung der
Promotoraktivitat eine Rolle spielen. Zuséatzlich wurde eine funktionelle
Studie durchgefuhrt, die die adaptive Regulierung der Expression und
Aktivitat des Ascorbinsaure-Transportsystems in Reaktion auf das
veranderte  Substratniveau demonstriert. Dartber hinaus wurde
festgestellt, dass transkriptionale Mechanismen, die den hSVCT1
Promotor in den beobachteten regulatorischen Ereignissen involvieren,
beteiligt sind. Um diese Mdoglichkeit zu untersuchen, wurde die Aktivitat
des hSVCT1 und 2-Promotor-Luciferase-Konstruktes wahrend eines
Ascorbinsaure-Mangels und einer Supplementation, getestet. Ein
Ascorbinsaure-Mangel wurde mit einer Erhéhung der Aktivitat der hSVCT1
Promotors assoziiert, wahrend sich die hSVCT2 Promotoraktivitat nicht
signifikant verandert hat. Basierend auf der Erkenntnis, dass
transkriptionale Mechanismen an der Ascorbinsaure-defizienten Reaktion
beteiligt sind, wurde eine potentielle cis-regulatorische Stelle in der
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reagierenden Ascorbinsdure-Region des hSVCT Promotors zugeordnet
und bestimmt. Es wurde herausgefunden, dass eine Ascorbinsaure
ansprechende Region in der minimalen 204 bp Promotorregion lokalisiert
ist und dass eine Mutation einer bestimmten HNF-1-Stelle eine
Abschwéchung der Ascorbinsaure defizienten Reaktion verursacht.
Allerdings hatte die Mutation einer anderen HNF-1-Stelle einen starker
limitierenden Effekt. Die Ergebnisse identifizierten die minimalen Regionen
fur die Basalaktivitat, die fur die hSVCT1 und hSVCT2 Promotoren
erforderlich sind. Bezuglich der Bedeutung der gewebsspezifischen
Regulation der Genexpression, wurden verschiedene hSVCT-Promotor-
Aktivitaten mit den Aktivitaten der hSVCT-Promotoren mit kultivierten
humanen glatten Muskelzellen (hWVSMC), verglichen. Zunachst wird das
hSVCT1-Gen in den HepG2 Zellen exprimiert, wahrend sein Transkript in
den nicht nachweisbaren hVSMC wahrscheinlich die Abwesenheit der
Genexpression reprasentiert.

Auch in Bezug auf die hSVCT2 minimalen Promotoren (P1 und P2), tber
deren Aktivitaten in den HepG2 Zellen berichtet wurde, unterscheiden sich
diese erheblich von den bisher vertffentlichten Erkenntnissen in hVSMC.
In dieser Studie wurde eine signifikante relative Aktivitat fur den
P1-Promotor in hVSMC demonstriert (etwa die Halfte der Aktivitat von P2),
wéahrend die aktuellen Ergebnisse in HepG2-Zellen zeigen, dass der
P1-Promotor weniger Aktivitdt besitzt (weniger als ein Zehntel der
P2-Aktivitat).

Dartber hinaus ist die minimale Promotorregion fur die P2-Aktivitat in
HepG2-Zellen zwischen dem P2d6-7-Locus lokalisiert, wahrend in hVSMC
die wichtigere Sequenz im P2d7-8-Locus liegt. Diese Resultate
verschieben den Fokus fur die Begutachtung der cis-regulatorischen
Elemente des hSVCT2-Gens in den beiden Zelllinien und unterstitzen die
Idee, dass die Prufung der Promotoraktivitat in verschiedenen Zelltypen
ein besseres Bild der gewebsspezifischen Regulation der Genexpression
liefern. [REIDLING und RUBIN, 2011]
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9. Folsaure

9.1 Allgemeine Faktoren

Der Begriff ,,Folsdure” umfasst die gesamte Gruppe von Folsaure-Formen,
bestehend aus dem natirliche vorkommenden Polyglutamaten in
Lebensmitteln und Folsédure (Pteroylglutaminsaure), der synthetischen
Form des Vitamins, das als Nahrungserganzungsmittel Anwendung findet.
Folsaure ist damit eine allgemeine Bezeichnung fur jede Form des
Vitamins, unabhangig vom Zustand der Reduktion, der Art der Substitution
oder dem Grad der Polyglutamation. [CABALLERO, 2005 zit. n.
McPARTLIN, 2005]

.Folsdure besitzt eine heterozyklische Struktur, bestehend aus einem
stickstoffhaltigen Pteridinring, der tber seine Methylgruppen am Cg-Atom
mit der Aminogruppe des para-Aminobenzoesaurerings verbunden ist —
Pteroinsaure. Am Carboxylende der p-Aminobenzoesaure ist Uber eine
Peptidbindung ein Glutaminsauremolekil gebunden. Die chemische
Bezeichnung der Folsaure lautet daher Pteroylmonoglutaminsaure
beziehungsweise Pteroylmonoglutamat (PteGlu).” [DGNP, 2012]

Folsaure ist die synthetisierte Form des Vitamins, dessen
Stoffwechselaktivitat eine Reduktion Zu Tetrahydrofolsédure
(THF)-Derivaten erfordert, unter Hinzufigung einer Kette von Glutamat-
Resten in der y-Peptidbindung sowie der Aufnahme von C;i-Einheiten.
Ci-Einheiten werden auf verschiedenen Levels der Oxidation metabolisch
erzeugt und sind reaktive Reste, die an die Ns und/oder Nip Positionen im
Folat-Molekil angehéngt werden. Der Bereich der Oxidationsstufen fir
Folat-Ci-Einheiten erstreckt sich von Methanol zu Formiat, ebenso wie
Methyl-, Methylen-, Methenyl- Formyl- oder Formimino-Resten. Wahrend
Ci-Reste in die Folat Derivate integriert sind, kbnnen sie aus einem
Oxidationszustand zum anderen durch den Gewinn oder Verlust von
Elektronen umgewandelt werden. [CABALLERO, 2005 zit. n. MCPARTLIN,
2005]
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Folate spielen eine wichtige Rolle als C;-Spender in einer Vielzahl von
Biosynthesen spielen, einschliel3lich RNA-Synthese und
DNA-Replikation, mitochondrialer Proteinsynthese, Aminosaure-
Stoffwechsel und Methylgruppen-Biogenese. [GONEN und ASSARAF,
2010]

9.2 Absorption von Folaten

Saugetieren fehlt die enzymatische Kapazitat zur Folat-Biosynthese und
diese mussen daher Folate aus ihrer Erndhrung beziehen. [GONEN und
ASSARAF, 2010] Folat in Lebensmitteln besteht hauptséchlich aus
reduzierten Polyglutamaten, die im Darm vor der Absorption fur die
intestinale Schleimhaut zu Monoglutamaten hydrolysiert werden. Das
Konjugase-Enzym (gamma-Glutamyl-Carboxypeptidase), welches das
diatetische Folat hydrolysiert, wurde auf  der luminalen
BlUrstensaummembran der Enterozyten des menschlichen Jejunums
lokalisiert und wandelt Polyglutamylfolat in Monoglutamylfolat um. Es
weist die gleiche Affinitdt fur Polyglutamate verschiedener Kettenlangen
auf. [CABALLERO, 2005 zit. n. McCPARTLIN, 2005]

Monoglutamyfolat wird in die intestinalen Mukosazellen aufgenommen
durch einen aktiven Natrium- und Glucose-abhangigen
Carriermechanismus nach einer Sattigungskinetik. Unabhangig von der
Folatdosis werden 20-30 % der Monoglutamylfolate tGber einen passiven
Transportmechanismus absorbiert. In den Enterozyten wird durch zwei
Reduktionsschritte das absorbierte Monoglutamylfolat Uber
7,8-Dihydrofolat (DHF) zum  metabolisch  aktiven 5,6,7,8-THF
umgewandelt, das teilweise in methylierter (5-MTHF) und formylierter
(10-Formyl-THF) Form, hauptsachlich jedoch ohne C;-Substituenten als
freies THF, Uber die Pfortader zur Leber gelangt. [DGNP, 2012]



71

9.3 Charakterisierung der Folat-Transportsysteme

Da Folate hydrophile Molekile sind, die bei physiologischen pH-Wert
anionisch vorliegen, Uberqueren sie die biologischen Membranen nur
schlecht durch passive Diffusion. Obwohl die Aufnahme von Folsaure-
Cofaktoren in die Zellen und Gewebe durch Folsaure-Rezeptoren (FR),
der Familie der organischen Anionen-Transporter (OAT) und einem
Protonen-gekoppelten Folat-Transporter (PCFR) vermittelt wird, ist der am
besten charakterisierte Folat-Transporter der ubiquitar reduzierte Folat-
Carrier (RFC; SLC19A1). Diatetische Folate werden meist im Duodeneum
und dem oberen Jejunum vor allem durch PCFT, absorbiert. Allerdings
impliziert die Expression von RFC im gesamten Darm, dass die intestinale
Folat-Aufnahme hauptséchlich im unteren Darm stattfindet. [PATTERSON
et al., 2008]

Demnach sind drei Transport-Systeme flir die Folsaure-Aufnahme derzeit
bekannt:

a. Der reduzierte Folat-Carrier (RFC) RFC/SLC19A1: RFC zeigt eine
hohe Affinitdt fir reduzierte Folate, jedoch schlechte Affinitat fur
Folsaure, ein oxidiertes Folat (K, = 200-400 puM)

b. Folat-Rezeptoren (FR): FRa und FR[ sind Folséure-bindende
Proteine mit hoher Affinitat (Kg = 0,1-10 nM)

c. Der Protonen-gekoppelte Folat-Transporter (PCFT)
PCFT/SLC46A1 wurde urspringlich als ein Ham Tragerprotein-1
(HCP1) mit niedriger Affinitat beschrieben (Einstrom Kp, = 125 pM)

Obwohl die Rolle, die PCFT mobglicherweise im Ham-Transport spielt
weniger dominant ist, ist bekannt, dass PCFT ein Folat-Transporter mit
hoher Affinitat und einer optimalen Transport-Aktivitat bei saurem pH-Wert
ist. [GONEN und ASSARAF, 2010]

Da diese Transporter Affinitaten fir Folsaure im mikromolaren Bereich
aufweisen, wirden sie durch normale Konzentrationen an Folséaure nicht

gesattigt werden. Aus diesem Grund sollte die Folsaure-Aufnahme ins
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Gewebe auf etwaige Erhéhungen der Serum-Folat-Levels infolge einer
Folsaure-Supplementierung ansprechen. Eine wichtige Determinante der
Folat-Aufnahme in die Zellen ist ihre mitotische Aktivitat, die angesichts
der Abhangigkeit der DNA-Biosynthese von der Folat-Coenzym-Funktion
zu erwarten ist. [CABALLERO, 2005 zit. n. McPARTLIN, 2005]

9.4 Struktur des humanen reduzierten Folat Carriers
(hRFC)

Die Struktur des menschlichen RFC (hRFC)-Gens wurde erstmals im Jahr
1998 beschrieben. Es wurden finf kodierte Exons mit konservierten
Grenzflachen und eine hohe Homologie zwischen Mensch und Nager
identifiziert. hRFC wird durch die gewebsspezifische Ausnutzung von funf
grofRen abwechselnd gespleif3ten nicht kodierten Regionen (A1l/A2, A, B,
C, D) und mehreren Promotoren, die tber 35 kb gespannt sind, reguliert.
Die Expression von hRFC wird durch kombinatorische Wirkungen
mehrerer diverser Familien von Transkriptionsfaktoren (d.h. Sp, bZip,
basischer Helix-Loop-Helix-Leucin-Zipper, lkaros, AP2 und C/EBP)
reguliert, gekoppelt mit den Wirkungen auf die posttranskriptionale
Translationseffizienz, der Transkriptionsstabilitat und der Synthese von
modifizierten hRFC-Proteinen, die von AUGSs initiiert werden. Bei der
Maus wurden fir RFC (mRFC), 4 einzigartige 5 -nichtkodierte Regionen
identifiziert (MRFC-a, -b, -c und —d), sowie angrenzende Promotoren. Es
scheint zumindest die teilweise Erhaltung der putativen cis-Elemente in
den mRFC-Promotoren, verglichen mit denen in den hRFC-A1/A2, -B und
—C minimalen Promotoren, identifiziert zu sein. Das mMRFC-Gen wurde aus
dem Chromosom 10 und das hRFC-Gen auf 21922,3 durch Fluoreszenz
in  situ Hybridisierung  (FISH), lokalisiert. ~ Angesichts  der
Herausforderungen des Studiums dieser Bedingungen bei Menschen,
wurde begrindet, dass Mause, denen das mRFC Gen durch das hRFC

Gen ersetzt wurde, erhebliche Vorteile fur das Verstandnis der wichtigen
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Rolle, die RFC an der Folsaure Homoostase in Krankheit und Gesundheit
spielt, aufzeigen. [PATTERSON et al., 2008]

9.5 Regulierung des humanen reduzierten
Folat-Carriers (hRFC)

Angesichts der zentralen Rolle des hRFC bezugnehmend der in vivo
Folsaure-Homoostase, ist es nicht verwunderlich, dass dieses Gen unter
einer komplexen Kontrolle ist. Ein wesentliches Merkmal dieser
Regulierung ist die Verwendung von mindestens finf groen 5°-nicht-
kodierten Regionen und den dazugehdrigen Promotoren. Die Verwendung
der hRFC Promotor/5 -nicht-kodierte Region ist hoch gewebsspezifisch
und wird von Dbeiden ubiquitaren und gewebsspezifischen
Transkriptionsfaktoren gesteuert. Dartber hinaus unterliegen die hRFC
Protein-Levels zusatzlich posttranskriptionalen Kontrollen, einschlief3lich
alternativem Spleil3en, Translationseffizienz, Transkriptstabilitat und der
Synthese von N-terminal modifizierten hRFC’s. Gemeinsam kénnen diese
Mechanismen das Gewebe und den Plasmaspiegel der Folsaure
Cofaktoren wesentlich beeinflussen. Eine wichtige unerforschte
Voraussetzung betrifft die Mdglichkeit, Beitrdge von Modifikatoren in der
hRFC Genstruktur, Expression oder Funktion, mit Promotor, 5 -nicht-
kodierenden Regionen oder veranderter Kodierungssequenz
(einschlie3lich vorkommender Polymorphismen) zu einer normalen
Homoostase und Folat-Pathophysiologien mit Folat-Mangel zuzuordnen.
[PATTERSON et al., 2008]
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9.6 Der Protonen-gekoppelte Folat-Transporter
(PCFT) PCFT/SLC46A1

Es wurde die Grundlage fur den niedrigen-pH Transportweg mit der
Klonierung des Protonen-gekoppelten  Folat-Transporter (PCFT,
SLC46A1) identifiziert, der alle Eigenschaften der niedrigen-pH-Folat-
Transportaktivitdt in S&augerzellen wiedergibt. Aus physiologischer
Perspektive spielt PCFT eine kritische Rolle bei dem Transport von
Folaten durch die apikale Burstensaummembran im proximalen Jejunum,
wo ein saures Mikroklima vorliegt und am Transport von Folaten in das
zentrale Nervensystem. Dies wurde mit der Demonstration etabliert, dass
es Mutationen mit einem Funktionsverlust in diesem Protein wahrend der
autosomal rezessiven Erkrankung, hereditare Folat-Malabsorption gibt, in
der beide Prozesse deutlich beeintrachtigt sind. Daher ist PCFT fur die
Folat-Homoostase und die Folsaure-Suffizienz des Menschen erforderlich.
Aus epidemiologischer Perspektive und aus Studien mit Mausmodellen ist
Folsduremangel ein Risikofaktor fur die Entwicklung von Darmkrebs sowie
maoglicherweise anderen Krebsarten. Umgekehrt gibt es Hinweise, dass
ein Folat-Uberschuss das Tumorwachstum und das Fortschreiten erhoht,
sobald sich eine Malignitat eingestellt hat. Hingegen wird ein deutlicher
Anstieg der PCFT, RFC und Folat-Rezeptor-mRNA-Expression im
Dunndarm bei Mausen beobachtet, im Vergleich einer Folat-defizienten
mit einer Folat-angereicherten Diat. Es wird ein moglicher Mechanismus
vorgeschlagen, durch den die Folat-Bioverfiigbarkeit die Expression von
PCFT verandern kénnte: durch seine Effekte auf die DNA-Methylierung.
[DIOP-BOVE et al., 2009]
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9.7 Funktionen des Protonen-gekoppelten
Folat-Transporters und die erbliche Folsaure-
Malabsorption

Die Funktionen des PCFT als Folat-Protonen-Co-Transporter spiegeln
sich im sauren Mikroklima des oberen Dinndarms wieder. Die
dominierende Rolle die PCFT in der intestinalen Folsaure-Absorption
spielt, wurde anhand der Demonstration mit Patienten mit erblicher
Folsaure-Malabsorption (HFM), festgestellt, die funktionsverlierende
Mutationen im PCFT Gen aufweisen. HFM st eine seltene autosomal-
rezessiv vererbte Erkrankung, die durch gestorte intestinale Fols&ure-
Absorption verursacht wird. HFM Patienten weisen eine sehr niedrigen
Folat-Spiegel im Blut und der Zerebrospinalflissigkeit auf. HFM
manifestiert sich in den ersten Monaten nach der Geburt durch Anamie,
eine Immunschwéache mit Hypogammaglobulimamie, woraus schwere
Infektionen, wiederkehrende und chronische Diarrhoe und folgend
Gedeihstorungen resultieren. Es wurde der Promotor des menschlichen
PCFT Gens identifiziert und gezeigt, dass es eine 1085-bp Insel
(Nukleotide -600 bis +485), die eine zentrale Rolle bei der Modulation der
PCFT Genexpression in sich birgt, gibt. Diese CpG-Insel war in der
humanen Leukamie-Zelllinie dicht methyliert und das PCFT Gen wurde
infolgedessen stillgelegt. Durch Verwendung einer sequentiellen
Deletionsanalyse des PCFT-Promotors fand man heraus, dass ein 271-bp
Fragment stromaufwarts bis zum ersten ATG durch die gleiche
Promotoraktivitat angetrieben wird, wie das gesamten 3,1-kb Fragment.
Ferner ergab sich, dass der minimale PCFT-Promotor nur bei 157-bp
lokalisiert ist. Folgend wurde festgestellt, dass der basale Promotor reich
an funktionellen GC-Box-Stellen ist, die eine wichtige Rolle bei der
Regulierung der PCFT-Gen-Expression spielen. [GONEN und ASSARAF,
2010]
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9.8 Regulierung des PCFT (SLC46A1) durch den
nuklearen respiratorischen Faktor (NRF-1)

Der Nukleare respiratorische Faktor (NRF-1) ist ein zentraler
Transkriptionsfaktor, der die Expression von nuklear-kodierten,
respiratorischen Genen fordert. Es wurde herausgefunden, dass NRF-1
die Expression reguliert und eine Spektrum von Genen fir die
mitochondrialen Funktionen bendtigt werden, einschlie3lich der meisten
nuklearen Gene, die die funf Untereinheiten des respiratorischen
enzymatischen Komplexes kodieren, Komponenten der mitochondrialen
DNA (mtDNA)-Replikation und -Transkription, mitochondriale und
cytosolische Enzyme des Ham-Biosyntheseweges und Komponenten des
Protein-Imports. Obwohl NRF-1 eine wichtige Rolle bei der Regulation und
Koordination der gut getimtes Expression der nuklearen als auch
mitochondrialen Gen-Antwort auf den wachsenden Bedarf in der
mitochondrialen Biosynthese spielt, ist es klar, dass NRF-1 auch eine
wichtige Schlisselrolle beim Zellwachstum hat. Die Analyse der
MRNA-Spiegel aller bekannten Folat-Transporter ergab, dass NRF-1 in
hohem Malie PCFT reguliert und in geringerem Male die RFC und
FRa-Gene. [GONEN und ASSARAF, 2010]

9.9 Folsaure-Absorption im Kolon

Funktionelle, molekulare und immunologische Studien haben gezeigt,
dass Darmepithelzellen  nicht  ausdricklich den  alternativen
Folsdureaufnahmemechanismus Uber den Folat-Rezeptor nutzen. Der
Darm ist einer zweiten Quelle von Folat, d.h. die Folsaure, die durch die
normale Mikroflora des Dickdarms synthetisiert wird, ausgesetzt.
Bedeutende Mengen dieser Folat-Quelle haben gezeigt, dass sie in einer
resorbierbaren Monoglutamatform existieren. Studien haben auch gezeigt,

dass der Dickdarm in der Lage ist, einen Teil dieses Folats zu
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absorbieren. Unter  Verwendung von gereinigten apikalen
Dickdarmmembranvesikeln, die aus dem Darm eines menschlichen
Organspenders isoliert wurden und den aus dem Menschen stammenden,
nicht transformierten Colon-Epithelzellen NCM460, haben
Untersuchungen gezeigt, dass die Folsaureaufnahme im Dickdarm
effizient ist und Uber einen bestimmten Carrier-vermittelten,
pH-abhangigen, DIDS-sensitiven sowie elektroneutralen Mechanismus
erfolgt, der ahnlich dem ist, der im Dunndarm identifiziert wurde. Die
Untersuchungen mit Dickdarmepithelzellen NCM460 haben auch gezeigt,
dass die Folataufnahme im Dickdarm &hnlich der im Dunndarm verlauft,
welche durch eine intrazellulare Protein-Tyrosin-Kinase (PTK) geregelt
wird sowie auch cAMP-vermittelten Signalwege. [SAID, 2004]

9.10 Einflussfaktoren auf die Folsaure-Absorption

Wie bereits unter ,5.5 Thiamin-Absorption: Einfluss von Ethylalkohol und
Chronischer Nierenerkrankung sowie deren Auswirkungen® beschrieben,
ergibt sich die Chronische Nierenerkrankung (CKD) aus der
gekennzeichneten Down-Regulation der Expression von Folsaure- und
Thiamin-Transporter im Darm, Herz, Leber und Gehirn. Diese Ereignisse
kbnnen zu einer reduzierten intestinalen Absorption und beeintrachtigter
zellularer Homoostase dieser essentiellen Mikronahrstoffe, trotz ihres
normalen Plasmaspiegels, fihren. [BUKHARI et al., 2011]

Angesichts der wichtigen Rolle der Folat-HomoOostase in Geweben,
kénnen Transportdefekte, die hRFC involvieren ins Auge gefasst werden.
Pathologische Bedingungen mit Folat-Mangel, einschliellich
Herzkreislauferkrankungen, fetalen Anomalien, neurologischen
Erkrankungen und Krebs, werden damit assoziiert. Diese kdnnen sich
durch Veranderungen in katalytischen Aktivitaten von Folat-abhangigen,

interkonvertierenden und biosynthetischen Enzymen



78

(z.B. 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase) zusammensetzen, die
Einfluss auf die zellulare Verteilung der einzelnen Tetrahydrofolat-Formen
und funktionell wichtigen Polymorphismen im hRFC-Locus, haben. Die
kumulativen Effekte dieser Veranderungen konnen zellulare oder
gewebsspezifische Folsdure-Mangel sein, das in einer beeintrachtigenden
Nukleotid-Biosynthese und der Reparatur von DNA-Schéaden und/oder
DNA-Hypermethylierung aufgrund des verringerten S-Adenosylmethionin
resultiert. [PATTERSON et al., 2008]

Eine Folsaure-Depletion spielt eine Rolle bei der allgemeinen
Hypomethylierung, die zu einer erhdhten intestinalen Folat-Absorption und
gesteigerten Folsaure-Sattigung fihrt. Ebenso kénnte ein Uberschuss an
Folsdure in einer PCFT Hypermethylierung und Unterdrickung der
transkriptionalen  Aktivitat dieses Gens resultieren. Ein solcher
regulatorischer Feedback-Mechanismus koénnte ein wichtiger Faktor bei
der Aufrechterhaltung der Folsdure-Homdoostase sein. Wahrend der Folat-
Status und Auswirkungen auf eine Methylierung und Expression anderer
Folat-Transporter hat, ist PCFT alleine zur Veranderung des Levels der
Folat-Absorption im proximalen Dinndarm und damit auch zur Modulation
des Folsaurespiegels fahig. [DIOP-BOVE et al., 2009]

Ein Mangel an dem Vitamin flhrt zu einer Beeintrachtigung der
Replikation der Zellen und anderen metabolischen Veradnderungen,
insbesondere die mit der Methionin-Synthese zusammenhangen. Die
ahnlichen klinischen Manifestationen  des  Cobalamin- und
Folsduremangels unterstreichen die metabolische Wechselbeziehung
zwischen den beiden Vitaminen. Folsauremangel manifestiert sich klinisch
als megaloblastdre Anamie und ist der haufigste Vitaminmangel in den
entwickelten Landern. [CABALLERO, 2005 zit. n. McPARTLIN, 2005]
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10. Zusammenfassung

Die intestinale Absorption der wasserlgslichen Vitamine, Biotin,
Pantothensaure, Niacin, Thiamin, Pyridoxin, Riboflavin, Ascorbinsédure und
Folsédure wird von substratspezifischen Transportmechanismen vermittelt.
Es kann gesagt werden, dass hohe Dosen des jeweiligen Vitamins durch
passive oder erleichterte Diffusion aufgenommen werden, niedrige Dosen

allerdings ein hochaffines Transportsystem fur die Absorption benétigen.

Die Aufnahme von freiem Biotin durch menschliche
Dunndarmepithelzellen erfolgt (ber ein effizientes, Na'-abhangiges,
Carrier-vermitteltes Biotin-Aufnahme System, das als hSMVT - humaner
Natrium-abhangiger Multivitamintransporter — bezeichnet wird. In
humanen Lymphozyten wurde festgestellt, dass ein
Monocarboxylattransporter (MCT) die hochaffine Biotin-Aufnahme
vermittelt.

Dieses intestinale Biotin-Aufnahmesystem — hSMVT - wird auch von zwei
anderen, unabhangigen Mikronéhrstoffen, namlich dem wasserldslichen
Vitamin Pantothensaure und dem Substrat Lipoat genutzt.

Fur die intestinale Absorption von Niacin, sind zwei Transporter zustandig.
Der Monocarboxylattransporter-1 (MCT1) und der Natrium-gekoppelte
Monocarboxylat-Transporter (SMCT1). Auch wenn es keine strukturelle
Ahnlichkeit zwischen diesen beiden Transportern gibt, zeigen beide eine
ahnliche Substratspezifitat.

Verantwortlich fiir die Aufnahme von Thiamin sind zwei Proteine aus der
Carrier-Genfamilie SLC19A, die als humane Thiamin-Transporter-1
(hTHTR1; SLC19A2) und humaner Thiamin-Transporter-2 (hTHTR2,
SLC19A3) identifiziert wurden. Die Thiamin-Aufnahme erfolgt
pH-abhangig, Na'-unabhingig, abhangig von Temperatur und
Stoffwechselenergie und gesattigt als Funktion der Konzentration.

Die phosphorylierten  Vitamere von Pyridoxin werden durch

Carrier-vermittelte Diffusion absorbiert.
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Die drei Riboflavin-Transporter-1, -2 und -3 (hRFT-1, -2 und -3) sind alle
im menschlichen Darm exprimiert. Die Expression des hRFT-2 ist h6her
als die der anderen Transporter und aus diesem Grund wird der
Riboflavin-Aufnahmeprozess durch diesen vermittelt.

Die beiden Vitamin C-Transporter-1 und -2 (hSVCT-1 und hSVCT-2), die
Produkte der SLC23Al1 und SLC23A2 Gene, sind zustandig fur den
Transport von Ascorbinsdure in die Mukosazellen des oberen Dinndarms.
Fur die intestinale Folsaure-Absorption sind derzeit drei Transportsysteme
bekannt: Der reduzierte Folat-Carrier RFC/SLC19A1, Folat-Rezeptoren
(FRs) und der Protonen-gekoppelte Folat-Transporter PCFT/SLC46AL1.
Die transkriptionale Regulierung dieser Transportsysteme und auch die
genetischen bedingten Einflussfaktoren, die auf die molekularen
Mechanismen zur Absorption wirken, sind teilweise noch nicht
ausreichend erforscht. Jedoch werden durch laufende Studien immer

wieder neue Erkenntnisse gewonnen.
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11. Abstract

The intestinal absorption of the water-soluble vitamins, biotin, pantothenic
acid, niacin, thiamin, pyridoxine, riboflavin, ascorbic acid and folic acid is
mediated by specific transport mechanisms. It can be said that high doses
of the respective vitamins are absorbed by passive or facilitated diffusion.
Low doses, however, require a high-affinity transport system for
absorption.

The uptake of free biotin by human brush border epithelial cells occurs via
an efficient, Na'-dependent and carrier-mediated biotin uptake system,
called hSMVT, human sodium-dependent multivitamin transporter. It has
been determined in human lymphocytes that a monocarboxylate
transporter (MCT) interfers with high-affinity biotin uptake. The same
intestinal biotin absorption system, hSMVT, is also used by two other
independent micronutrients, namely the water-soluble vitamin pantothenic
acid and the substrate lipoate. For the intestinal aborption of niacin, two
transporters are responsible: the monocarboxylate transporter-1 (MCT1)
and the sodium-coupled monocarboxylate transporter-1 (SMCT1). Even
when there is no structural similarity between these two transporters, both
show a similar substrate specificity. Responsible for the uptake of thiamine
are two proteins from the carrier gene family SLC19A, which were
identified as the human thiamine transporter-1 (hnTHTR1, SLC19A2) and
human thiamine transporter-2 (hnTHTR2, SLC19A3). The thiamine uptake
is pH-dependent, Na'-dependent, depending on temperature and
metabolic energy, and saturated as a function of concentration. The
phosphorylated vitamers of pyridoxine are absorbed by carrier-mediated
diffusion. In the human intestine all of the three riboflavin transporter-1, -2
and 3 (hRFT-1, -2 and -3) are expressed. The expression of the hRFT-2 is
higher than the other transporters and for this reason, the riboflavin uptake
process is mediated by this one. Both, vitamin C transporter-1 and -2
(hSVCT-1 and hSVCT-2), the products of the SLC19A1 and SLC19A3
genes are responsible for the transport of ascorbic acid in the mucosa
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cells of the upper small intestine. For the intestinal absorption of folic acid
three transport systems are currently known: the reduced folate carrier
RFC/SLC19A1, folate receptors (FRs) and the proton-coupled folate
transporter PCFT/SLC46A1. The transcriptional regulation of these
transport systems and the related genetic factors that contribute to the
molecular mechanisms of absorption, are, in part, not yet sufficiently
researched. However, through ongoing studies always new insights are
gained.
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