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1 Einleitung

1.1 Alterung

Der deutsche Mediziner und Begriinder der Gerontologie, Max Biirger, definierte 1965
das Altern als eine irreversible, zeitabhdngige Veranderung von Strukturen und
Funktionen lebendiger Systeme (Bilrger, 1965). Der US-amerikanische Gerontologe
Leonard Hayflick definierte Altern als die Summe aller Verdnderungen, die in einem
Organismus wahrend seines Lebens auftreten und zu einem Funktionsverlust von Zellen,
Geweben oder Organen und schlieRlich zum Tod fiihren (Hayflick, 2007). Bis heute gibt es
keine allgemein akzeptierte wissenschaftliche Definition (Bowen & Atwood, 2004),
jedoch steht fest, dass das Altern ein fortschreitender, nicht umkehrbarer biologischer
Prozess ist, der mit dem Tod endet. Allgemein ist die Annahme akzeptiert, dass
verschiedene hochkomplexe und vielfach noch ungekldrte Mechanismen fiir das Altern

verantwortlich sind.

1.1.1 Alterstheorien

Da die Ursachen des Alterns sehr vielschichtig und komplex sind, gab es bereits 1990 etwa
300 verschiedene Theorien zum Altern (Medvedev, 1990). Die unterschiedlichsten
Antworten, warum Organismen altern, werden als Alterstheorien bezeichnet. Viele der
Alterstheorien ergdnzen sich gegenseitig und kénnen nicht strikt voneinander getrennt
werden, sodass bis heute keine dieser Theorien allein betrachtet in der Lage ist, eine
wissenschaftlich fundierte, allumfassende Erkldrung fir den Prozess des Alterns zu liefern.
Letztlich wird es wohl nicht die eine Theorie sein, mit der alle altersbedingten
Veranderungen erklart werden kénnen, sondern eine Kombination aus verschiedenen
Theorien, welche sich in die zwei Hauptgruppen, Schadens- und Evolutionstheorie,

einteilen lassen (Peto et al., 1985).

1.1.1.1 Schadenstheorien

Nach der Schadenstheorie ist das Altern ein Vorgang, der durch die Summe von Schaden
wie Oxidation, Abnutzung oder Akkumulation defekter Strukturen wie Proteine oder DNA

hervorgerufen wird. Die bekannteste Theorie ist die Freie-Radikal-Theorie.

Die Theorie der freien Radikale wurde 1956 von Harman formuliert (Harman, 1956).
Nach Harman wird Altern hauptsachlich durch Schaden hervorgerufen, die durch reaktive

Sauerstoffspezies (ROS) in den Zellen entstehen. Die freien Radikale werden infolge von
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Stoffwechselprozessen aus molekularem Sauerstoff gebildet und schadigen durch ihre
Freisetzung wichtige Molekile wie z.B. DNA, RNA, Proteine oder Lipide. Dies fiihrt nach
der Theorie von Harman zu einer stetig anwachsenden Ansammlung von geschadigten

Zellkomponenten, die wiederum den Alterungsprozess ausldsen.

Um sich gegen den oxidativen Schaden zu schiitzen, hat die Zelle verschiedene
enzymatische Abwehrsysteme entwickelt wie z.B. die Superoxiddismutase (SOD), Katalase
oder Glutathionperoxidase. Diese Enzyme sind in der Lage Uber eine Reihe chemischer
Reaktionen reaktive Sauerstoffspezies zu inaktiven Komponenten zu detoxifizieren und
somit unschadlich zu machen (Ames et al., 1993). Die Theorie von Harman wird in der
Wissenschaft kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite gibt es verschiedene
unterstitzende Ergebnisse (Duthie et al., 1989; Ames et al., 1993; Van Remmen et al.,
2003). So konnte beispielsweise die Lebensdauer von Fruchtfliegen durch eine
Uberexpression der SOD und Katalase um 34% gesteigert werden (Orr et al., 2003) und
eine besonders langlebige Spezies des Nematoden Caenorhabditis elegans zeigte
ebenfalls einen signifikanten Anstieg dieser beiden Enzyme (Larsen, 1993). Auf der
anderen Seite widersprechen einige Beobachtungen der Theorie von Harman (Orgel,
1970; Bjelakovic G, 2007; Perez et al., 2009; Salmon et al., 2010). Durch eine gezielte
Verminderung der SOD2 in C. elegans verlangerte sich entgegen aller Erwartungen die
durchschnittliche Lebensdauer des Fadenwurms (Van Raamsdonk & Hekimi, 2009) und
besonders langlebige Ameisen besaBen weniger SOD1 als ihre kurzlebigeren Artgenossen
(Parker et al.,, 2004). Experimente mit Knockout-Mausen (SOD -/-) zeigten zwar eine
erhéhte Menge an oxidativen Schaden auf zelluldrer und molekularer Ebene, die
Lebensdauer verdnderte sich jedoch nicht (Van Remmen et al., 2003). Ebenso konnten
Huang et al. durch eine Uberexpression der CuZn-SOD die Lebensdauer von Méiuse nicht

steigern (Huang et al., 2000).

Die Mutationstheorie und die DNA-Schadenstheorie sehen als Ursache des Alterns
irreversible Schaden der DNA, welche zu Mutationen fiihren und die genetische
Information verandern oder unbrauchbar machen (Failla, 1958). Im Laufe der Zeit wurde
die DNA-Schadenstheorie mehrmals verandert, da immer neue DNA-Schiden und
Mutationen entdeckt wurden (Gensler & Bernstein, 1981; Vijg & Dolle, 2002; Freitas & de
Magalhaes, 2011). Mit zunehmendem Alter des Organismus versagen die zelleigenen
DNA-Reparaturmechanismen, um diese Mutationen zu beseitigen, die durch endogene
und exogene Noxen entstanden sind. Folglich kommt es zu einer Akkumulation der DNA-
Schaden und damit zur Bildung von fehlerhaften Proteinen oder dem Verlust von
Proteinen, die fiir den Metabolismus bendtigt werden. Es ist bewiesen, dass
DNA-Mutationen sowohl in Mausen als auch im Menschen mit dem Alter zunehmen
(Esposito et al., 1989; Vijg & Dolle, 2002) und besonders langlebige Wiirmer eine erhohte

DNA-Reparatur-Kapazitat zeigen (Hyun et al., 2008). Trotzdem ist es schwer eindeutig zu
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sagen, ob diese Veranderungen Begleiterscheinungen oder Ursachen des
Alterungsprozesses sind. Mduse mit einer besonders hohen Expression von MGMT
(Methylguanin-Methyltransferase) besalRen zwar ein geringeres Risiko an Krebs zu
erkranken, der Alterungsprozess wurde jedoch nicht verlangsamt (Zhou et al., 2001). Auf
der anderen Seite fiihrte eine Uberexpression von p53 in Mausen zu einer verlangerten
Lebensdauer (Matheu et al., 2007), jedoch wurde nicht deutlich, ob der Alterungsprozess
an sich verzogert oder die DNA-Reparatur verbessert wurde. Die Mutationstheorie gilt
inzwischen als weitgehend (iberholt, da Studien zeigen, dass die meisten Zellen auch im

Alter noch in der Lage sind DNA-Schaden effektiv zu reparieren (Takebe et al., 1977).

Die Fehler-Katastrophen-Theorie wurde von Orgel begriindet und lehnt an die
Mutationstheorie an (Orgel, 1963). Demnach gibt es zwei Arten von Proteinen innerhalb
einer Zelle. Zum einen gibt es Proteine, die Stoffwechselfunktionen austiben und zum
anderen Proteine, die der Informationsiibertragung dienen. Nach der Fehler-
Katastrophen-Theorie l6sen Storungen bei der Translation und Transkription von
Proteinen eine Fehlerkaskade in der Zelle aus, wodurch fehlerhafte Proteine mit der Zeit
in den Zellen akkumulieren und schlieBlich zum Funktionsverlust und langfristig zum Tod
fihren (Medvedev, 1990). In der Tat wird mit zunehmendem Alter ein Anstieg an
geschadigten Proteinen beobachtet (Gershon & Gershon, 1970), aber auch bei dieser
Theorie gibt es eine Reihe von Versuchsergebnissen, die dagegen sprechen (Becker &
Schipperges, 1993). Kritisiert wird unter anderem, dass keine konkreten Angaben Uber die
genaue Position und Art der Fehler geliefert wird. AuBerdem konnte durch die Zufuhr
zerstorter Aminosduren die Menge an fehlerhaften Proteinen zwar erhdht werden, die

Lebensdauer verkirzte sich daraufhin allerdings nicht (Strehler, 1962).

1.1.1.2 Evolutionstheorien

Die Schadenstheorien liefern Erklarungsmodelle wie ein Organismus altert, die
Evolutionstheorien hingegen versuchen, die Frage nach dem warum zu beantworten. Die
Theorien gehen davon aus, dass die verschiedenen Etappen der Entwicklung in ihrer
Reihenfolge und Dauer klar programmiert sind (Kirkwood & Cremer, 1982). Das Altern ist
nach diesen Theorien das Ergebnis der Evolution und entstand erst im Laufe der Zeit.
Bereits Darwin beschrieb 1859 in seiner Evolutionstheorie, dass die begrenzte
Lebensdauer der héheren Organismen einen Nutzen haben misse, der den Nachteil des
Alterns kompensiert (Kirkwood, 1997). In der Evolutionstheorie werden vielfiltige
Mechanismen beschrieben, die als Ursache fiir das Altern diskutiert werden, von denen

unter anderem die Verkirzung der Telomere besonders weit verbreitet ist.

Die Telomer-Hypothese des Alterns besagt, dass vom Zeitpunkt der Geburt an eine
Verkirzung der Telomere an den Chromosomenenden stattfindet und diese Verkiirzung

ursachlich fur das Altern einer Zelle ist. Flr diverse Spezies konnte bereits gezeigt werden,
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dass die Verkiirzung der Telomere zur Ausbildung einer Seneszenz fuhrt (Chiu & Harley,
1997; Lanza et al., 2000). Im Modellorganismus C. elegans hat die Telomerldnge dagegen
keinen Einfluss auf das Altern (Raices et al.,, 2005) und auch Mause besitzen
verhédltnismaRig lange Telomere (Lanza et al.,, 2000). Des Weiteren wurden verkirzte
Telomere bei geklonten Schafen, Kiilhen und Mausen gefunden, welches bei Schafen zu
vorzeitigen Alterungsprozessen fiihrte, Kilhe und Mause jedoch nicht beeinflusste (Shiels
et al.; Tian et al., 2003). Die Theorie baut auf den Beobachtungen von Hayflick aus dem
Jahre 1961 auf (Hayflick & Moorhead, 1961). Er beobachtete damals als Erster, dass mit
jeder Zellteilung die Teilungsrate abnahm und widerlegte dadurch die bis dahin
herrschende Meinung von A. Carrel, dass Zellen aullerhalb des Gewebeverbands
grundsatzlich unsterblich seien (Carrel & Ebeling, 1921). Die von Hayflick beschriebene
begrenzte Lebensdauer wird auch als Hayflick-Limit oder replikative Seneszenz bezeichnet
und wurde durch die Untersuchung von Harley et al. unterstiitzt. Harley et al. zeigten,
dass mit jeder Zellteilung eine Verkiirzung der Telomere einherging und in Folge dessen
die Zellteilungsrate langsamer wurde (Harley et al., 1990). Ab einer kritischen
Telomerlange teilten sich die Zellen nicht mehr und wurden seneszent. Die
Beobachtungen von Hayflick und Harley bilden bis heute die Grundlage fiir die Theorie

der zelluldren Seneszenz.

1.1.2 Seneszenz (zelluldres Altern)

Die Theorie der Seneszenz baut auf den Beobachtungen von Hayflick und Harley beziiglich
eines Verlusts der proliferativen Kapazitdt nach einer bestimmten Anzahl an Zellteilungen
auf (Hayflick & Moorhead, 1961; Harley et al.,, 1990). Durch die Kultivierung von
Saugertierzellen in vitro wurde es moglich, die molekularen Veranderungen des Alterns zu
untersuchen und zu verstehen (Mitnitski et al., 2002). 1961 stellte Hayflick fest, dass sich
normale menschliche Zellen nicht unendlich oft teilen kénnen und somit nicht unsterblich
sind (Hayflick & Moorhead, 1961). Hayflick unterteilt das von ihm beschriebene
Wachstumsverhalten in drei Phasen (s. Abbildung 1.1). Die erste Phase beschreibt einen
Zeitraum von 1-3 Wochen, in denen es zur Ausbildung der Priméarkultur aus dem
Originalgewebe kommt. Mit Erreichen der ersten Konfluenz dieser Kultur beginnt die
zweite Phase. Die zweite Phase umfasst je nach Zelltyp einen Zeitraum von 2-10 Monaten
und ist gekennzeichnet durch eine exponentielle Proliferation der Zellen mit hoher
metabolischer Aktivitat. Das Ende der zweiten Phase wird durch das Einstellen der
Proliferation gekennzeichnet. In der dritten postmitotischen Phase verharren die Zellen in
der GO/G1-Phase des Zellzyklus” und erreichen nicht mehr die S-Phase, sind jedoch trotz
des Wachstumsarrests weiterhin metabolisch aktiv (Muller, 2009). Hayflick nahm an, dass

es sich bei der dritten Phase um einen Prozess handelt, der auf zelluldrer Ebene das
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Altern darstellt. Dieser in vitro beobachtete Stillstand der Proliferation wird als replikative
Seneszenz bezeichnet (Hayflick & Moorhead, 1961; Ben-Porath & Weinberg, 2005).
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Abbildung 1.1: Einteilung der Wachstumskurve nach L. Hayflick In der 1. Phase kommt es zur Ausbildung
der Primarkultur aus dem Originalgewebe. Mit Erreichen der ersten Konfluenz dieser Kultur beginnt die
zweite Phase. Die zweite Phase umfasst je nach Zelltyp einen Zeitraum von 2-10 Monaten und ist
gekennzeichnet durch eine exponentielle Proliferation der Zellen. Das Ende der zweiten Phase wird durch
das Einstellen der Proliferation gekennzeichnet. In der dritten Phase verharren die Zellen in der GO/G1-
Phase des Zellzyklus® und befinden sich in der replikativen Seneszenz. CPD: kumulative
Populationsverdopplung

Als wichtiger Faktor fiir das Auftreten der replikativen Seneszenz wurde zundchst die
Verkirzung der Telomere wadhrend der Replikation angesehen (Harley et al., 1990). Mit
steigender Zahl durchlaufener Zellteilungen werden die Telomersequenzen stetig kiirzer
bis zu einer kritischen Lange, welche die replikative Seneszenz auslost (Campisi & d'Adda
di Fagagna, 2007). Weitere Untersuchungen lieferten auRerdem Ergebnisse, dass nicht
allein die Lange der Telomere, sondern vielmehr eine Stérung des Gesamtzustands der
Telomerstruktur (Telomer-Dysfunktion) fiir das Einleiten der replikativen Seneszenz
verantwortlich ist (Gilley et al., 2005; Rodier et al., 2005). Durch die Telomer-Dysfunktion
werden die gleichen Signalwege aktiviert, welche auch als Reaktion auf DNA-Schaden
(d'Adda di Fagagna et al., 2004) oder externe Einfliisse wie oxidativen Stress (Reaper et
al., 2004) aktiviert werden. Die Folge ist eine vorzeitige, telomerunabhdngige Seneszenz,
welche als ,stressinduzierte, vorzeitige Seneszenz” (stress induced premature

senescence) (SIPS) bezeichnet wird (Campisi, 2005).
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Durch diese vorzeitige Seneszenz und der damit verbundenen Kontrolle der
Teilungsaktivitdt kdnnen Organismen vor der Akkumulation von Zellen geschiitzt werden,
die einen kritischen Grad an potentiell transformierenden Mutationen in sich tragen. Das
Risiko der Entstehung von Krankheiten, die auf einer erhohten Proliferation basieren, wie
z.B. Krebs, kann durch diesen Mechanismus gesenkt werden (Campisi, 2001). Zur
Induktion eines seneszenten Phdnotyps sind zahlreiche Veroéffentlichungen erschienen,

von denen die wichtigsten in Tabelle 1.1 exemplarisch aufgelistet sind.

Tabelle 1.1: Méglichkeiten zur Induktion zelluldrer Seneszenz; modifiziert nach (Toussaint et al., 2002)

Fortlaufende Subkultivierung in vitro  (Hayflick & Moorhead, 1961)

SIPS in vitro

e H,0, (Frippiat et al., 2001)

e Homocystein (Xu et al., 2000)

e Busulfan (Probin et al., 2007)

e Doxorubicin (Robles et al., 1999)

e (is-platin (Wang et al., 1998)

e UV-A (Wlaschek et al., 2000)
e UV-B (Brenneisen et al., 2002)
e Gammastrahlung (Oh et al., 2001)

Uberexpression von Proto-Onkogenen

e raf-1 (Ravi et al., 1999)

e ras (Serrano et al., 1997)

e Jun-B (Passegue & Wagner, 2000)
e crel (Bernard et al., 2001)

e E2F1 (Dimri et al., 2000)

Uberexpression von Tumorsuppressoren

e plb (Alcorta et al., 1996)

e p21 (McConnell et al., 1998)
Stimulation mit Cytokinen

e TGF-R1 (Katakura et al., 1999)

o |L-1la (Dewberry et al., 2003)
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An der Kontrolle der Teilungsaktivitdt sind verschiedene Proteine beteiligt, z.B. Proto-
Onkogene (Rb) oder Tumorsuppressoren (p53). Durch einen Funktionsausfall von Rb oder
p53 kommt es auf der einen Seite zu einer verlangerten Lebensspanne und einem
erhohten Krebsrisiko (Wenyi et al., 2003), wahrend auf der anderen Seite die Aktivierung
von p53 bei jungen humanen Zellen zu einem Zellzyklusarrest fiihrt, welcher von einem
seneszenten Phanotyp begleitet wird (de Stanchina et al., 1998). Der Zellzyklusarrest ist
eines der wesentlichen Merkmale sowohl bei replikativ seneszenten als auch bei induziert

seneszenten Zellen.

1.1.2.1 Der Zellzyklus

Vorrausetzung fir die Entstehung einer neuen Zelle ist die Verdopplung der
chromosomalen DNA, die Trennung der Chromosomen und ihre Aufteilung auf zwei
Tochterzellen. In der S-Phase (Synthese-Phase) wird die DNA repliziert und anschlief3end
in der M-Phase (Mitose-Phase) auf die Tochterzellen verteilt (Miller-Esterl, 2010).
Zwischen dem Ende der M-Phase und dem Beginn der S-Phase liegt die G1-Phase (Gap1-
Phase), in der Proteine synthetisiert werden und das Zellwachstum voran schreitet. Nach
der S-Phase gibt es eine weitere Wachstumsperiode, die G2-Phase, in welcher die Zelle
sich fur die Mitose vorbereitet. Wahrend dieses Zellzyklus gibt es drei zentrale
Kontrollpunkte (Rassow et al., 2012) (s. Abbildung 1.2). In der spaten G1-Phase wird der
Ubergang in die S-Phase kontrolliert, indem die Zelle (iberpriift, ob eine ausreichende
ZellgroRe erreicht wurde und keine DNA-Schdden vorliegen. Am Ende der G2-Phase
existiert ein weiterer Kontrollpunkt, welcher lberprift, ob die DNA vollstandig repliziert
wurde oder neue DNA-Schaden vorliegen. Ein dritter Kontrollpunkt (iberprift am Ende
der M-Phase, ob die beiden Chromosomensédtze korrekt aufgeteilt wurden. Sollte an
einem der Kontrollpunkte ein Defekt festgestellt werden, wird der Zellzyklus angehalten,
sodass die Zelle entweder Reparaturmechanismen startet, die Apoptose oder Seneszenz
einleitet. G1-, S- und G2-Phase werden zusammen als Interphase bezeichnet (Miiller-
Esterl, 2010). Ruhende, sich nicht mehr teilende Zellen kénnen dauerhaft in der GO-Phase

der Interphase verharren.
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Transkription von
S- Phase- Genen

Abbildung 1.2: Regulation der Zellzyklusphasen durch Cycline Die phasenspezifisch exprimierten Cycline
reagieren in allen Phasen des ZeIIzykJus mit spezifischen cyclinabhangigen Kinasen (CDK). Dadurch werden
diese CDK’s aktiviert und leiten den Ubergang in die nachste Phase ein z.B. liber eine Phosphorylierung des
Rb-Proteins, welches den Transkriptionsfaktor E2F aktiviert und die Transkription von S-Phase-Genen
initiiert.

Zur mitotischen Teilung einer Zelle muss diese zunachst mit Hilfe von mitogenen Stimuli
aus der GO-Phase in die G1-Phase des Zellzyklus eintreten. Die mitogenen Stimuli steigern
die Expression von Cyclinen, welche als Regulatorproteine in Kombination mit den
dazugehorigen cyclinabhangigen Kinasen (CDK) das Herzstiick des Kontrollsystems bilden
(s. Abbildung 1.2). Die Cyclinkonzentration ist im Gegensatz zur Konzentration der CDK's
zellzyklusabhdnging reguliert und kontrolliert darliiber die enzymatische Aktivitat der
CDK’s (Muller-Esterl, 2010). Durch die Aktivierung der cyclinabhdngigen Kinasen (CDK’s)
wird (ber die Phosphorylierung von Substratproteinen das Fortschreiten der Zelle im
Zellzyklus  kontrolliert. Die Cyclin-CDK-Komplexe durchlaufen dabei zyklische
Veranderungen ihrer Aktivitdt, sodass z.B. der Komplex aus Cyclin-D und CDK4/6 sein
Aktivitdtsmaximum in der G1-Phase hat (Rassow et al., 2012). Der Ubergang von G1- zur
S-Phase wird durch die maximale Aktivitdt des Cyclin-E-CDK2-Komplexes gesteuert und
Cyclin-B reguliert (iber die Interaktion mit CDK den Ubergang von der G2- in die
Mitose-Phase (Miuller-Esterl, 2010). CDK1 ist wdhrend des gesamten Zellzyklus
vorhanden, wahrend Cyclin-B phasenweise reguliert wird. Erst in der spaten S-Phase wird
die Cyclin B Synthese eingeleitet, wodurch das Protein wahrend der S-und der G2-Phase
akkumuliert. Erste Vorrausetzung fir die Aktivierung von CDK1 ist die Assoziation mit
Cyclin B. AuRerdem muss Threonin161 phosphoryliert und Tyrosin14/Threoninl5
dephosphoryliert werden (Loffler, 2008). Durch diese engmaschige Kontrolle wird
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verhindert, dass die Zelle unkontrolliert in die Mitose Ubergeht, sodass eine Teilung nur
unter optimalen Bedingungen stattfindet. In der M-Phase werden dann Mechanismen zur
Abschaltung von CDK1 in Gang gesetzt (Rassow et al., 2012). Aktive Cyclin-CDK-Komplexe
phosphorylieren Substratproteine wie bspw. das Rb-Protein. Das Rb-Protein bindet in
seiner nativen Form an den proliferationsférdernden Transkriptionsfaktor E2F, welcher
die Expression von Zellzyklusgenen und Genen der DNA-Replikation steuert (Dimri et al.,
2000). Ein aktivierter Cyclin-CDK-Komplex phosphoryliert das Rb-Protein und |6st es damit
aus dem Komplex mit E2F, wodurch E2F-gesteuerte Gene zur Transkription frei gegeben
werden. Ein weiteres Beispiel fiir die Kontrolle der zellularen Proliferation bildet der
Tumorsuppressor p53. Ahnlich wie Rb wirkt auch p53 als transkriptioneller Regulator.
Nach einem DNA-Schaden wird p53 durch posttranslationale Modifikationen aktiviert
(Jayaraman & Prives, 1999), wobei die Phosphorylierungen an unterschiedlichen Stellen
von p53 auftreten kdnnen. Daraufhin initiiert p53 eine Vielzahl von Signalkaskaden,
welche zu unterschiedlichen Zyklusarresten fiihren kénnen (s. Abbildung 1.3). Nach der
DNA-Schadigung kann p53 direkt an den Promoter von p21 binden und dessen
Transkription einleiten. Durch die erhdhte Expression von p21 wird beispielsweise der
Cyclin-C-CDK4-Komplex inhibiert, welcher fiir den Ubergang von der G1- in die S-Phase
verantwortlich ist (Miller-Esterl, 2010).

DNA- Schaden

ATM Chk1
ATR > chk2

Abbildung 1.3: Zellzykluskontrolle durch p53 nach DNA-Schddigung p53 wird (ber translationale
Modifikationen aktiviert und kann direkt an den Promoter von p21 binden und dessen Transkription
einleiten. p21 wiederum ist in der Lage unterschiedliche Cyclin-CDK-Komplexe zu inaktivieren, wodurch ein
Zellzyklusarrest in der jeweiligen Zyklusphase ausgeldst werden kann.
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1.2 Die Haut

1.2.1 Aufbau

Die menschliche Haut gliedert sich histologisch in drei abgrenzbare Schichten: die
Epidermis, die Dermis und die Subkutis (Unterhaut) (s. Abbildung 1.4). Des Weiteren
befinden sich Haarfollikel sowie SchweiRR-und Talgdriisen in der Haut. Letztere sekretieren
verschiedene Substanzen, die auf der Haut einen Hydrolipidfilm bilden, dessen pH-Wert
aufgrund der hohen Konzentration an freien Fettsduren in dem Bereich 5,5-6,5 liegt
(Fritsch, 1983). Dieser sogenannte Saureschutzmantel wirkt antibakteriell und schiitzt die

Haut vor duRReren EinflUssen.

In Abhangigkeit vom Erndhrungszustand lagert sich in der Subkutis das Fettgewebe ein,
wodurch die Unterhaut als Kélteschutz und Energiespeicher dient (Deutschmann, 2007).
Oberhalb der Subkutis befindet sich die Dermis. Sie dient als Stiitz-und Bindegewebe und
besitzt eine hohe Widerstandsfahigkeit gegeniliber mechanischer Beanspruchung. Die
Dermis lasst sich aufgrund der Anordnung der Bindegewebsfasern in stratum papilare
und stratum reticulare unterteilen. Die duRRerste Hautschicht bildet die Epidermis. Sie ist
Uber die Basallamina mit der Dermis verbunden und dient hauptsachlich als natirliche
Barriere (Millington & Wilkinson, 1983).

- stratum corneum
© stratum granulosum —E pide rmis
| stratum spinosum
stratum basale
stratum reticulare
— Dermis
stratum papillare
— Subkutis

Schweildriise  Haarfollikel  BlutgefdBe Nervenfaser

Abbildung 1.4: Aufbau der menschlichen Haut Der Querschnitt zeigt den schematischen Aufbau der Haut
bestehend aus Subkutis, Dermis und Epidermis, sowie einen Teil der Hautanhangsgebilde. Die Epidermis
wird von Keratinozyten aufgebaut und gliedert sich in stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum und stratum corneum (Modifiziert nach (Deutschmann, 2007)).
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1.2.1.1 Epidermis

Als mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel bildet die Epidermis die oberste
Hautschicht und besteht zu 90% aus Keratinozyten. Durch den mehrschichtigen Aufbau
und den dichten Zellverbund bildet die Epidermis eine funktionelle Barriere und erfillt
damit eine wichtige Schutzfunktion (Deutschmann, 2007). AuRerdem ist sie in der Lage,
sich durch eine verstarkte Verhornung an eine wechselnde mechanische Beanspruchung
anzupassen. Von innen nach aullen unterscheidet man insgesamt vier
Epidermisschichten: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum und stratum
corneum (Fritsch, 1983). Diese vier Schichten spiegeln den Differenzierungsprozess der
Keratinozyten wieder, welcher im stratum basale beginnt. Dort befinden sich die
epidermalen Stammzellen, aus denen die Keratinozyten durch Teilung hervorgehen. Von
den beiden Tochterzellen teilt sich die eine erneut, wiahrend die andere beginnt zu
differenzieren. Diese wandert ber das stratum spinosum zum stratum granulosum, wo
bereits ein Teil der Keratinozyten Keratingranula einlagert und somit leblos werden. Der
Ubergang in das stratum corneum erfolgt, sobald die Keratinozyten vollstindig verhornt
und damit abgestorben sind. Gemeinsam mit Fetten zwischen den Zellen bildet das

stratum corneum eine wasserabweisende Schutzschicht (Millington & Wilkinson, 1983).

1.2.1.2 Dermis

Die Dermis liegt oberhalb der Subkutis und ist ein fibroelastisches Bindegewebe. In der
Dermis sind zahlreiche Blut- und LymphgefdBe, sowie Driisen, Haarwurzeln und
Sinnesrezeptoren verankert. Durch die in der Dermis liegenden GefédfRe wird die Epidermis
Uber Diffusion mit Nahrstoffen versorgt. Die Dermis besteht aus reiRfesten Kollagenfasern
und aus elastischen Fasern, wodurch sich sowohl eine starke ReiRfestigkeit als auch eine
hohe Elastizitdt ergibt. Die extrazelluldre Matrix der Dermis besteht zu ca. 75% aus
Kollagen und ist Gberwiegend durch Fibroblasten bewachsen. Diese zeichnen sich durch
eine besonders hohe Synthesekapazitat aus (Wolff et al., 2007) und produzieren sowohl
Strukturproteine wie Kollagen, Elastin, Fibronektin und Laminin, als auch extrazellulare

Matrixkomponenten wie Glukosaminoglykane oder Proteoglykane (Fritsch, 1983).

Die Dermis besteht Gberwiegend aus Kollagenfasern vom Typ1 (80-90%) (Kadler, 1994).
Der Rest teilt sich auf die Kollagene l1lI, IV, V, VI und VII auf, wobei Kollagen IV und VII
beispielsweise wichtig fiir die Verankerung zwischen Dermis und Epidermis sind (Fratzl,
2008). Das Kollagen wird als losliches Prokollagen von den Fibroblasten in der Dermis
gebildet und in den extrazellularen Raum sekretiert. Dort wird es enzymatisch umgebaut,
wodurch nach Abspaltung terminaler Peptide das Kollagen durch die Lysyloxidase
guervernetzt werden kann. Diese sogenannten Fibrillen lagern sich wiederum zu Fasern
zusammen, die wiederum gebiindelt das eigentliche Kollagen ergeben (Fratzl, 2008).

Neben der Synthese findet in der Dermis ebenso der Abbau der extrazelluldren Matrix



1.2 Die Haut 23

statt. Die Fibroblasten synthetisieren spezielle Proteasen, die aufgrund ihres Gehalts an
Metall-lonen als Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bezeichnet werden (Kester &
Matthews, 1977).

1.2.2 Funktion

Die Haut ist mit einer Fliche von ca. 2 m? und einem Gewicht von bis zu 4 kg das groRte
Organ des menschlichen Korpers und bildet eine natirliche Barriere zur Umwelt. Sie ist
das vielfaltigste Organ des menschlichen Korpers, da sie zahlreiche Funktionen erfillt,

von denen in Tabelle 1.2 die Wichtigsten aufgelistet sind.

Tabelle 1.2: Funktionen der Haut

Grenzorgan Schitzt vor dem Eindringen von Krankheitserregern und
Fremdsubstanzen, sowie vor dem Verlust von
Flissigkeiten, Elektrolyten oder Proteinen.

Stoffaustausch Stoffe aus der Umgebung kénnen aufgenommen oder
abgegeben werden.

Warmehaushalt Durch die SchweilRproduktion wird Warme abgegeben
und mit Hilfe des Unterfettgewebes und der Behaarung
zurlickgehalten.

UV-Schutz Sowohl Hornschicht als auch Haare und die
Pigmentierung dienen als Schutzmechanismen gegen
UV-Strahlung.

Kontakt- und Sinnesorgan Mit Hilfe unterschiedlicher Rezeptoren kann die Haut
verschiedene Reize aufnehmen und weiter leiten.

Stammzellreservoir Enthalt adulte Stammzellen, die durch vier zusatzliche
Gene, welche durch Retroviren eingeschleust werden zu
pluripotenten Stammzellen umgewandelt werden
kénnen (Yu et al., 2007).

Reprasentation Die Haut stellt den sichtbaren Teil des menschlichen
Korpers dar und pragt somit das Erscheinungsbild des

Menschen.
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1.2.3 In vitro Hautmodelle

Der Einsatz dreidimensionaler organotypischer Gewebemodelle hat in den letzten Jahren
immer mehr an Bedeutung gewonnen, wobei Hautmodelle zu den ersten Entwicklungen
gehorten (Bell et al., 1983). Die Grundlage fiir Arbeit mit organotypischen Hautmodellen
legten Fusenig und Prunieras im Jahre 1983 (Fusenig et al., 1983; Prunieras, 1983), welche
erstmalig die Kultivierung epidermaler Zellen auf Kollagensubstraten und an der Luft-
Medium-Grenze beschrieben und zeigten, dass die so kultivierten Hautmodelle
histologische Ahnlichkeit mit dem Originalgewebe besitzen (Parenteau et al., 1991;
Regnier et al., 1992). Durch die Hautmodelle konnten die grundlegenden biologischen
Funktionen der Haut besser verstanden werden und eine Alternative zu Tierversuchen fir
pharmakotoxikologische und kosmetische Wirkstoffpriifungen etabliert werden (Liu et al.,
2009). Aufgrund der EU-Chemikalienverordnung REACH, welche besagt, dass immer
Alternativmethoden zum Tierversuch verwendet werden miissen, sofern diese verfligbar
sind und auBerdem kosmetische Mittel nach dem 11. Marz 2013 nicht mehr in Verkehr
gebracht werden dirfen, wenn diese oder deren Bestandteile im Tierversuch Uberprift
worden sind, wird der Bedarf an organotypischen Gewebemodellen auch zukiinftig stark

ansteigen (http://ec.europa.eu/environment/chemicals/reach/reach_intro.htm).

Fiir den Aufbau eines Vollhautmodells mit proliferierender und differenzierender
Epidermis miissen zunachst Keratinozyten und Fibroblasten isoliert und kultiviert werden.
Die Fibroblasten werden in eine dreidimensionale Matrix eingesdt und anschlieBend die
Keratinozyten aufgesédt. Die Keratinozyten erfordern nach der Isolierung aus dem nativen
Gewebe eine komplexere Kultivierung. Sie miissen entweder in serumhaltigem Medium
auf Feederlayern oder in serumfreiem Spezialmedium kultiviert werden (Rheinwald &
Green, 1975). Das serumhaltige Medium wurde 1975 von Rheinwald und Green
entwickelt und spater durch Zusdtze wie EGF (epidermal growth factor), Insulin und
Choleratoxin optimiert (Rheinwald, 1976). Durch diese Optimierung ist eine Kultivierung
der Keratinozyten als Monolayer moglich, sodass grundlegende biologische Mechanismen
untersucht werden konnen. Ein vollstandig differenziertes Epithel entwickelt sich jedoch
nur durch die luftexponierte Kultivierung von Keratinozyten auf einer Matrix (Bell et al.,
1981; Prunieras, 1983). Somit bieten Ganzhautmodelle bestehend aus einer Matrix mit
Fibroblasten und nativen Keratinozyten eine Alternative zu Tierversuchen und in vivo
Untersuchungen. Dreidimensionale Hautmodelle kommen wunter anderem in
Metabolisierungsstudien, Toxizitatsprifungen, Wundheilungsversuchen und in der

kosmetischen Forschung zum Einsatz.
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1.3 Hautalterung

Die Hautalterung ist ein fortlaufender Prozess, der letztendlich in einem verdnderten
Erscheinungsbild  und  funktionellen  Verdanderungen  mindet. Von allen
Alterserscheinungen des Organismus sind die Vorgange an der menschlichen Haut
besonders friih und deutlich zu erkennen. Erste Alterszeichen kdnnen an der Haut schon
ab einem Alter von 25 Jahren beobachtet werden, wobei die Geschwindigkeit der
Alterungsvorgange von Mensch zu Mensch sehr unterschiedlich ist.

1.3.1 Prozesse der Hautalterung in vivo und in vitro

Die Vielzahl der Alterungstheorien (s. Kapitel 1.1.1) verdeutlicht einmal mehr, dass der
Prozess des Alterns ein sehr komplexer Vorgang mit zellbiologischen, biochemischen und
molekularbiologischen Mechanismen ist. Diese Vielzahl an Mechanismen spielt auch bei
der Hautalterung eine zentrale Rolle. Als mechanische und biologische Grenze zwischen
den inneren Organen und der Umwelt, ist die Haut sowohl endogenen als auch exogenen
Einflissen ausgesetzt. Dadurch werden die Ursachen der Hautalterung in zwei Gruppen
unterteilt: intrinsisch und extrinsisch, wobei es immer ein Zusammenspiel beider Prozesse

ist.

1.3.1.1 Intrinsische Hautalterung

Der Prozess der intrinsischen Hautalterung vollzieht sich langsam und mit steigendem
Lebensalter. Sie wird oft als chronologische oder genetische Hautalterung bezeichnet. Sie
lauft far das gesamte Organ gleichmadRig ab und ist die Folge einer natirlichen,
genetischen Determinierung (Farage et al., 2008).

Als mogliche Ursachen fir die intrinsische Hautalterung werden beispielsweise das
Hayflick-Limit (s. Kapitel 1.1.1), Veranderungen im Immunsystem (Galvao et al., 1998),
Stoffwechselvorgange und der Hormonhaushalt diskutiert. Die Prozesse sind jedoch nicht
endgiiltig verstanden. Beziiglich des Hormonhaushaltes ist eine Abnahme der Ostrogene
im Alter zu beobachten (Affinito et al.,, 1999; Kaatz et al., 2008), wodurch eine
Verminderung des Kollagengehalts und der elastischen Fasern diskutiert wird (Brincat et
al., 1983; Bentley et al., 1986). Eine mogliche Folge der intrinsischen Veranderungen sind
beispielsweise durch reaktive Sauerstoffspezies ausgeléste DNA-Mutationen, welche in
gealterter Haut akkumulieren und zu einer fehlerhaften Transkription von Genen fiihren
kann. Die intrinsische Hautalterung wird somit durch ein komplexes System von parallel
ablaufenden Prozessen hervorgerufen und kann bisher nur in geringem Male beeinflusst

werden.
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Intrinsisch gealterte Haut ist duBerlich dadurch gekennzeichnet, dass sie eine feine
Faltenbildung aufweist, erste Anzeichen von Erschlaffung zeigt, sowie regelmalig
pigmentiert ist (Gilchrest & Krutmann, 2006). Die Haut wird anfélliger fir
Bagatelltraumen, die Wundheilung ist verlangsamt und die Aktivitat der Schweif3-und
Talgdrisen sowie Haarfollikeln ist verringert. Ursachlich fiir dieses Erscheinungsbild ist
eine Abnahme der Dicke aller Hautschichten, sowie molekulare und biochemische
Veranderungen. In der Epidermis nimmt die Proliferationsrate der Keratinozyten ab und
die Regeneration der Hornschicht nach einer Verletzung ist verringert (Elias & Ghadially,
2002). Die Dicke der Dermis nimmt aufgrund von Veranderungen der Matrixproteine ab,
bei denen das Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau zum Abbau hin verschoben ist
(Gilchrest & Krutmann, 2006).

Bisherige MalRnahmen zur Abmilderung der Folgen einer intrinsischen Hautalterung sind
nur begrenzt erfolgreich. So werden beispielsweise rlickfettende Formulierungen
verwendet, um die zunehmende Hauttrockenheit und verminderte Elastizitat
abzumildern (Boni & Burg, 2000). Zusatzlich wird versucht, durch Antioxidantien die
Menge an freien Radikalen zu verringern (s. Kapitel 1.4). Insgesamt kénnen die Ursachen
und die Folgen der intrinsischen Hautalterung bisher nur sehr maRig beeinflusst werden,
wobei die MaBnahmen aufgrund der genetischen Determinierung individuell angepasst
werden miussen. Der genetische Einfluss spielt jedoch nicht ausschlieBlich bei der
intrinsischen, sondern in geringem Umfang auch bei der extrinsischen Hautalterung eine
Rolle. So bestimmt beispielsweise der Hauttyp, in welchem Ausmall die extrinsischen

Faktoren wirksam werden (Falk & Anderson, 2013).

1.3.1.2 Extrinsische Hautalterung

Neben der intrinsischen Hautalterung unterliegt die Haut aufgrund ihrer Barrierefunktion
auch lebenslang unterschiedlichen Umwelteinflissen. Zu diesen extrinsischen Einfliissen
zdhlen unter anderem UV-Strahlung, Umweltnoxen (z.B. Tabakrauch oder Ozon), die
individuelle Lebensfihrung sowie die Erndhrung. Es wird vermutet, dass ca. 80% des
Hautalterungsprozesses auf das UV-Licht zuriick zu fiihren sind (Gilchrest, 1989), wodurch

die extrinsische Hautalterung oft auch als ,Lichtalterung” bezeichnet wird.

Die Vielzahl der exogenen Einfliisse bietet ein breites Spektrum fiir mogliche Ursachen.
Auf der einen Seite ist beschrieben, dass durch UV-Licht reaktive Sauerstoffspezies
induziert werden (Scharffetter-Kochanek et al., 1997; Brenneisen et al., 1998), wodurch
zum einen die Kollagenmenge verringert (Brenneisen et al.,, 2002) und Makromolekiile
wie Proteine oder DNA oxidiert werden. Studien haben gezeigt, dass in vivo gealterte
Haut durch vermehrte Proteinoxidation (Sander et al., 2002) und einen Anstieg an
mitochondrialen Mutationen gekennzeichnet ist (Berneburg et al., 2004). Die Ursachen

dafir liegen in einem Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies, welche durch UV-Licht
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induziert werden. Auf der anderen Seite wird durch das UVB-Licht ein charakteristischer
DNA-Schaden erzeugt. Benachbarte Pyrimidinbasen eines DNA-Strangs werden zu
Dimeren verknlipft, wodurch es zu einer fehlerhaften Replikation kommen kann. Diese
Pyrimidindimere werden ebenfalls als Induktion fir Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
diskutiert (Dong et al., 2008). Neben der DNA sind aber auch Proteine in der Lage als
Chromophore fir UV-Licht zu fungieren, wobei im Zuge der Hautalterung dermales
Kollagen und Elastin besonders wichtig sind, da sie fiir die Elastizitat und Stabilitat der
Haut verantwortlich sind. Neben UV-Licht bilden alkylierende Substanzen eines der
haufigsten Umweltgifte in unserer Umgebung, vor denen sich der Organismus nur in
geringem Mal3e schiitzen kann. Die Alkylierung wird haufig durch Sekundarreaktionen der
DNA mit Metaboliten oder anderen Toxinen wie z.B. Zigarettenrauch ausgeldst. In vivo
wird die vorzeitige Hautalterung bei Rauchern dem alkylierenden DNA-Schaden durch

Zigarettenrauch zugeschrieben (Tubbs et al., 2009).

Extrinsische Hautalterung zeigt vor allem charakteristische Verdanderungen in der
dermalen Matrix, wie z.B. Elastosen, welche in intrinsisch gealterter Haut nicht
beobachtet werden konnten (Krutmann, 2003). Auf der einen Seite wird eine
Akkumulation von degeneriertem und fragmentiertem Material der Dermis als Ursache in
Betracht gezogen, auf der anderen Seite wird die Ansammlung elastotischen Materials
(Fibrillin und Elastin die in ihrer Organisation und Funktion gestort sind) als mogliche
Ursache beschrieben (Sellheyer, 2003). Weitere typische Merkmale einer lichtgealterten
Haut sind grobe Falten, unregelmaRige Pigmentierung, teilweise verdicktes stratum
corneum, weniger Haarfollikel, eine verringerte Aktivitat von Schweifl-und Talgdrisen,
sowie eine starke Verdnderungen beziglich der Kollagenfasern. Die Kollagenfasern in
alter Haut nehmen mengenmaRig ab (Shuster et al., 1975), erscheinen weniger kompakt
und strukturiert (Bernstein et al., 1996) und werden haufiger quervernetzt als in junger
Haut (Sell et al., 1996). Die Abnahme des Kollagengehalts ist zum einen auf eine
verminderte Kollagensynthese und zum anderen auf einen vermehrten Abbau durch
Matrix-Metalloproteinasen zurlickzufiihren (Wlaschek et al., 1995; Brenneisen et al.,
1998; Brenneisen et al., 2000). Die Aktivierung von MMP konnte ebenfalls durch andere
exogene Noxen wie beispielsweise vermehrten Nikotinkonsum oder Infrarotstrahlung
beobachtet werden (Boyd et al., 1999). Da es sich nicht um ein genetisch festgelegtes
Programm handelt, bietet die extrinsische Hautalterung wesentlich mehr Ansatze fir
mogliche Anti-Aging-Strategien. Das groRte Gebiet der Anti-Aging-Strategien gegen die
Lichtalterung der Haut bietet der Schutz vor UV-Licht. AulRerdem konnte in
epidemologischen Studien gezeigt werden, dass der BMI (body mass index) negativ mit
der Hautalterung korreliert (Purba et al., 2001) und eine Einschrankung des

Tabakkonsums wesentliche Merkmale einer gealterten Haut verringert (Yin et al., 2000).
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1.3.2 Hautalterung in vitro (Fibroblasten als Modellsystem)

Die Untersuchung altersbedingter biochemischer, molekularbiologischer und zellularer
Veranderungen an isolierten Hautzellen hat wesentlich dazu beigetragen, grundlegende
Aspekte der Hautalterung in vivo besser zu verstehen. Das Altern wurde bis in die 1950er
Jahre als zeitliche Abnutzung verstanden und dessen molekularen Ursachen nicht
erkannt. Die molekularen Veranderungen konnten erst analysiert werden, als es moglich
wurde, Sdugetierzellen in vitro zu kultivieren (Hayflick, 1965; Mitnitski et al., 2002).
Hayflick entdeckte 1961, dass isolierte Fibroblasten in vitro eine begrenzte proliferative
Kapazitat besitzen, die in einem Zellzyklusarrest endet und als replikative Seneszenz
bezeichnet wird (Hayflick & Moorhead, 1961). Die Untersuchungen von Hayflick (s.
Kapitel 1.1.2) rickten Hautfibroblasten als Modellsystem in den Fokus der
Altersforschung. Fibroblasten sind spindelférmige Bindegewebszellen mesenchymaler
Herkunft und bilden den Hauptanteil der Zellen in der Dermis der Haut, wobei sie eine
wichtige Rolle bei der Synthese der extrazellularen Matrix (EZM) einnehmen. Fir die
Untersuchung von Fibroblasten werden liberwiegend Zellkulturen aus Hautfibroblasten
verwendet. Die Hautfibroblasten werden aus Biopsien gewonnen und anschlieRend
kultiviert (Jensen et al., 1964), wobei sie sich an ihre Wachstumsunterlage anheften und
Zellverbdnde bilden. Unter ginstigen Bedingungen teilen sich die Zellen bis zur
Kontaktinhibition. Danach stellen sie ihre Teilungsaktivitdt ein, konnen diese jedoch
wieder aufnehmen, sobald die Kontaktinhibition durch Subkultivierung aufgelost wurde.
Die Wiederaufnahme der Teilungsaktivitdt ist aber nicht unbegrenzt moglich, sodass es
durch eine fortlaufende Subkultivierung zu einem Verlust der Teilungsfahigkeit und damit
zum Proliferationsstopp kommt (Hayflick & Moorhead, 1961; Ben-Porath & Weinberg,
2005). In vitro konnte beobachtet werden, dass dieser Proliferationsstopp mit einer Reihe
von strukturellen, physiologischen, biochemischen und molekularbiologischen
Veranderungen einhergeht, welche als Seneszenz-Marker genutzt werden und
Erklarungsansatze fir die Verdnderungen in vivo gealterter Haut liefern. Eine
Zusammenfassung der wichtigsten phanotypischen Verdanderungen ist in Tabelle 1.3
aufgefiuhrt. Campisi beispielsweise beschrieb anhand von Zellkulturexperimenten, dass
die zelluldre Seneszenz mehr als ein reiner Wachstumsarrest ist (Campisi, 2001). Sie fand
heraus, dass die zelluldare Seneszenz aufgrund eines speziellen Seneszenz-assoziierten,
sekretorischen Phanotyps (SASP) ein wichtiger Schutzmechanismus gegen Krebs ist und
die Wundheilung férdern kann. Durch den Wachstumsarrest bildet die Seneszenz in der
frihen Entwicklung einen Schutz vor Krebs, da potentiell entartete Zellen seneszent
werden und somit eine unkontrollierte Vermehrung verhindert wird. Auf der anderen
Seite fuhrt in der spaten Entwicklung die Ausschiittung von Amphiregulin durch
seneszente Fibroblasten zu einer Stimulation der Proliferation von Tumorzellen und eine
vermehrte IL-6 bzw. IL-8-Produktion fordert die Invasion von Tumorzellen durch die

Basalmembran (Rodier & Campisi, 2011). Es wird deutlich, dass die Seneszenz ein
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komplexer Prozess ist, der unterschiedliche Auswirkungen auf den Organismus haben
kann. Die Ergebnisse aus in vitro-Untersuchungen fiihren dazu, dass neue Erkenntnisse
fir die Veranderungen in vivo gealterter Haut gewonnen werden und altersabhangige

Krankheiten wie z.B. Krebs oder Arteriosklerose besser verstanden werden kdnnen.

Tabelle 1.3: Phdnotypische Veréinderungen von replikativ seneszenten Fibroblasten in vitro

Strukturelle Physiolgische Biochemische und
Verdanderungen Veranderungen molekularbiologische
Veranderungen

e Zellform wird e |onenpumpe  weniger e Dauerhafter G1-Arrest
abgeflacht und aktiv e Mehr
unregelmaRig e Verdndertes Zellzyklusinhibitoren

e Zellmembran wird Membranpotential e Verkirzte Telomere
steifer e Weniger e Mehr DNA-Schaden

e Mehr Vakuolen Energieproduktion e Mehr Protein-Schaden

e Zelle wird polynukleid e Empfindlicher e ROS-Gehalt steigt an

gegenuber Stressoren e Spezieller sekretorischer
Phanotyp

Das heutige Verstandnis der zellularen und molekularbiologischen Grundlagen des Alterns
fult auf der von Hayflick beschriebenen Theorie der zelluliren Seneszenz von
Fibroblasten in vitro. Durch dieses System konnte analysiert werden, dass Alterung eine
Folge von akkumulierten Schaden an unterschiedlichen Molekiilen wie z.B. DNA,
Proteinen oder Lipiden darstellt und wodurch die Funktionalitit und die
Reparaturfahigkeit gealterter Zellen beeintrachtigt werden. Die Schaden werden durch
unterschiedliche Pathomechanismen hervorgerufen, welche sowohl bei der Hautalterung

in vivo als auch in vitro eine wichtige Rolle spielen.

1.3.3 Pathomechanismen der Hautalterung in vivo und in vitro

Die klinischen Verdanderungen in vivo gealterter Haut lassen sich aus den molekularen
Mechanismen der Hautalterung direkt ableiten und spielen auch bei der in vitro Alterung
von Fibroblasten eine zentrale Rolle. Viele dieser Mechanismen sind sowohl bei der
extrinsischen als auch bei der intrinsischen Hautalterung dhnlich, obwohl die auslésenden

Faktoren unterschiedlich sind.
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1.3.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies

In Kapitel 1.1.1.1 wurde bereits die zentrale Rolle der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
im Alterungsprozess beschrieben. Es gibt intrinsische und extrinsische Quellen fir ROS.
Endogen entstehen ROS beispielsweise in Peroxisomen, im Cytosol, in Lysosomen, in
Plasmamembranen oder in Mitochondrien. Im Rahmen der Energiegewinnung
(intrinsisch) kénnen O, 7, H,0, und HO- als Zwischenprodukte freigesetzt werden und
aufgrund ihrer hohen Reaktivitdt mit anderen zelluliren Molekiilen reagieren.
Extrinsische ROS-Quellen sind UV- oder ionisierende Strahlung, Xenobiotika sowie virale
oder bakterielle Infektionen (Farage et al., 2010). Zelluldre Makromolekile wie z.B. DNA,
Proteine und Lipide kdnnen durch ROS geschadigt werden, sodass beispielsweise
vermehrt DNA-Mutationen, oxidierte Proteine und Lipidhydroperoxide entstehen. ROS
konnen zu Schadigungen von Makromolekilen wie Nukleinsduren, Proteinen oder Lipiden
fihren (Sies, 1997). Durch die Oxidation von DNA koénnen Einzel- bzw.
Doppelstrangbriiche und DNA-Addukte wie 8-Hydroxy-2-Deoxyguanin (8-OH-dG)
entstehen, welche zu Mutationen oder Deletionen flihren kdnnen (Ames et al., 1993). Bei
Proteinen kann nahezu jede Aminosaure durch ROS oxidiert werden, wodurch es zu einer
funktionellen Verdnderung oder einem Funktionsverlust des Proteins kommen kann.
Durch die Proteinoxidation werden die Seitenketten modifiziert, indem z.B. eine
Carbonylgruppe eingefiuhrt wird oder es zur Bildung von sulfenischen, sulfinischen oder
sulfonischen Sduren an den Cystein-Resten kommt (Jacob et al.,, 2003). Die
Modifikationen beeinflussen die Signaltransduktion und verdndern die Aktivitdt der
Proteine (Poole et al., 2004). Beispielsweise kann durch ROS die Aktivitdit von
Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1, NF-kB oder HIF-1 beeinflusst werden, sodass es zu

einer veranderten Genexpression kommt (Brenneisen et al., 2002).

Die Zelle verfiigt jedoch Uiber verschiedene Schutzmechanismen, um sich gegen die
Schadigung durch ROS zu schitzen. Sie beruhen auf der Bereitstellung von
Antioxidantien, welche direkt oder indirekt mit ROS reagieren und dadurch verhindern,
dass die unterschiedlichen Zellkomponenten durch ROS oxidiert werden (Halliwell, 1989).
Es gibt nicht-enzymatische und enzymatische Antioxidantien (Sies, 1993). Vitamin-E,
Vitamin-C, Carotinoide und Glutathion (GSH) gehéren zu den nicht-enzymatischen
Antioxidantien. Zu den enzymatischen Antioxidantien werden Superoxiddismutasen
(SOD), Catalasen, Glutathionperoxidasen (GPX) und Glutathion-S-Transferasen (GST)
gezahlt. Superoxiddismutasen katalysieren beispielsweise die Disproportionierung des
Superoxidradikalanions zu Wasserstoffperoxid, welches durch die Catalase zu Wasser und
0, abgebaut wird (Jacob et al., 2003). Uberlastet der Kérper diese Abwehrmechanismen
durch kontinuierliche ROS-Bildung, kommt es jedoch zu einer Akkumulation an Schaden,

welche wiederum die Hautalterung férdern.
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1.3.3.2 Mutationen der mitochondrialen DNA (mtDNA)

Die Hauptaufgabe der Mitochondrien ist die Bereitstellung von Energie in Form von ATP,
welche mit Hilfe der Atmungskette am Komplex V (ATP-Synthase) gewahrleistet wird. Die
ATP-Synthese ist an den Prozess der oxidativen Phosphorylierung gekoppelt, die an der
inneren Mitochondrienmembran stattfindet und bei der auch unter physiologischen
Bedingungen ein Teil der Elektronen aus der Elektronentransportkette entweicht,
wodurch es zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kommt (Chance et al., 1979). Da
Mitochondrien ihr eigenes genetisches Material (mtDNA) enthalten, kommt es als Folge
der ROS-Produktion und einer verminderten Reparaturkapazitat vermehrt zu Mutationen
an der mtDNA. Eine der haufigsten mtDNA-Mutationen ist die sogenannte ,common
deletion”. Diese Deletion fuhrt zu einem Verlust von mehreren Genen, welche Proteine
der Atmungskette und mitochondriale tRNA’s codieren. Anhand von Mausmodellen
konnte ein Zusammenhang zwischen mtDNA-Mutationen und dem Alterungsprozess
gezeigt werden, da Mause mit einer erhohten Menge an mtDNA-Mutationen eine
verkiirzte Lebensdauer zeigten (Trifunovic, 2006). Des Weiteren konnten ,common
deletions” durch wiederholende UVA-Bestrahlung sowohl in vitro als auch in vivo in
Hautfibroblasten induziert werden (Berneburg et al.,, 2004) und wurden sowohl bei
intrinsisch als auch bei extrinsisch gealterter Haut vermehrt nachgewiesen (Eshaghian et
al., 2006). Dariber hinaus konnte beobachtet werden, dass in Folge von UVA-Strahlung
unter anderem Singulett-Sauerstoff gebildet wird, welcher lber eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-2 zu einer erhohten Expression von Adhasionsmolekiilen wie z.B.
ICAM-1 fiihrt (Grether-Beck et al.,, 1996). ICAM-1 gilt als zentrales Molekil der
Immunantwort und konnte somit einen wichtigen Faktor bei der Pathogenese des
malignen Melanoms in Folge einer erhohten UV-Exposition spielen. Als weitere
Auswirkung von exogenen Noxen wie z.B. UV-Licht oder ROS ist die Induktion der
Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und NF-kB beschrieben. Durch diese Faktoren erfolgt
innerhalb weniger Stunden unter anderem die Aktivierung von Genen zur Transkription
von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) (Brenneisen et al., 2002). Die Matrix-
Metalloproteinasen scheinen {(iberwiegend fir die klinischen Veranderungen der
gealterten Haut verantwortlich zu sein (s. Kapitel 1.3.1), da sie vorwiegend
Matrixproteine wie Kollagen oder Elastin degradieren (Wlaschek et al., 1995; Brenneisen
et al., 1996).
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1.4 Anti-Aging-Strategien

Die Lebenserwartung der Menschen in Europa hat in den letzten Jahrzehnten stetig
zugenommen. Klinische Anzeichen fur Alterungsprozesse werden vor allem an dem Organ
Haut besonders frih und besonders deutlich sichtbar. Da gerade in westlichen
Kulturkreisen sichtbare Falten als Zeichen des Alterwerdens nicht als erstrebenswert
gelten, kommt der Frage nach Anti-Aging-Strategien in der dermatologischen Forschung
eine immer groRere Bedeutung zu (Boni & Burg, 2000). Neben der Kontrolle der
Erndhrung, des Gewichts, der Fitness und des Hormonhaushaltes, wird das Spektrum
moglicher Anti-Aging-Strategien in der Dermatologie durch spezifische konservative,
systemische und minimalinvasive Behandlungsmoglichkeiten erweitert, welche
versuchen, die Hautalterungserscheinungen zu reduzieren (Jacobi, 2005). Aufgrund der
extrem grolRen Vielfalt dermatokosmetischer Wirkstoffe werden im Rahmen dieses
Kapitels nur einige wenige ausgewahlt und naher charakterisiert.

1.4.1 Dermatokosmetische Wirkstoffe

Fiir eine erfolgreiche Anwendung muss das Verhaltnis zwischen Vertraglichkeit und
Wirksamkeit optimal eingestellt sein und der ausgewdhlte Wirkstoff muss sowohl
penetrieren als auch ein hohes MaR an Stabilitdit zeigen. Derzeit werden
dermatokosmetische Wirkstoffe in drei unterschiedliche Kategorien eingeteilt (s. Tabelle
1.4 modifiziert nach Plewig & Thomas, 2007:

Tabelle 1.4: Einteilung dermatokosmetischer Anti-Aging-Wirkstoffe

Kategorie Wirkstoff Wirkmechanismus Beispiel
Erste Vitamine A/ C/ E Uberwiegend Retinsaure
Generation Coenzyme antioxidative Ubiquinon 10
Sek. Pflanzenstoffe Wirkung
Zweite Wachstumsfaktoren Kollagenstoffwechsel Kupfer Tripeptid
Generation Peptide anregen Palmitoyl
Pentapeptid
Dritte Polypeptide Freisetzung von Acetyl-
Generation Neurotransmittern Hexapeptid-3
inhibiert - weniger
Mimikfalten
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1.4.1.1 Vitamine

Vitamin-A und seine Derivate sind sowohl bei der intrinsischen als auch bei der
extrinsischen Hautalterung sehr wirksam. Vitamin-A kommt ausschlieBlich im tierischen
und menschlichen Organismus vor und entsteht Uberwiegend beim Abbau von
Carotinoiden. Vitamin-A-Derivate gehoren zu den wenigen Anti-Aging-Substanzen, deren
klinische Wirksamkeit wissenschaftlich gut erforscht und belegt ist (Wohlrab, 1990; Varani
et al., 2000; Griffiths, 2001; Quan et al., 2011).

Die Wirkung entfaltet sich im dermalen Bindegewebsstoffwechsel. Die Wirkstoffgruppe
besteht aus verschiedenen Substanzen bzw. Derivaten wie zum Beispiel dem fettloslichen
Vitamin-A (Retinol), der Vitamin-A-Sdure (Retinsdure) und dem Aldehyd (Retinaldehyd).
Zunachst wurden Retinoide bei Patienten mit Akne vulgaris eingesetzt. Da als klinischer
Nebeneffekt eine Verminderung der Hautfalten zu erkennen war, wurde es auch als Anti-
Aging-Substanz verwendet. Die Wirksamkeit der Vitamin-A-Derivate wird in mehreren
Publikationen dokumentiert (Goldfarb et al., 1989; Griffiths, 2001; Quan et al.,, 2011),
wobei durch den Einsatz von Retinsdure zum Beispiel typische Zeichen der UV-induzierten
vorzeitigen Hautalterung wie Falten oder Elastizitdtsverlust deutlich verringert werden
konnten (Goldfarb et al., 1989). Des Weiteren sind Effekte zur Steigerung der
Kollagensynthese und zur Verminderung der Synthese von kollagenabbauenden Enzymen
(Matrix-Metalloproteinasen) beschrieben (Griffiths, 2001). Jedoch besitzt Retinsdure
einige negative Effekte. So wurden beispielsweise bei einer Studie beziglich der
Kanzerogenitdt, Ratten und Mausen Uber 2 Jahre hohe Dosen Vitamin-A mit dem
Trinkwasser zugefiihrt. Die Versuchstiere entwickelten daraufhin benigne (gutartige) und
maligne (bosartige) Tumore (McPhillips et al., 1988). Weitere Untersuchungen bezliglich
der akuten und embryo-fotalen Toxizitat veranlassten die Kosmetikrichtlinie der EU, dass
Vitamin-A und seine Derivate aufgrund ihrer hautirritierenden, kanzerogenen und
teratogenen Eigenschaften ab 2013 nicht mehr in Kosmetika enthalten sein diirfen

(http://ec.europa.eu/consumers/sectors/cosmetics/documents/directive).

Vitamin-C z&hlt zu den wichtigsten Redoxsystemen des Organismus und wirkt auBerdem
direkt auf den Kollagenhaushalt, indem es an der Hydroxylierung des Kollagenvorldufers
PINP beteiligt ist. Durch die Anwendung von Vitamin-C kommt es zu einer erhdhten
MRNA-Expression fir kollagensynthetisierende Enzyme und zu einer Abnahme der
Matrix-Metalloproteinasen. Neben dieser Wirkung auf den Bindegewebsstoffwechsel
fordert Vitamin-C auch die Differenzierung der Epidermis. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Zugabe von Ascorbinsdure die epidermale Barriere rekonstruierter Haut
zunimmt (Darr et al., 1992; Podda & Grundmann-Kollmann, 2001).
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1.4.1.2 Antioxidantien

Flavonoide gehoren zu den polyphenolischen Verbindungen, die liberwiegend in Pflanzen
vorkommen. Eine vergleichsweise gut dokumentierte Substanz dieser Gruppe der
sekundaren Pflanzenstoffe ist das a-Glucosylrutin, dessen Schutz gegen UV-induzierte
oxidative Hautschadigungen nachgewiesen werden konnte (Sies & Stahl, 2004). Ebenso
bieten Polyphenole, welche in griinem Tee enthalten sind, antioxidative Eigenschaften.
Epicatechin stellt einen wichtigen Vertreter dieser Stoffgruppe dar und konnte in vivo
eine photoprotektive Wirkung zeigen (Katiyar, 2003). Coenzym Q10 bildet ein weiteres
Antioxidans. Es ist in der Phospholipidmembran der Zellen lokalisiert und ist in der Lage,

oxidiertes Vitamin-E zu reduzieren.

1.4.1.3 Peptide

Peptide werden in der dermatologischen Kosmetik unter anderem zur Stabilisierung und
Freisetzung von Metallionen wie z.B. Kupfer genutzt. Kupfer ist fur viele Zellen essentiell
und ist beispielsweise fiir die Quervernetzung von Kollagen und Elastin wichtig, da das
hierfir notwendige Enzym Lysyloxidase kupferabhdngig ist. Experimentell konnte eine
Steigerung der Kollagensynthese in Fibroblasten gezeigt werden, die mit Kupfertripeptid
behandelt wurden (Pickart et al., 2012).
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1.5 Mitomycin-C

Mitomycin-C (MMC) ist ein natlrliches Antibiotikum, welches aus Streptomyces
caespitosus isoliert werden kann. Als bifunktionelles Alkylanz wird es Giberwiegend in der
Tumortherapie als Mono-oder Kombinationstherapeutikum fir die Behandlung von
gastrointestinalen Adenokarzinomen und Bronchialkarzinomen (Paz et al., 1999) oder im
Rahmen der Diagnostik von Fanconi-Anamie (Castella et al., 2011) eingesetzt. Nach
metabolischer Aktivierung von Mitomycin-C durch Reduktasen, kann MMC mit der DNA
interagieren (s. Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Enzymatische Aktivierung von Mitomycin-C Die Reduktion des Chinons leitet mehrere
spontane Transformationen ein, welche mit der Offnung des Aziridinrings enden. Das aktivierte Mitomycin-
C reagiert dann weiter mit dem Guanin der DNA.

Der wesentliche Mechanismus ist dabei die Reduktion des Chinons zum Semichinon unter
Abspaltung einer Methoxygruppe (Tomasz, 1995). Die Reduktion des Chinons geschieht
mehrstufig Gber die reaktiven radikalischen Zwischenverbindungen des Semichinons und
des Hydrochinons. Die Reduktion von Mitomycin-C wird dabei von unterschiedlichen
Flavoenzymen wie z.B. NADPH-Reduktase katalysiert. Durch die Protonierung und
Reduktion des Chinons entsteht ein reaktives, radikalisches Semichinon, welches in
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Anwesenheit von Sauerstoff wieder zum Chinon oxidiert werden kann, wobei
Superoxidanion entsteht (s. Abbildung 1.5). Das Superoxidanion dismutiert anschlieRend
zu H,0,, welches wiederum in der Lage ist Hydroxylradikale zu bilden (Komiyama et al.,
1982). Diese reaktiven Sauerstoffspezies kdnnen intrazellulire Makromolekiile wie z.B.
Lipide, Proteine oder DNA schadigen und oxidativen Stress in der Zelle hervorrufen (Sies,
1997; Wang et al., 2010). Mitomycin-C besitzt also eine wichtige Funktion als sogenannter
»,Redox Cycler” und bildet wahrend der metabolischen Aktivierung, neben seiner Funktion

als Alkylanz auch reaktive Sauerstoffspezies.
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Abbildung 1.6: Quervernetzung der DNA durch Mitomycin-C Nach der metabolischen Aktivierung
entstehen lberwiegend drei Addukte. Durch die Aktivierung einer Alkylgruppe entsteht das Monoaddukt.
Durch eine bifunktionelle Aktivierung beider Alkylgruppen kann es zu Interstrand-und Intrastrand-crosslinks
kommen.

Durch die enzymatische Reduktion kommt es zu einer Offnung des Aziridin-Rings,
wodurch das Semichinon seine hohe Reaktivitit erfahrt und bevorzugt mit der N
Aminogruppe des Guanins der DNA reagiert (s. Abbildung 1.6). Dadurch werden die DNA-
Strange kovalent miteinander verknlpft und es entstehen entweder Guanin-N?
Monoaddukte oder DNA-Quervernetzungen (DNA-crosslinks). Bei den DNA-crosslinks
kann es sich sowohl um interstrand- als auch um intrastrand-crosslinks handeln (Kumar et
al., 1992). Durch die Verkniipfung der DNA-Strange ist eine Dissoziation, wie sie zur
Replikation und Transkription nétig ware, nicht mehr moglich, sodass die Zelle nach
diesem DNA-Schaden verschiedene Signalkaskaden aktiviert und entweder einen
Zellzyklusarrest in der G2-Phase oder Apoptose induziert (Lee et al., 2006).
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Die durch Mitomycin-C induzierten DNA-crosslinks gehéren zu den DNA-Schadigungen,
die hoch toxisch fir Organismen sind. In reparaturdefizienten Bakterien konnte bereits
eine einzige Strangverknipfung den Zelltod auslésen (Magana-Schwencke et al., 1982).
Die Reparatur von DNA-crosslinks ist bisher noch nicht hinreichend untersucht. Sicher ist,
dass verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel Nukleotid-Exzisions-Reparatur oder
Homologe-Rekombinationsreparatur gleichzeitig an der Reparatur beteiligt sind (Lee et
al., 2006).

1.6 Zielstellung

Hautalterung ist ein fortlaufender Prozess, der letztendlich in einem verdnderten
Erscheinungsbild und funktionellen Veranderungen der Haut mindet. Die molekularen
Mechanismen der Hautalterung sind komplex und werden von intrinsischen und

extrinsischen Faktoren bestimmt.

Als Folge einer genetischen Determinierung vollzieht sich der Prozess der intrinsischen
Hautalterung mit steigendem Lebensalter und lauft fiir das gesamte Organ gleichmaRig ab
(Farage et al.,, 2008). Neben der genetischen Determinierung werden verschiedene
exogene Ursachen und Mechanismen diskutiert (s. Kapitel 1.3). UV-Licht ist bspw. in der
Lage reaktive Sauerstoffspezies, DNA-Strangbriiche oder DNA-Verknipfungen zu
induzieren. Neben dem UV-Licht bilden alkylierende Substanzen eines der haufigsten
Umweltgifte in unserer Umgebung, welche haufig durch Sekundarreaktionen der DNA mit
Metaboliten oder anderen Toxinen, wie z.B. Zigarettenrauch ausgeldst werden. In vivo
wird die vorzeitige Hautalterung bei Rauchern z.B. dem alkylierenden DNA-Schaden durch
Zigarettenrauch zugeschrieben (Tubbs et al., 2009).

Neben der Faltenbildung erscheint gealterte Haut diinner und schlaffer als junge Haut, ist
leichter verwundbar, trocknet schneller aus und erscheint rauer in ihrer Struktur (Yaar,
2006). Zusatzlich zu diesen makroskopischen Alterserscheinungen sind verschiedene
molekulare und biochemische Verdanderungen beschrieben wie z.B. eine reduzierte DNA-
Reparatur, eine gesteigerte Aktivitait matrixabbauender Enzyme, der Anstieg an
oxidativen Schaden und ein verminderter Stoffaustausch. Eine mdogliche Folge sind
alterstypischen Hauterkrankungen wie z.B. Keratosen, Elastosen, Dermatitis oder Xerosen
(Kosmadaki & Gilchrest). Des Weiteren steigt bei in vivo gealterter Haut sowohl die
Anzahl, als auch die GroRe gutartiger Tumore und die Inzidenz fur Hautkrebs verdreifacht
sich innerhalb von 20 Jahren (Waldmann et al.,, 2012). Chronische Erkrankungen und
Schaden der alternden Haut, aber auch steigende kosmetische Anspriiche stellen eine
Hausforderung fiir Dermatologen dar.
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Durch die Entwicklung eines Altershautmodells kénnten die grundlegenden biologischen
Funktionen der in vivo gealterten Haut besser verstanden werden. Bisherige Hautmodelle
werden aus jungen, mitotischen Fibroblasten hergestellt, da alte Fibroblasten sich jedoch
wesentlich in ihrer Stoffwechselaktivitdit und Zellantwort von jungen, mitotischen
Fibroblasten unterscheiden, ist es sinnvoll, ein Hautmodell aufzubauen, welches die in
vivo-Situation der gealterten Haut simuliert. Die molekularen Mechanismen, die zu
alterstypischen Hauterkrankungen oder Krebs flihren, kdnnen besser untersucht und
gezielt therapiert werden. Fir die Kosmetikindustrie ist es interessant zu untersuchen,
inwiefern gealterte Haut anders auf kosmetische Wirkstoffe reagiert als junge Haut. Des
Weiteren ware die gezielte Entwicklung von kosmetischen Formulierungen moglich,

welche speziell auf die Bedirfnisse der gealterten Haut eingehen.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung einer beschleunigten und
dauerhaften Seneszenz in Hautfibroblasten zur Simulation der ,Hautalterung im
Zeitraffer” in vitro. Darauf aufbauend sollte ein dreidimensionales in vitro
Hautalterungsmodell entwickelt und charakterisiert werden, welches charakteristische

Merkmale in vivo gealterter Haut besitzt.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Adenin

Apocynin

APS

Ascorbylphosphat
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau
Choleratoxin

Coomassie Brilliant Blue
Cytoseal Eindeckmedium
DAPI

DMSO

DTT

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
EGF
Entwicklerkonzentrat
Eosin

Essigsaure (Eisessig)
Ethanol

Fetal clone Il

FCS

Fixierkonzentrat
Flouromount C
Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

H,-DCF-DA

Hamatoxylin

HCI

Hydrocortison

Insulin

Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Waltham
Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Kalifornien
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Waltham
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

GE Healthcare, Piscataway
Merck, Darmstadt
Southern Biotech, Eching
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Thermo Scientific, Waltham
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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Kaliumferrozyanid
Kaliumferrizyanid

KCI

KH,PO,4

Kollagenase 1
Mitomycin-C
Methanol
Mercaptoethanol
MgCl,

MTT (98%) (TCL)

NaCl

NaOH

Na,HPO,
N,N-Dimethylformamid
PCR-Primer

Penicillin

Ponceau S
Proteinstandard
Retinsdure
Rotiphorese Gel 40
SDS (ultra pure)
Streptomycin
Stripping buffer

Super Signal West Pico
Super Signal West Femto
TEMED (p. A. 99%)
Thermolysin

Tissue Freezing Medium
Triiodothyronin
TRIS-Pufferan 99,9%
Triton X-100
Trypsin-EDTA
TrypLExpress

Tween 20

Wasserstoffperoxid (30%) stab.

X-Gal

Ziegennormalserum

MP Bio, Eschwege

MP Bio, Eschwege
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Kalifornien
Sigma, Taufkirchen
Aldi-Sud, Dusseldorf
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Kalifornien
Invitrogen, Kalifornien
Sigma, Taufkirchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Kalifornien

Thermo Scienfitic, Waltham

Pierce, Rockford
Pierce, Rockford

Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Kalifornien
Invitrogen, Kalifornien
Sigma, Taufkirchen
Riedel-de Haen, Seelze
Invitrogen, Kalifornien

Sigma, Taufkirchen
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2.1.2 Zellmaterial
Humane dermale Fibroblasten und Keratinozyten

Die humanen dermalen Fibroblasten (HDF) und Keratinozyten wurden aus Prdputien
gesunder 2-5-Jahriger Jungen durch Zirkumzisionen gewonnen. Die Biopsien zur Isolation
der Zellen wurden unter den geltenden ethischen Regeln und mit Einverstandnis der

Patienten entnommen.

Als Kontrollen fiir junge Fibroblasten (ct) dienten subkonfluente mitotische Fibroblasten
bis zur 15. Passage, welches einer kumulativen Zellverdopplung (CPD) < 40 entsprach und
im exponentiellen Bereich der Wachstumskurve lag. Fibroblasten des gleichen Donors
wurden mit einer CPD > 55 verwendet und als replikativ gealtert angesehen, da diese
Fibroblasten bereits in der Plateauphase der Wachstumskurve waren und mit einer

Verdopplungszeit von 0,005/Woche ihr proliferatives Potential erschopft hatten.

Mitotische Fibroblasten mit einer CPD < 40 wurden durch zweimalige Behandlung mit
Mitomycin-C zu ,drug-induced accelerated Senescent”-Fibroblasten (DIAS-Fibroblasten).
Die Behandlung erfolgte mit einer Konzentration von 200 nM fiir 24 Stunden gefolgt von
einer 24-stiindigen Erholungsphase in FB-Medium, nach der sich eine erneute
Behandlung mit 200 nM Mitomycin-C fir 24 Stunden anschloss. Nach der Behandlung
folgte eine flinftagige Postinkubation.

Die Keratinozyten wurden fiir den Aufbau eines Hautmodells maximal bis zur vierten

Passage verwendet und auf Feederzellen kultiviert (s. Kapitel 2.2.19).
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2.1.3 Puffer und Losungen

Anodenpuffer 1

Anodenpuffer 2

Kathodenpuffer

SDS-Laufpuffer (10x)

TBS-T (10x)

SDS-Probenpuffer (4x)
(Laemmlie-Puffer)

Blockierlosung fiir Westernblot

Blockierldsung fiir Immunfluuoreszenz

Coomassie Blue Farbelosung

MTT-Stocklosung (10x)

0,3 M Tris (pH 6,8)
10% (v/v) Methanol
pH 10,4

25 mM Tris (pH 6,8)
10% (v/v) Methanol
pH 10,4

25 mM Tris (pH 6,8)
40 mM Glycin

10% (v/v) Methanol
pH 9,4

10 g SDS

30,3 g Tris (pH 6,8)
144,1 g Glycin

ad 11dH,0

50 mM Tris (pH 6,8)
150 mM NacCl

0,1% Tween

pH 7,5

40% Glycerin

20% BR-Mercaptoethanol
12% SDS

0,4% Bromphenolblau

5% Milchpulver in TBS-T
5% BSA in TBS-T

10% Ziegennormalserum in PBS

0,05% Coomassie Brilliant Blue

20% Methanol
10% Essigsaure

5 mg/mlin PBS ++
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PBS ++ 0,9 mM CacCl,
0,5 mM MgCl,
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO,
138 mM NaCl
8 mM Na;HPO,

PBS 2,7 mM KClI
1,5 mM KH,PO4
138 mM NaCl
8 mM Na;HPO,

Ponceau S Losung 0,1% Ponceau S (w/v)
5% (v/v) Essigsaure

SDS-Lysepuffer 1% SDS
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 (Verd.
1/1000)

Thermolysin 0,01 M HEPES-Puffer
2,5 mg/ml KCl

2,9 mg/ml NaCl
0,7 mg/ml CaCl,

2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Primare Antikorper

Antikorper Hersteller Bestelinr.
Polyclonal rabbit anti elastin Novotec labs, Lyon 250111
Monoclonal mouse anti human filaggrin Tebu Bio, Paris GTX23137
Monoclonal mouse anti human Ki67 DAKO, Danemark M7240
Polyclonal rabbit anti phosphor-p53 (Ser15) Cellsignaling, Frankfurt 9284
Monoclonal mouse anti GAPDH Sigma, Taufkirchen G8795

2.1.4.2 Sekundare Antikorper

Antikérper Hersteller Bestellnr. \
AlexaFluor 568 goat anti rabbit Invitrogen, Kalifornien A11011
AlexaFluor 488 rabbit anti mouse Invitrogen, Kalifornien A11059
FITC rabbit anti mouse DAKO, Danemark F0261

Goat anti rabbit HRP Dianova, Hamburg
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2.1.5 Primer

Kollagen 1A1 Col1A1l

Hs01076777_m1  50°C

Applied Biosystems

Kollagen 3A1 Col3A1

Hs00164103_m1 50°C

Applied Biosystems

18S rRNA 18S

Hs039289901_gl1 60°C

Applied Biosystems

2.1.6 Zellkulturmedien

Einfriermedium

Leermedium

Fibroblastenmedium (FB-Medium)

Keratinozytenmedium (Kera-Medium)

ALI-Medium

DMEM mit Glutamax
100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
10% DMSO

DMEM mit Glutamax
100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

DMEM mit Glutamax
10% Fetales Kalberserum
100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

DMEM mit Glutamax/ Ham’s F12 (3:1)
10% Fetal clone Il

10 *° M Choleratoxin
24,3 pg/ml Adenin

0,4 pg/ml Hydrocortison
10 ng/ml EGF

0,12 1IU/ml Insulin

2* 10 Triiodothyronin
1 mM Ascorbylphosphat
100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

DMEM mit Glutamax/ Ham’s F12 (3:1)
1,6 mg/ml Albumin (BSA)

0,4 pg/ml Hydrocortison

0,12 IU/ml Insulin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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2.1.7 Gerdte

iCycler iQ (PCR Detection System)
Mastercycler gradient

Plate Reader Spectramac Plus
Fluoreszenzmikroskop BX51
Thermomixer

Inkubator

Sterilbank

Mikrotom RM2145

Tissue Embedding Center EG1140H
Cryostat CM1900

Histo Tek Slide Stainer
Entwasserungsautomat

Plate Reader Genios Pro
Analysenwaage
Elektrophoresekammer
Gelkammer Novex Mini Cell
Heizblock

Magnetrihrer

Milli-Q-Anlage

Nanodrop
Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter

Powersupplie Power Pac Basic
Rollschittler RM5

Schuttler

Tischzentrifuge

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge 5402

2.1.8 Labor-Software
Total Lab 100 (lifescience analysis)
iCycler optical System Software

CellF Imaging Software (Olympus)

Biorad, Kalifornien
Eppendorf, Hamburg
Molecular Devices, Kalifornien
Olympus, Tokio
Eppendorf, Hamburg
Binder, Tuttlingen
Thermo Scienfitic, Waltham
Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Miles Scientific, Princeton
Miles Scientific, Princeton
Tecan, Mannedorf
Sartorius, Gottingen
BioRad, Miinchen
Invitrogen, Kalifornien
Peqglab, Erlangen
Janke&Kunkel, Staufen
Millipore, Eschborn
Peglab, Wilmington
Brand, Goéttingen

Hanna Instruments, Kehl
BioRad, Miinchen

Braun, Melsungen
Janke&Kunkel, Staufen
Roth, Karlsruhe
Janke&Kunkel, Staufen
Kottermann, Disseldorf

Eppendorf, Hamburg
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XFluor4 Software (Tecan)
Prism Graph Pad

Image J

2.1.9 Kits

MycoAlert Mycoplasma Detection Kit
Fluoreokine Enzyme Activity Assay MMP1
Quantikine ELISA Human Pro-MMP1
PINP Elecsys Test

BrdU Cell Proliferation Assay

RNeasy Mini Kit

Cyquant NF

2.1.10 Verbrauchsmaterial

Einmal-Kivetten
Einmal-Pipetten
Gelkassetten

Kryomold Einbettkassetten
Kryotubes

SuperFrostPlus Objekttrager
Deckglaschen
PDVF-Membran

High performance chemiluminescence film
Reaktionsgefalie

Skalpelle

Whattman-Papier
Zellkulturplatten
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Zellsieb

Lonza, Rockland

R&D Systems, Minneapolis
R&D Systems, Minneapolis
Roche, Penzberg

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Initrogen, Kalifornien

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Invitrogen, Kalifornien

Sakura, Tokio

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Scientific, Waltham
Thermo Scientific, Waltham

GE Healthcare, Freiburg

GE Healthcare, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe

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

Thermo Scientific, Waltham



2.2 Methoden 47

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von primaren Zellen aus Biopsien

Als Ausgangsmaterial fir die Gewinnung von primdren Fibroblasten und Keratinozyten
wurden Praputium-Biopsien bis zu einem Alter von finf Jahren verwendet. Unmittelbar
nach der Entnahme der Biopsie wurde das Material in DMEM mit Penicillin und
Streptomycin Uberflihrt. Die Weiterverarbeitung sollte moglichst am Tag der Entnahme
erfolgen, die Lagerung bei 4°C erlaubt jedoch eine Aufarbeitung bis zu vier Tage nach der
Entnahme. Zunachst wurde mit einem Skalpell und Pinzetten das sichtbare Fettgewebe
entfernt und die Biopsie anschlieend in eine sterile Kulturschale lberflhrt. Mit einem
Skalpell wurde die Haut in kleine Stlcke zerteilt und mit der Epidermis nach oben in eine
neue Zellkulturschale mit Thermolysin gelegt, in der sie Gber Nacht bei 4°C fur 15-18
Stunden inkubiert wurden. Nach dieser Behandlung konnte die Epidermis mit einer
Pinzette von der Dermis abgel6st werden.

Die Epidermis wurde anschlieBend bei 37°C in Trypsin inkubiert und die Reaktion nach 20
Minuten durch Zugabe von Kera-Medium gestoppt. Die Suspension wurde durch ein
Zellsieb (70 um) gegeben, anschlieBend zentrifugiert (2000 rpm, 10 Minuten) und das
Pellet in Kera-Medium aufgenommen. Die gesamten Keratinozyten wurden anschlieSend
auf eine mit Feederlayern besetzte 175cm>Zellkulturflasche ausgesat und am ndchsten
Tag der erste Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Konfluenz der Zellen wurde
mikroskopisch kontrolliert und sollte nach gut einer Woche 80% betragen. Wenn die
Keratinozyten diesen Konzfluenzgrad erreicht hatten, wurden sie durch Trypsin von der
Zellkulturflasche abgelost. Dazu wurde das unterschiedliche Abldseverhalten der
Feederzellen (3 Minuten) und der Keratinozyten (8 Minuten) ausgenutzt. Nach 3 Minuten
wurden die abgeldsten Feederzellen abgesaugt und frisches Trypsin auf die Zellen
gegeben. Nach weiteren 5 Minuten |6sten sich die Keratinozyten ab und wurden mit einer
Zelldichte von 3*10° Zellen/ml als PO in Einfriermedium in flissigem Stickstoff
tiefgefroren (s. Kapitel 2.2.3).

Nachdem die Dermis von dem sichtbaren Fettgewebe befreit wurde, folgte der
Kollagenaseverdau in einem Zentrifugenrohrchen mit Kollagenase (10 000 U/ml in
Leermedium) fiir 3-4 Stunden schiittelnd bei 37°C. Die Zellsuspension wurde durch ein
Zellsieb (70 um) gegeben, zentrifugiert (1000 rpm, 5 Minuten), mit PBS gewaschen, das
Pellet in FB-Medium aufgenommen und in eine 175cm*Zellkulturflasche ausgesat. Der
erste Mediumwechsel erfolgte am nachsten Tag und danach zweimal pro Woche. Die
Zellen wurden mikroskopisch auf Kontaminationen und Konfluenz tGberprift und bei einer

Zelldichte von 80% passagiert oder eingefroren (s. Kapitel 2.2.2 und 2.2.3).
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2.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Fibroblasten und Keratinozyten wurden in 175cm?Zellkulturflaschen in einer
wasserdampfgesattigten, auf 37°C temperierten Atmosphdre mit 5% Kohlendioxid
kultiviert. Fiir die Versuche wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70-90% verwendet
und in Zellkulturschalen oder Zellkulturplatten verschiedener Formate ausgesat. Daflr
wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und anschlieRend mit Hilfe einer Trypsin-
EDTA-L6sung vom Boden der Zellkulturflasche abgelost. Die Reaktion des Trypsins wurde
nach 5-10 Minuten durch die Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt und die
Zellsuspension fir 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in dem
jeweiligen Medium resuspendiert und die Zellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer
ermittelt. Die bendtigte Anzahl an Zellen wurde daraufhin in das entsprechende
Zellkulturgefa® Gberfiuhrt und die Proliferation mit Hilfe der kumulativen

Populationsdichte kontrolliert.

B In(geerntete Zellzahl) — In(ausgesate Zellzahl)
B In(2)

CPD = ZPD

2.2.3 Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen

PD

Die Fibroblasten wurden bis zur Subkonfluenz in 175cm*-Zellkulturflaschen kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit einer Trypsin-EDTA-LGsung
abgelost. Durch die Zugabe von FCS-haltigem Medium wurde die Reaktion des Trypsins
gestoppt und die Zellsuspension fir 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in Einfriermedium resuspendiert und die Zellen mit einer Dichte von 3*10° in
Kryotubes bei -80°C eingefroren und nach 3 Tagen in flissigen Stickstoff (iberfiihrt. Dort
konnen die Zellen Gber mehrere Jahre gelagert werden. Zur Revitalisierung wurden die
Zellen in serumhaltiges Medium tberfihrt und mit einer Zellzahl von 1*10° pro 175cm?-
Flasche ausgesat. Die Zellen wurden mindestens einmal passagiert, bevor sie fir die

Experimente verwendet wurden.

2.2.4 Mycoplasmentest

Die Zellen wurden in regelmaBigen Abstanden auf Kontaminationen mit Mykoplasmen
untersucht, da diese das Zellwachstum und die Reaktion von Zellen beeinflussen kénnen.
Bei Mykoplasmen handelt es sich um kleine, zellwandlose, von einer Zytoplasmamembran
umgebene Bakterien, welche parasitar Zellen befallen und lichtmikroskopisch nicht

detektierbar sind. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe des MycoAlert Detection Kits (Lonza)
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nach den Herstellerangaben. Dieser selektive biochemische Test nutzt die Aktivitat
bestimmter mykoplasmatischer Enzyme aus. Das MycoAlert-Substrat reagiert mit den
Enzymen und katalysiert die Umwandlung von Adenosindiphosphat (ADP) zu
Adenosintriphosphat (ATP). Die ATP-Konzentration wurde sowohl vor als auch nach der

Zugabe von MycoAlert mittels einer Biolumineszenz-Messung tUberprift.

Fiir die Messung wurden 2 ml einer Zellsuspension zentrifugiert und 100 pl des
Uberstands in eine 96Well-Lumineszenzplatte pipettiert. Nach der Zugabe von 100 pl
MycoAlert-Reagenz folgte eine 5 minitige Inkubation bei Raumtemperatur in der die
Mycoplasmen lysiert wurden. AnschlieBend folgte die erste Lumineszenzmessung bei
565 nm. Danach wurden 100 pul MycoAlert-Substrat zu der Probe gegeben und fir 10
Minuten inkubiert, bevor erneut die Lumineszenz gemessen wurde. Die untersuchte
Probe ist frei von Mykoplasmen, wenn die zweite Messung im Bereich der ersten
Messung liegt. Steigt die Lumineszenz bei der zweiten Messung jedoch an, ist dies ein
Indikator fir eine Kontamination mit Mykoplasmen, da die mykoplasmatischen Enzyme

das Substrat umgesetzt haben.

2.2.5 Herstellung von Zelllysaten

Fur die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen in 3,5cm>Zellkulturschalen
kultiviert und mit PBS gewaschen. Anschliefend erfolgte die Lyse mit einem Zellscharber
in Lysepuffer (1% SDS, Phosphataseinhibitor-Cocktail). Die Lysate wurden bei -20°C bis zur

Verwendung tiefgefroren.

2.2.6 Herstellung von Medieniiberstanden

Fiir die Analyse sezernierter, l6slicher Proteine wie z.B. MMP-1 oder P1INP wurden
Medieniberstande abgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C tiefgefroren. Die
Fibroblasten wurden mit einer Zelldichte von 3*10* Zellen in 3,5cm2—ZeIIkuIturschaIen
ausgesat und nach 3 Tagen das serumhaltige Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen und 1 ml serumfreies Leermedium auf die Zellen gegeben. Nach 48 Stunden
wurden die Uberstinde bis zur weiteren Analyse bei -20°C eingefroren. Nachdem die
Uberstande abgenommen wurden, folgte das Abldsen der Zellen mit einer Trypsin-EDTA-
Losung und die anschliefende Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zahlkammer. Die
gemessenen Konzentrationen an MMP-1 oder P1NP konnten somit auf die jeweilige

Zellzahl normiert werden.

Fir die Uberstinde der Hautmodelle wurde das ALI-Medium nach 48 Stunden
abgenommen und bis zur weiteren Analyse bei -20°C eingefroren, da eine Kultivierung in

serumfreiem Medium bei dem Ganzhautmodell nicht méglich war.
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2.2.7 Vitalitatstest

Der MTT-Test dient dazu, die Vitalitdt von Zellen in der Zellkultur zu bestimmen. Die
Methode beruht auf der enzymatischen Reduktion des I6slichen gelben Tetrazoliumsalzes
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu einem blauen,
unloslichen Formazan. Diese Reaktion kann photometrisch bestimmt werden und lauft
nur in metabolisch aktiven Zellen mit intakten Mitochondrien ab, sodass sie als Indikator

fir die Vitalitdt der Zellen gesehen werden kann (Green et al., 1984).

N—"N N NH——NH
74 - NADH + H . 4
@—< cl > ®_< cl + NAD
N:,\fr Succinatdehydrogenase NH——NH

Tetrazoliumsalz Formazansalz

Abbildung 2.1: Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT zum Formazansalz Durch die mitochondriale
Succinat-Dehydrogenase wird MTT zu dem blauen Formazansalz reduziert.

Fiir den MTT-Test wurden die Fibroblasten finf Tage nach der Behandlung mit
Mitomycin-C in 96well-Platten ausgesat und (ber Nacht im Brutschrank kultiviert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in FB-Medium mit 10% MTT fir 3
Stunden im Brutschrank behandelt. AnschlieBend wurde das MTT-haltige Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und in DMSO solubilisiert. Das in DMSO geldste
Formazan wurde photometrisch bei einer Wellenldange von 570 nm quantifiziert und die

Vitalitat der Zellen prozentual bestimmt.

Ex (behandelte Zellen)

s o1
Vitalitat [%] Ex (unbehandelte Zellen) i

100

2.2.8 Proliferationstest (BrdU)

Mit Hilfe des BrdU-Enzymimmunoassays kann die Proliferationsrate von Zellen
guantifiziert werden. Bei dieser Methode wird Thymidin durch das Thymidinanalogon
Bromodesoxyuridin (BrdU) ersetzt und in die neu synthetisierte DNA proliferierender
Zellen eingebaut. Mit Hilfe eines Antikorpers gegen BrdU kann auf diese Weise

guantitativ die Zellproliferation dargestellt werden.
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Fiir die Durchfihrung wurde das BrdU Cell Proliferation-Kit verwendet und nach
Herstellerangaben durchgefihrt. Dazu wurden 100 pl mit 1¥10* Zellen in 96well-Platten
ausgesat und liber Nacht im Brutschrank kultiviert. Am nachsten Tag wurden 20 pl BrdU-
Label dazu gegeben und fiir 12 Stunden im Brutschrank inkubiert. Der Inhalt der Platten
wurde entfernt, indem die Platten vorsichtig auf ein Papiertuch geklopft wurden und 200
ul Fixative/Denaturing Solution in jedes Well gegeben wurden. Die Platten inkubierten
anschlieBend fiir 30 Minuten bei RT und danach wurde der Inhalt erneut auf
Papiertlichern entleert. AnschlieBend wurden 100 pl des Anti-BrdU Antikorpers auf die
Zellen gegeben und fir eine Stunde bei RT inkubiert. Es folgte ein dreimaliger
Waschschritt mit PBS und anschlieRender Inkubation mit 100 pl des Peroxidase Goat Anti-
Mouse I1gG’s fur 30 Minuten bei RT. AnschlieBend wurden die Platten erneut gewaschen,
vollstandig mit dH20 geflutet und auf Papiertiichern ausgeklopft. Zum Schluss wurde in
jedes Well 100 ul Substrat pipettiert und im Dunkeln fir 15 Minuten bei RT inkubiert. Zum
Stoppen der Reaktion wurden 100 pl Stopp-Losung zugefiigt und die Extinktion

photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

2.2.9 Nachweis intrazelluldrer ROS

Mit Hilfe des Farbstoffs 2°,7 -Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H,DCF-DA) kdnnen
intrazelluldre reaktive Sauerstoffspezies (ROS) nachgewiesen werden. Esterasen in der
Zelle spalten das Diacetat, sodass der Farbstoff membranundurchlassig wird und in der
Zelle bleibt. Das H,DCF wir dann in der Zelle durch ROS zu DCF oxidiert, welches bei einer

Extinktion von 485 nm und einer Emission von 520 nm detektiert werden kann.

Fir die fluorometrische Messung mit einem Mikrotiterplattenlesegerat wurden die Zellen
in 96well-Platten ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank kultiviert. Am nachsten Tag
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, bevor die Zellen mit
einer 100 pM H,DCF-DA-L6sung fir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert wurden.
AnschlieBend wurde die H,DCF-DA-L6sung abgesaugt, die Zellen nochmal mit PBS
gewaschen und direkt im Anschluss die Fluoreszenz gemessen. Dazu wurden die Zellen
mit 100 pl PBS++ Uberschichtet und im vorgewarmten Mikrotiterplattenlesegerat alle 10
Minuten fir insgesamt 1,5 Stunden die Fluoreszenz bei den oben angegebenen
Wellenldngen detektiert. Fiir die Bestimmung der ROS-Konzentration der isolierten
Fibroblasten aus dem Hautmodell mussten die Zellen fir weitere 4 Tage nach der
Isolierung kultiviert werden, um den Stress durch den Kollagenaseverdau zu
kompensieren. Aufgrund der Tatsache, dass die unbehandelten Zellen in dieser Zeit noch
weiter proliferierten, sodass die Zellzahl zwischen unbehandelten und MMC-behandelten
Zellen unterschiedlich war, wurde mit Hilfe des CyQuant NF-Assays (Invitrogen) die
genaue Zellzahl in jedem Well bestimmt. Anschliefend konnte die ROS-Konzentration auf

die Zellzahl normiert werden.
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2.2.10 CyQuant-Assay zur Bestimmung der Zellzahl

Mit Hilfe des CyQuant NF -Assays (Invitrogen) ist es moglich, die exakte Zellzahl in 96well-
Platten zu bestimmen. Der CyQuant NF-Assay beruht auf der Messung der Gesamt-DNA
mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes, welcher an die DNA bindet. Der DNA-Farbstoff ist
zelldurchlassig, sodass die Zellen nicht lysiert werden missen. Zunachst wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS++ gewaschen und der DNA-Farbstoff 1:500 mit
HBSS verdiinnt. AnschlieRend wurden 50 pL des Farbstoffs auf die Zellen gegeben und fiir
30 Minuten im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz mit dem
Mikrotiterplattenlesegerat Tecan bei einer Extinktion von 485 nm und einer Emission von
530 nm detektiert. Anhand einer Standardkurve mit verschiedenen Zellzahlen konnte die

genaue Zellzahl der Proben berechnet werden.

2.2.11 SA-R-Galaktosidase-Farbung

Die Farbung der SA-B-Galaktosidase beruht auf der Beobachtung, dass seneszente
Fibroblasten durch eine erhohte Aktivitdt der lysosomalen R-Galaktosidase bei pH6
vermehrt Substrat umsetzen (Dimri et al., 1995). Mit Hilfe von 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
R-Galaktosid (XGal) kann die Aktivitat des Enzyms als blauer Niederschlag nachgewiesen

werden.

Die Fibroblasten wurden mit einer Zelldichte von 1*10* Zellen pro Kammer in 4well-
Chamberslides (Nunc) ausgesat. Nach 3 Tagen wurde das Kulturmedium ausgetauscht und
21 Tage nach der Aussaat die Aktivitat der B-Galaktosidase durch die Enzym-Substrat-
Reaktion nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen fir 5 Minuten mit 4% Formaldehyd
fixiert, mit PBS++ gewaschen und anschlieBend mit der XGal-Substratlosung
Uberschichtet. Fir die Substratlésung wurden 20 mg/ml XGal in Dimethylformamid (DMF)
gelost und 1:20 verdiinnt. Die Verdiinnung erfolgte in Zitronensdaurephosphatpuffer,
welcher auf pH 4 und auf pH 6 eingestellt wurde.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Zitronensdurephosphatpuffers

Inhaltsstoffe des Zitronensaurephosphatpuffers Konzentration

Zitronensauremonohydrat 0,1M
Di-Natriumhydrogenphosphat 0,2M
X-Gal in DMF (20 mg/ml) 1:20
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Supplementiert wurde die Substratlosung mit Kaliumferrozyanit (50 mM),
Kaliumferrizyanit (50 mM), Natriumchlorid (150 mM) und Magnesiumchlorid (2 mM). Die
Fibroblasten wurden mit der Farbeldsung liberschichtet und anschlieBend fiir 24 Stunden
bei 37°C ohne CO,-Begasung inkubiert. AnschlieRend wurde die Farbelésung abgesaugt,
die Zellen mit PBS++ gewaschen, mit Cytoseal (Thermo Scientific) eingedeckelt und die
Aktivitat der B-Galaktosidase mikroskopisch als blauer Niederschlag beurteilt. Die Farbung

bei pH 4 diente als Positivkontrolle.

2.2.12 Bestimmung der Zellgro3e

Die Fibroblasten wurden mit einer Zelldichte von 1*10* Zellen pro Kammer in 4well-
Chamberslides (Nunc) ausgesat. Nach 3 Tagen wurde das Kulturmedium ausgetauscht und
7 Tage nach der Aussaat eine Morphologiefarbung durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen
fir 5 Minuten mit 4% Formaldehyd fixiert und anschlielend mit Coomassie Brilliant Blue
Uberschichtet. Nachdem die Fibroblasten mit PBS ++ gewaschen wurden, folgte das
einbetten mit Cytoseal (Thermo Scientific) und die mikroskopische Begutachtung. Fir die
Analyse der ZellgroBe wurden von jedem unabhangigen Versuch jeweils drei
Bildausschnitte pro Zelltyp ausgewertet, von denen jeweils die GroRe von funf Zellen

exemplarisch mit Hilfe der Software ImageJ vermessen wurden.

2.2.13 Immunfluoreszenz

Mit Hilfe dieser Methode konnte Ki67 durch einen fluoreszierenden Sekundarantikorper
in fixierten Zellen nachgewiesen werden. Anfang der achtziger Jahre generierten Gerdes
et al. erstmals einen monoklonalen Antikdrper, der gegen ein Antigen gerichtet war,
welches als Ki-67 Antigen bezeichnet wurde. Erst einige Jahre spater konnte dieses
Antigen als Protein (pKi-67) identifiziert werden (Gerdes et al., 1991).

Auffallig war das charakteristische Farbeverhalten des Ki-67 Antikorpers, welches
ausschlieBlich in Kernen proliferierender Zellen nachgewiesen werden konnte. Daher
eignet sich das Ki-67-Antigen hervorragend als Marker, um die Wachstumsfraktion einer

Zellpopulation zu bestimmen.

Die Fibroblasten wurden mit einer Zelldichte von 1*10* Zellen pro Kammer in 4well-
Chamberslides (Nunc) ausgesat. Nach 3 Tagen wurde das Medium ausgetauscht und der
Nachweis von Ki67 mittels Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fir
10 Minuten in eiskaltem Aceton bei -20°C fixiert, luftgetrocknet und anschlieRend zur
Sattigung der unspezifischen Bindungsstellen mit 10%-igem Ziegenserum inklusive 0,01%
Trition-X100 fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Danach wurde der Primarantikdrper

(Monoclonal mouse anti human Ki67) in 10%-igem Ziegenserum 1:20 verdinnt und mit
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den Zellen Gber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag
folgten drei Waschschritte fiir jeweils 10 Minuten in PBS, bevor der Sekundarantikdrper
inklusive DAPI (FITC rabbit anti mouse) 1:20 in Ziegenserum verdiinnt und fir eine Stunde
bei RT auf die Zellen gegeben wurde. Nach drei weiteren Waschschritten von jeweils 10
Minuten in PBS wurden die Schnitte mit Fluorescenc Mounting Medium (DAKO)

eingebettet und mikroskopisch ausgewertet.

2.2.14 ELISA fiir MMP-1

Die ELISA-Methode wurde zur Analyse der Konzentration an sezerniertem MMP-1
genutzt. Zum einen wurde der Quantakine ELISA Human Pro-MMP1 (R&D) genutzt, um
eine quantitative Aussage Uber die Konzentration an MMP-1 zu erhalten, zum anderen
wurde die Aktivitdt der sezernierten MMP-1 mit Hilfe des Fluorokine Enzyme Activity
ELISA Human Active MMP1 (R&D) tiberpriift.

Zur Analyse der Konzentration an Pro-MMP-1 wurden Mikrotiterplatten eingesetzt, die
mit einem monoklonalen Antikérper vorbeschichtet waren, welcher spezifisch
menschliches Pro-MMP-1 erkennt. Standards, Kontrollen und Proben (1:10 verdinnt)
wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten pipettiert, sodass das vorhandene Pro-
MMP-1 an den immobilisierten Antikorper binden konnte. Nach 2 Stunden wurden
nichtgebundene Proteine durch mehrmaliges Waschen entfernt und ein HRP-gekoppelter
monoklonaler Sekundarantikorper zugegeben. Nach einer zweistlindigen Inkubation und
wiederholtem Waschen, wurde fiir 20 Minuten eine Substratlosung in die
Mikrotiterplatten pipettiert. Bei der folgenden Enzymreaktion kam es zu einem blauen
Farbumschlag, der durch die Zugabe der Stopp-Losung abgebrochen wurde, sodass die
Absorption bei 450 nm bestimmt werden konnte. Dabei war die Farbintensitat
proportional zu der Menge an gebundenem Pro-MMP-1 und die Konzentration der

Proben konnte mit Hilfe der Standardkurve berechnet werden.

Zur Analyse der Aktivitdt von MMP-1 wurden Mikrotiterplatten eingesetzt, die mit einem
monoklonalen Antikorper vorbeschichtet waren, welcher spezifisch menschliches MMP-1
erkannte. 150 pl Standards, Kontrollen und Proben (Medieniliberstande) wurden in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatten pipettiert, sodass das vorhandene MMP-1 an den
immobilisierten Antikorper binden konnte. Nach 3 Stunden wurden nichtgebundene
Proteine durch mehrmaliges Waschen entfernt und das Aktivierungsreagenz (APMA)
zugegeben. Durch die Zugabe von APMA wurde potentiell aktives MMP-1 in Folge einer
Spaltung der Zink-Cystein-Verbindung aktiviert. Nach einer zweistlindigen Inkubation bei
37°C und wiederholtem Waschen wurde fiir 16 Stunden die fluorogene Substratlésung in
die Mikrotiterplatten pipettiert, welche mit einem Quencher verbunden war. Aktiviertes

MMP-1 loste die Peptidverbindung zwischen Quencher und Fluorophor, sodass ein
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Fluoreszenzsignal frei wurde. Dieses Signal konnte mit einem Fluoreszenz-
Mikrotiterplattenlesegerat bei einer Extinktion von 320 nm und einer Emission von 405
nm detektiert werden. Die Extinktion bzw. Emission mussten fir die Messung angepasst
werden, da die exakten Wellenlangen nicht zur Verfiigung standen. Die Messung erfolgte
bei einer von Extinktion 360 nm und einer Emission von 465 nm. Die Fluoreszenzintensitat
war proportional zu der Menge an aktivem MMP-1 und mit Hilfe der Standardkurve

konnte die Konzentration berechnet werden.

2.2.15 P1NP-Analyse

Fiir die Analyse der Kollagensynthese wurden Medienliberstdnde der Hautmodelle und
von den isolierten Fibroblasten aus den Hautmodellen verwendet. Die P1NP-
Konzentrationsbestimmung wurde mit dem PINP Elecsys-Assay (Roche) durch das
biochemische Labor des Zentrums der Dermatologie und Venerologie am Klinikum der
Johann Wolfgang Goethe-Universitdt Frankfurt unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. A.
Bernd durchgefiihrt. Mit Hilfe der Elektrochemolumineszenz kann die P1NP-
Konzentration in einem Bereich von 0,15-500 ng/ml bestimmt werden. Die
Medieniberstande wurden in spezielle ProbengefiBe lberfliihrt und mit biotinyliertem
und Ruthenium-gekoppelten anti-P1NP Antikdrpern inkubiert. Beide Antikérper konnten
an das in der Probe enthaltene PINP binden und mit Streptavidin-gekoppelten
Mikropartikeln komplexieren. Das Reaktionsgemisch mit dem Immunkomplex wurde in
die Messzelle des Elecsys 1010 (vollautomatisches Random-Access Analysesystem, Roche)
gesaugt, wo sich der Immunkomplex magnetisch an die Elektroden anlagerte. Nicht
gebundene Immunkomplexe und Reagenzlésungen wurden durch mehrmaliges Waschen
aus der Messzelle entfernt und Tripopylamin (TPA) zugefligt, welches ebenfalls an der
Elektrode band. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung wurde das TPA angeregt und
es bildeten sich TPA-Radikale, welche den Ruthenium-Komplex oxidierten. Durch die
Reduktion des Ruthenium-Kations wurde dieses in einen energiereichen instabilen
Zustand Uberfihrt, welches durch Abgabe eines Licht-Photons der Wellenlange 620 nm
wieder in seinen stabilen Grundzustand zuriick gelangte. Diese Chemolumineszenz wurde
mit Hilfe eines Photomultipliers gemessen und die P1NP-Konzentration anhand einer

Standardreihe bestimmt.

2.2.16 Zellzyklusanalyse

Die Analyse des Zellzyklus der Fibroblasten erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie
nach Propidiumiodid-Farbung. Propidiumiodid ist ein DNA-Farbstoff, welcher in die DNA
interkaliert und dadurch sein Emissionsmaximum von 519 nm nach 617 nm verschiebt.

Die gefarbten Zellen werden einzeln durch eine Kapillare gesogen und passieren einen
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Laserstrahl dessen Licht in Abhdngigkeit von der Zellbeschaffenheit unterschiedliche stark
gestreut wird. Die Emission des fluoreszierenden Lichts wird detektiert und die Intensitat
gibt Auskunft (iber den DNA-Gehalt der Zelle und somit tiber den Zellzyklus.

Fur die Analyse wurden die Zellen in 175cm?-Zellkulturflaschen kultiviert und mit einer
Trypsin-EDTA-LOsung vom Boden abgeldst. Die Zellsuspension wurde 1:1 mit FB-Medium
gemischt um die Reaktion des Trypsins zu stoppen und zentrifugiert (1000 rpm, 5
Minuten). Nach dem Zentrifugieren wurde das Zellpellet zunachst zweimal mit PBS
gewaschen (2 ml) und anschlieRend unter standigem Verwirbeln eiskaltes Methanol
zugetropft (1ml). Die fixierten Zellen konnten nun iber mehrere Wochen im Kihlschrank
gelagert werden. Nach der Fixierung wurden die Zellen zentrifugiert (1000 rpm, 5
Minuten), der Uberstand verworfen, mit 2 ml PBS gewaschen und anschlieRend mit
350 ul RNase (50 pg/ml) fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dem RNase-Verdau
wurden 20 pl Propidiumiodid dazu gegeben und nach 5 Minuten mit Hilfe der
Durchflusszytometrie vermessen. Im Durchflusszytometer (Epics XL-MCL) wurde von
jeder Zelle die Intensitdt des emittierten Fluoreszenzlichts gemessen und dadurch der
DNA-Gehalt pro Zelle bestimmt. Pro Ansatz wurden 10 000 Zellen vermessen und die

Messwerte anschlieBend mit Hilfe der Software Expo32 MultiCOMP ausgewertet.

2.2.17 Immunologischer Nachweis von Proteinen

2.2.17.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinbestimmung erfolgte gegen eine BSA-Standardkurve auf Basis der Methode
nach Lowry unter Einsatz kommerziell erhaltlicher Lésungen (BioRad DC) nach
Herstellerangaben. Reagenz A" wurde hergestellt, indem 1 ml Reagenz A mit 20 ul
Reagenz S gemischt wurden. 20 pl Probe wurden in eine Standardkiivette vorgelegt,
100 wl Reagenz A" und 750 pl Reagenz B dazu pipettiert. Diese Mischung wurde fiir 15
Minuten im Dunkeln inkubiert und die optische Dichte photometrisch bei 750 nm
gemessen. Auf Basis der Daten der BSA-Standardkurve wurde durch lineare Regression

der Proteingehalt der Proben berechnet.

2.2.17.2 SDS-PAGE

Proteine wandern bei der SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfat polyacrylamid gel
electrophoresis) in einem elektrischen Feld durch ein dreidimensionales Netzwerk aus
Acrylamid/ Bis-Acrylamid und werden nach ihrer MolekilgroRe aufgetrennt. Bei der von
U. K. Laemmli entwickelten Methode werden durch R-Mercaptoethanol die
Disulfidbricken zwischen Cysteinen und durch das anionische Natriumdodecylsulfat (SDS)
die Sekundér- und Tertidrstruktur der Proteine aufgeldst. AuRerdem lagert sich das SDS

an die Proteine an (ca. 1,4 pug SDS/ pg Protein) und tberdeckt dadurch deren Eigenladung.
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In Folge dessen bilden sich Micellen mit konstant negativer Ladung, die proportional zur
Masseneinheit ist. Das Polyacrylamidgel setzt sich aus einem weitporigen Sammelgel und
einem engporigem Trenngel zusammen. Im Sammelgel werden die Proteine zunachst
konzentriert und das gleichmalRige Einlaufen in das Trenngel vorbereitet. Fir die
Bestimmung der ProteingrofRe laufen Standards mit, sodass nach der Auftrennung der
Proteine und dem anschlieRendem immunologischem Nachweis die GrofRe des

detektierten Proteins bestimmt werden kann.

Die Polyacrylamid-Gele wurden in Gelkassetten gegossen und dabei die PorengréfRe des
Trenngels an die GroRe des zu detektierenden Proteins angepasst (s. Tabelle 2.2). Die
PorengroRe des Gels ist abhadngig von der Konzentration der Acrylamidmolekiile. Es
werden in der Regel Gele mit einer Acrylamid-Konzentration zwischen 8-15% verwendet.
Die chemische Copolymerisierung der Acrylamidmonomere wurde durch die Zugabe von
APS und TEMED gestartet. Das weitporige Sammelgel (pH 6.8) wurde (iber das Trenngel
(pH 8.8) gegossen und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur auspolymerisiert
(Zusammensetzung der Gele s. Kapitel 0). Bis zur Verwendung wurden die Gele feucht
verpackt und bei 4°C gelagert. Fir die Detektion von p53 wurden 35 pug Gesamtprotein
aufgetragen, nachdem die Proben mit 4x SDS-Probenpuffer gemischt und fiir 10 Minuten
bei 95°C inkubiert wurden, um die Sekundar-und Tertidrstruktur der Proteine zu
zerstoren. Die elektrophoretische Auftrennung im Sammelgel erfolgte bei 20 mA pro Gel

und im Trenngel bei 40 mA pro Gel. Die Spannung wurde konstant auf 150 V gehalten.

Tabelle 2.2: Auftrennung der Proteine mit verschiedenen Acrylamidkonzentrationen

ProteingroRe [kDa] Acrylamidkonzentration [% (w/v)]

12-43 15

16-68 10

36-94 7,5
57-212 5

2.2.17.3 Western-Blot

Der Western-Blot wurde fir den Nachweis von p53 eingesetzt. Bei dieser Methode
werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus dem Gel mit Hilfe eines
elektrischen Feldes auf eine PVDF-Membran tbertragen und immobilisiert. AnschlieSend
kann durch die Verwendung spezifischer Antikorper der Proteinnachweis auf der
Membran erfolgen. Die PVDF-Membran wurde fiir 10 Sekunden in Methanol aktiviert und
anschlieBend in Anodenpuffer Uberfiihrt. Auf die Anodenplatte der Semi-dry-
Blottingapparatur wurden zwei mit Anodenpuffer getrankte Whatmanpapiere und darauf
die aktivierte Membran gelegt. Das Trenngel wurde auf die Membran und darauf zwei in
Kathodenpuffer getrankte Whatmanpapiere gelegt. Der Proteintransfer erfolgte fiir eine
Stunde bei 80 mA und 15V pro Gel.
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2.2.17.4 Ponceau-S Farbung

Der Proteintransfer auf die PVDF-Membran wurde mit Hilfe der Ponceau-S Farbung
Uberprift. Ponceau-S enthalt einen roten Azofarbstoff, welcher reversibel an Proteine
bindet und dadurch die Proteinbanden auf der Membran sichtbar macht. Die Membran
wurde direkt nach dem Transfer fiir einige Sekunden in Ponceau-S Losung geschwenkt

und anschlieBend mit dH,0 wieder entfarbt.

2.2.17.5 Immunologischer Proteinnachweis

Die Membran wurde nach der Ponceau S Farbung zur Absattigung der freien Bindestellen
fir eine Stunde bei RT in Blockierlosung (5% Albumin in TBS-T) in 50 ml Rdhrchen
rotierend inkubiert. Dadurch wurde die unspezifische Bindung des Antikorpers
verhindert. Der primare Antikorper wurde 1:1000 in Blockierldsung verdiinnt und die
Membran (iber Nacht bei 4°C rotierend in 50 ml R6hrchen inkubiert. AnschlieRend wurde
die Membran dreimal fiir je 15 Minuten in TBS-T gewaschen. Es folgte eine einstlindige
Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Sekundéarantikorper (Verdiinnung: 1:10 000 in TBS-
T) und erneutes Waschen. Zum Nachweis der Bindung des Sekundéarantikérpers wurden
die beiden Nachweisreagenzien im Verhaltnis 1:1 gemischt und auf die Membran
gegeben. Die Membran wurde in Folie eingeschweifSt und mit einem Réntgenfilm in einer
Filmkassette platziert. Die Expositionszeiten variierten dabei abhangig von der Intensitat
des Signals. Die Rontgenfilme wurden anschlieBend in den entsprechenden Lésungen in
einer Dunkelkammer entwickelt und fixiert. Die densitometrische Auswertung der Banden

erfolgte mit dem Programm Total Lab 100.
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2.2.18 Molekularbiologische Methoden

2.2.18.1 Isolierung der RNA aus dem Hautmodell

Die Isolierung der RNA aus den Fibroblasten des Hautmodells wurde mit Hilfe des RNeasy
Mini Kits (Qiagen) durchgefihrt. Die Hautmodelle wurden in ein Reaktionsgefald
Uberfihrt und bis zur Aufarbeitung bei -20°C tiefgefroren. Fiir die Isolierung wurden die
Modelle mit 300 pl RLT-Puffer (inklusive B-Mercaptoethanol 10 pl/ml) fir 45 Minuten
schiittelnd inkubiert. Anschliefend folgte der Proteinase-K-Verdau fiir 10 Minuten bei
55°C. Nachdem das Reaktionsgemisch fiir 3 Minuten bei 10 000 rpm zentrifugiert wurde,
konnte der Uberstand (ca. 600 pl) in ein neues ReaktionsgefiR (berfiihrt werden. Es
folgte die Fallung der RNA mit dem halben Volumen an 99%igem Ethanol, bevor das Lysat
auf die RNeasy Mini Sdule aufgetragen wurde. Nachdem die komplette Probe auf die
Saule aufgetragen wurde, folgte nach einer kurzen Zentrifugation ein Waschschritt mit
350 pul RW1. Der Waschpuffer wurde ebenfalls durch die Saule zentrifugiert und die
Uberstinde verworfen. Nach diesem Waschvorgang folgte der DNase-Verdau. Die DNase
wurde nach Herstellerangaben angesetzt und fiir 15 Minuten bei RT auf der Saule
inkubiert. AnschlieRend folgten drei weitere Waschschritte (1x RW1, 2x RPE), bevor die
RNA mit 30 pl RNase freiem Wasser eluiert wurde. Die eluierte RNA kann bei -20°C

gelagert werden.

2.2.18.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Nukleinsduren absorbieren aufgrund ihrer aromatischen Basen im UV-Bereich, sodass
ihre Konzentration photometrisch bestimmt werden kann. Die RNA-Konzentration der
Proben wurde mit dem Nanodrop-Photometer (Wilmington) bestimmt. Es bietet den
grofRen Vorteil, dass nur sehr geringe Volumina bendétigt werden, da die Messung ohne
Kivetten direkt in einem Tropfen der Probe erfolgt. Dem Absorptionsmaximum
entsprechend wurde die Extinktion bei 260 nm bestimmt, welche im Bereich von 0,1-1
proportional zur Nukleinsdurekonzentration ist, wobei eine Absorption von 1 bei
einzelstrangiger RNA 40 pug/ml entspricht. Fur die Messung wurden 2 pl Probe direkt auf
den Messkopf des Nanodrops pipettiert und die Absorption bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Die Absorption bei 260 nm wurde fiir die quantitative Aussage genutzt. Mit
Hilfe des Quotienten aus der Absorption von 260 nm und 280 nm konnte die Qualitat der
RNA beurteilt werden.

2.2.18.3 Herstellung der komplementdren DNA (cDNA)

Die isolierte RNA wurde mit MMLV (moloney murine leukemia virus) reverser
Transkriptase und Oligo-(dT)-Primern in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden 300 ng RNA
mit DEPC-H,0 auf 20 ul verdiinnt, mit 1 ul Oligo-(dT)-Primern versetzt und die Primer-
Anlagerung 10 Minuten bei 50°C im Thermocycler durchgefiihrt. Danach wurden 6 ul
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MMLV-Reaktionspuffer, 1 ul dNTP’s, 0,5 pl RNase-Inhibitor, 1 pl MMLV reverse
Transkriptase und 0,5 pl DEPC-H,0 zugegeben und eine weitere Stunde im Thermocycler
inkubiert. Die umgeschriebene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.

2.2.18.4 Bestimmung der Genexpression mittels Realtime-PCR

Fiir die Bestimmung der relativen Genexpression wurde zundchst die RNA aus dem
Hautmodell isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die relative Quantifizierung der Zielgene
auf cDNA-Ebene erfolgte anschlieBend in einer Realtime-PCR. Fir die PCR wurden 10 pl
Tagman-Mastermix, 6 ul DEPC-H,O und 1 pl des jeweiligen Primers in eine 96well-PCR-
Platte vorgelegt und 3 pl cDNA (entspricht 30ng) zugegeben. Die PCR wurde mit dem
Multicolor Detection System iCycler iQ von Biorad mit der entsprechenden Software nach
folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 2.3: Protokoll der Realtime-PCR im iCycler
Zyklus Temperatur Zeit \

1 50°C 2 Minuten
95°C 10 Minuten

2 (40x) 95°C 15 Sekunden
60°C 1 Minute

3 20°C halten

Als intrazelluldres Referenzgen wurde das Gen der 18S ribosomalen RNA verwendet,
welches unter verschiedenen Bedingungen gleichmaRig exprimiert werden sollte. Die
Expression des Zielgens konnte anschlieBend wie folgt berechnet werden:

a) Abzug der Referenzgene von dem Zielgen (jeweils bei der unbehandelten
Kontrolle (X) und bei der MMC-behandelten Probe (Y))

X = ct(Zielgen) — ct(Referenzgen)
Y = ct(Zielgen) — ct(Referenzgen)

b) Berechnung der relativen Expression
relative Expression = 2~*=1)

Der ci-Wert beschreibt den Schwellenwert am Anfang der exponentiellen Phase der
Fluoreszenzkurve und markiert den Zeitpunkt an dem die Fluoreszenz erstmalig liber die
Hintergrundfluoreszenz steigt. Hohe ci-Werte deuten somit auf eine niedrige Expression
des Zielgens hin.
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2.2.19 Entwicklung eines dreidimensionalen Hautmodells

Die Herstellung der Matrix erfolgt auf Basis des Patentes EP 296078 von 1991 vom CNRS
(Centre National de la Recherche Scientifique). Bei der ,,CNRS-Matrix“ handelt es sich um
ein Gel aus Kollagen (Typ | und 1), Chitosan und Chondroitinsulfat. Das Gel wurde in
24well-Platten gegossen, bei -80°C tiefgefroren und anschlieBend lyophilisiert. Bei diesem
Prozess bilden sich Poren aus, die fir die Besiedlung mit Fibroblasten von entscheidender
Bedeutung sind. Die lyophilisierte Matrix sollte anschlieBend mindestens sechs Wochen
bei Raumtemperatur gelagert werden, bevor sie fiir die Einsaat der Fibroblasten benutzt
wird. Vier Tage bevor die Fibroblasten in die Matrix eingesdt wurden, musste die Matrix
Uber Nacht mit Ethanol (70%) benetzt und anschlieBend mit PBS ++ mindestens viermal
Uber einen Zeitraum von sechs Stunden gewaschen werden. Bis zur Einsaat der
Fibroblasten wurde die Matrix in FB-Medium fir mindestens 24 Stunden &aquilibriert.
AnschlieRend wurden 5*10° Fibroblasten pro Vertiefung eingesit und fiir 14 Tage in FB-
Medium submers bei 37°C kultiviert, wobei das Medium jeden zweiten Tag gewechselt
wurde. Die Keratinozyten wurden auf Feederzellen kultiviert, welche im Vorfeld durch
Mitomycin-C- Behandlung (4 Stunden; 0,5 mg/ml) teilungsunfahig gemacht wurden,
dadurch aber wachstumsfordernde Stoffe fiir die Keratinozyten produzierten. Zwei Tage
nachdem die Feederzellen in eine Zellkulturflasche ausgesat wurden, erfolgte die Einsaat
der Keratinozyten mit 6*10° pro 175cm?-Zellkulturflasche. Die anschlieBende
Kultivierung in Keratinozytenmedium bis zu einer Konfluenz von 80% dauerte 6-9 Tage.
Danach wurden die Keratinozyten geerntet und 4,5%10° auf die Matrix mit den
Fibroblasten eingesat. Das Modell wurde submers fir weitere zwei Tage in
Keratinozytenmedium kultiviert und anschlieBend auf Filterpapier an die Luft-Medium-
Grenze angehoben. Fir den 14-tdgigen Differenzierungsprozess wurden die Modelle in
ALI-Medium weiter kultiviert, sodass das Epithel differenzieren konnte. Nach 21 Tagen
wurden die Modelle fiir histologische und biochemische Analysen verwendet. Wahrend

der ALI-Phase wurde das Medium jeden zweiten Tag erneuert.

2.2.20 Entwicklung eines Hautalterungsmodells

Die Vorbereitung der Matrix erfolgte wie in Kapitel 2.2.19 beschrieben. Eine direkte
Einsaat von seneszenten Fibroblasten (DIAS oder RS) fiihrte nicht zu dem gewiinschten
Aufbau der typischen Hautschichten, sodass sich diese Methode nicht eignete, um ein
Hautalterungsmodell  aufzubauen. Fir die erfolgreiche Entwicklung eines
Hautalterungsmodells wurden 5*10 mitotische Fibroblasten pro Vertiefung eingesat und
flr 12 Tage in FB-Medium submers bei 37°C kultiviert, wobei das Medium jeden zweiten
Tag gewechselt wurde. Zwei Tage bevor die Keratinozyten aufgesat wurden, erfolgte ein
Mediumwechsel, bei dem das FB-Medium durch Mitomycin-C-haltiges (200 nM) FB-
Medium ausgetauscht wurde. Das Mitomycin-C-haltige Medium wurde nach 24 Stunden
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erneuert und das Modell insgesamt fir 48 Stunden damit behandelt. AnschlieBend
wurden das Mitomycin-C-haltige FB Medium abgesaugt und die Keratinozyten mit einer
Zellzahl von 4,5*%10° in Keratinozytenmedium auf die Matrix mit den Fibroblasten gesit.
Die Keratinozyten wurden zuvor bis zu einer Konfluenz von 80% auf Feederzellen
kultiviert (s. Kapitel 2.2.19). Das Modell wurde submers fiir weitere zwei Tage in
Keratinozytenmedium kultiviert und anschlieBend an die Luft-Medium-Grenze
angehoben. Fir den 14-tdgigen Differenzierungsprozess wurden die Modelle in ALI-
Medium weiter kultiviert, sodass das Epithel differenzieren konnte. Nach 21 Tagen
wurden die Modelle fiir histologische und biochemische Analysen verwendet. Wahrend

der ALI-Phase wurde das Medium jeden zweiten Tag erneuert.

2.2.21 Isolierung der Fibroblasten aus dem Hautmodell

Da eine detaillierte Untersuchung der Fibroblasten zur biochemischen Charakterisierung
im Gewebeverband nur begrenzt moglich ist, wurden die Fibroblasten nach der
vollstandigen Entwicklung des Ganzhautmodells aus diesem isoliert und in
Monolayerversuchen analysiert. Dazu wurde das Hautmodell zunachst fir 2 Stunden bei
37°C mit Thermolysin inkubiert um die Epidermis von der Dermis zu |6sen. Die Epidermis
konnte anschlieRend mit einer Pinzette abgezogen und bei Bedarf fiir weitere
Untersuchungen verwendet werden. Die Dermis wurde anschlieRend geviertelt und fir 2
Stunden bei 37°C mit einer Kollagenase-Leermedium-Losung (10000 U/ml) schittelnd
inkubiert. Die Matrix loste sich wdhrend dieser Inkubation weitestgehend auf und
Matrixreste wurden mit einer Pinzette entfernt. Um die Anzahl an Matrixtrimmern zu
verringern, wurde die gesamt Suspension durch ein Zellsieb (70 uM) gegeben und
anschlielend zentrifugiert (1000 rpm, 5 Minuten). Das Zellpellet wurde in FB-Medium

aufgenommen und fir die entsprechenden Tests mit der gewiinschten Zellzahl eingesat.



2.2 Methoden 63

2.2.22 Histologische Beurteilung

2.2.22.1 Fixierung der Hautmodelle

Anhand von Paraffin-und Kryoschnitten wurde die Morphologie der Hautmodelle
begutachtet. Die Hautmodelle wurden halbiert und fiir die Paraffinschnitte in 4%
Formalin fixiert. Anschlieend wurden die Modelle mit Hilfe einer Alkoholreihe im
Entwédsserungsautomaten durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert (s. Tabelle
2.4) und am EG1140H von Leica bei 60°C in Paraffin eingebettet. Die andere Halfte der
Modelle wurde fiir die Kryoschnitte in Tissue Freezing Medium in Kryomols eingebettet

und bei -80°C eingefroren und gelagert.

Tabelle 2.4: Alkoholische Reihe zum Entwdissern der Paraffinschnitte

Losung Zeit Temperatur
Ethanol 50% 1 Stunde 35°C
Ethanol 70% 1 Stunde 35°C
Ethanol 70% 1 Stunde 35°C
Ethanol 90% 1 Stunde 35°C
Ethanol 95% 1 Stunde 35°C
Ethanol 95% 1 Stunde 35°C
Isopropanol 1,5 Stunden 35°C
Isopropanol 1,5 Stunden 35°C

Xylol 1,5 Stunden 35°C
Xylol 1,5 Stunden 35°C
Paraffin 1 Stunde 60°C
Paraffin 1 Stunde 60°C
Paraffin 1 Stunde 60°C

2.2.22.2 Schnittprdparate

Paraffinschnitte

Die in Paraffin eingebettet Hautmodelle wurden auf 1°C abgekihlt und anschlieRend mit
dem Mikrotom RM2145 von Leica in 5 um dicke Prdparate geschnitten. Die Schnitte
wurden in 45°C warmes Wasser Uberfihrt und mit Hilfe eines feinen Pinsels auf
SuperFrostPlus Objekttrager (Thermo Scientific) Gbertragen. Nach dem Antrocknen der
Schnitte tGber Nacht bei 37°C im Trockenschrank wurden diese entweder fiir histologische
Farbungen benutzt oder bei Raumtemperatur gelagert.

Kryoschnitte

Die Kryoschnitte wurden mit Hilfe des Kryostaten CM1900 (Leica) hergestellt. Die
gefrorenen Hautmodelle wurden fiir 30 Minuten bei -25°C dquilibriert und anschlieRend
mit Hilfe des Tissue Freezing Mediums auf dem Probenteller fixiert. Die 8 um dicken
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Schnitte wurden auf SuperFrostPlus Objekttrager Uberfihrt und fiir mindestens
30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte

entweder fir histologische Farbungen verwendet oder im Kihlschrank gelagert.

2.2.22.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Ein Farbeverfahren in der Histologie, mit dem die verschiedenen Strukturen eines
feingeweblichen Schnittes angefarbt werden konnen st die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung, oft abgekiirzt als HE-Farbung. Sie dient der Unterscheidung verschiedener
Gewebestrukturen im mikroskopischen Bild. Himatoxylin ist ein natirlicher Farbstoff aus
dem Blauholzbaum, der seine farbende Eigenschaft entwickelt, wenn er zu Hamalaun
(basischer  Hamateinlack) aufbereitet wird. Hamalaun farbt alle sauren
bzw. basophilen Strukturen, insbesondere Zellkerne, blau ein. Eosin ist ein synthetischer
saurer Farbstoff, der alle azidophilen beziehungsweise basischen Strukturen rot farbt. Mit
Hilfe des Farbeautomaten HistoTek Slide Stainer (Miles Scientific) wurden die

Paraffinschnitte nach folgendem Protokoll mit Himatoxylin und Eosin gefarbt.

Tabelle 2.5: Féirbeprotokoll der automatisierten HE-Féirbung

Xylol 2 Minuten

Ethanol abs. 20 Sekunden
Ethanol 50% 20 Sekunden
Hamatoxylin 3,5 Minuten
Ethanol 70% 20 Sekunden
Ammoniumhydroxid-Ethanol (1,5% / 80%) 20 Sekunden
Ethanol 95% 20 Sekunden
Eosin 20 Sekunden
Ethanol abs. 20 Sekunden
Ethanol abs. 20 Sekunden
Xylol 20 Sekunden

2.2.22.4 AZAN-Farbung

Die AZAN-Farbung wurde 1915 von dem Tibinger Professor M. Heidenhain beschrieben
und ist ein Akronym aus den Anfangsbuchstaben der Farbstoffe Azocarmin und
Anilinblau. Sie dient der Differenzierung von extrazelluldren Bindegewebsfasern,
Geweben und Zellkomponenten. Der Bestandteil Anilinblau setzt sich aus den beiden
Farbstoffen Anilinblau und Orange G zusammen. Dementsprechend handelt es sich bei
dieser Methode um eine Trichromfarbung, bei der die einzelnen Farbstoffe bevorzugt mit
unterschiedlichen Gewebestrukturen reagieren. Die Paraffinprdparate wurden fiir die
Farbung zunachst Gber Xylol und eine absteigende Alkoholreihe entparaffiniert und
rehydriert (Xylol 2 x 5 Minuten, jeweils 1 Minute 100%, 90%, 70% und 50% Ethanol).
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AnschlieBend wurden die Schnitte 5 Minuten in Anilinalkohol vorgebeizt und danach kurz
mit H,O gespuilt. Nach der Inkubation mit Azokarmin (15 Minuten, 56°C) wurden die
Schnitte erneut mit H,O gewaschen und so lange in Anilinalkohol gegeben, bis die Kerne
deutlich zu erkennen waren (ca. 20 Minuten). Diese Differenzierung wurde durch das
Eintauchen in essigsauren Alkohol unterbrochen (1 Minute). Die sich anschlieRende
Inkubation in 5%-iger Phosphorwolframsaure (30 Minuten) entfarbte und beizte das
kollagene Bindegewebe. Nach dem Spiilen der Schnitte mit H,O erfolgte eine
Gegenfarbung mit 1:3 verdinnter Anilinblau-Goldorange-Essigsdure (30 Minuten). Nach
einem weiteren Waschschritt mit H,O wurden die Schnitte zur Differenzierung in 96%
Alkohol inkubiert (1 Minute) und anschlieRfend tber Isopropanol (30 Sekunden) und Xylol
(30 Sekunden) dehydriert, sodass die Praparate mit Cytoseal eingedeckelt werden

konnten.

2.2.22.5 Immunfluoreszenz-Farbung

Die Immunfluorezenz wird eingesetzt, um bestimmte Proteine in Zellen und Geweben zu
lokalisieren. Dazu werden Antikorper verwendet, die mit fluoreszierenden Farbstoffen,
Enzymen oder Goldpartikeln gekoppelt sind und dadurch mikroskopisch nachweisbar
werden. In der Regel werden die Gewebsschnitte aber nicht direkt mit diesen markierten
Antikorpern inkubiert. Vielmehr erfolgt die Inkubation zundchst mit einem nicht
markierten, spezifisch Primarantikdrper, der gegen das gesuchte Antigen gerichteten ist
und erst in einem zweiten Schritt wird ein konjugierter Sekundarantikorper hinzu
gegeben, der speziesspezifisch gegen den Priméarantikérper gerichtet ist. Fir die
Immunfluoreszenz wurden die Kryoschnitte zunachst etwa 20 Minuten lang bei RT
luftgetrocknet. Danach folgte eine Inkubation fir 10 Minuten in eiskaltem Aceton
bei -20°C zur Fixierung des Gewebes. Nachdem die Schnitte luftgetrocknet waren,
erfolgte eine einstiindige Inkubation mit 10%-igem Ziegenserum bei RT zur Sattigung der
unspezifischen Bindungsstellen. AnschlielRend wurde der Primarantikorper in 10%-igem
Ziegenserum verdinnt und mit dem Schnittprdparat tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Am nachsten Tag folgten drei Waschschritte fur jeweils 10 Minuten in
PBS. Unter Beriicksichtigung der Herkunft des Primarantikorpers wurden die
Gewebeschnitte anschlieRend eine Stunde bei RT mit dem jeweils speziesspezifischen
Sekundarantikorper und DAPI inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten von jeweils
10 Minuten mit PBS wurden die Schnitte mit Fluorescenc Mounting Medium (DAKO)
eingebettet.
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2.2.23 Allgemeine Versuchsbedingungen

Alle im Ergebnisteil gezeigten Experimente wurden mindestens dreimal unabhédngig
voneinander durchgefihrt und Signifikanzen mit dem ANOVA-Test und anschlieBendem
Newman-Keuls-Test ermittelt. Alle verwendeten Substanzen wurden mittels MTT-Test auf
Toxizitat Gberprift, auferdem wurden immer subkonfluente Fibroblasten verwendet. Die
Behandlung mit Mitomycin-C erfolgte in 175cm?-Zellkulturflaschen (2 x 24 Stunden,
200 nM) mit einer anschlieBRenden Postinkubation von 5 Tagen. Danach wurden die
Fibroblasten abtrypsiniert und fiir die jeweiligen Versuche in Mikrotiterplatten oder

Zellkulturschalen unterschiedlicher GroRRe eingesat.

2.2.24 Statistik

Als MaRstab fiir die Signifikanz wurde p < 0,05 als signifikant, p < 0,01 als hochsignifikant
und p < 0,001 als hochstsignifikant festgelegt. Der Student’s t-Test wurde fiir den
Vergleich von zwei Datenreihen in Excel durchgefihrt. Fiir die Analyse von mehr als zwei
Datenreihen wurde mit Hilfe des Programms Prism eine nicht parametrische One-way-

ANOVA mit anschlieBendem Newman-Keuls post hoc-Test durchgefiihrt.



3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Induktion einer beschleunigten und dauerhaften Seneszenz in
Hautfibroblasten und darauf aufbauend die Etablierung und Charakterisierung eines

dreidimensionalen Hautalterungsmodells.

Durch eine dauerhafte Subkultivierung kommt es bei fast allen menschlichen somatischen
Zellen zu einem Stillstand der Proliferation, welcher als replikative Seneszenz (RS)
bezeichnet wird (Ben-Porath & Weinberg, 2005). Als wichtiger Faktor fiir das Auftreten
der replikativen Seneszenz wurde zunachst die Verklrzung der Telomere bis zu einer
kritischen Lange wahrend der Replikation angesehen (Harley et al., 1990). (Campisi &
d'Adda di Fagagna, 2007). Des Weiteren ist jedoch beschrieben, dass nicht allein die
Linge der Telomere, sondern vielmehr eine Stérung des Gesamtzustands der
Telomerstruktur (Telomer-Dysfunktion) fiir das Einleiten der replikativen Seneszenz
verantwortlich ist (Gilley et al., 2005; Rodier et al., 2005). Durch die Telomer-Dysfunktion
und anderen Faktoren wie z.B. oxidativen Stress (Reaper et al., 2004) werden Signalwege
aktiviert, die zu einer vorzeitigen, telomerunabhangigen Seneszenz fiihren (Campisi,
2005). Zellkulturexperimente haben mehrfach gezeigt, dass neben Pro-Oxidantien wie
H,0, (Toussaint et al., 2000) auch DNA-schadigende Substanzen wie Busulfan (Probin et
al., 2007), ein zytostatisch wirkendes Alkylanz, eine vorzeitige Seneszenz bei Fibroblasten
auslosen konnen, die nicht mit einer Verkiirzung der Telomere einhergehen muss. Ein
vorribergehender Zellzyklusarrest ist beschrieben, jedoch nur kurzweilig bis zu einer Zeit
von drei Tagen nach der H,0,-Behandlung (Frippiat et al., 2001) oder bis zu 11 Tagen nach
der Busulfan-Behandlung (Probin et al., 2007). Eine dauerhafte Seneszenz, wie sie in vivo
vorkommt, wird durch die genannten Arbeiten jedoch nicht beschrieben. Da der zweite
Teil dieser Arbeit den Aufbau eines dreidimensionalen, organotypischen in vitro Modells
zur Hautalterung umfasst, musste eine Moglichkeit gefunden werden, eine dauerhafte
beschleunigte Seneszenz zu induzieren (Altern im Zeitraffer). Als potentielle neue
Substanz zur Induktion einer dauerhaften Seneszenz wurde Mitomycin-C (MMC)
ausgewahlt, da MMC sowohl oxidativen Stress als auch direkte DNA-Schadigungen
induziert und somit zwei wichtige Mechanismen der replikativen Seneszenz aufgreift.
Aullerdem wurde bereits eine beschleunigte Differenzierung von Fibroblasten durch die
Behandlung mit Mitomycin-C beschrieben (Bayreuther, 1988; Brenneisen et al., 1994).

Im Folgenden werden zuerst die Ergebnisse der Experimente zum Ermitteln einer
geeigneten Substanz fir die dauerhafte Induktion einer beschleunigten Seneszenz in vitro
gezeigt (s. Kapitel 3.1) und im Anschluss daran Merkmale der replikativen Seneszenz (RS)
mit der drug-induced-accelerated senescence (DIAS) verglichen (s. Kapitel 3.2).
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Danach wird die Entwicklung und Charakterisierung eines dreidimensionalen
Hautalterungsmodells beschrieben (s. Kapitel 3.3) und Ansatze fiir mogliche Anti-Aging-
Strategien gezeigt (s. Kapitel 3.4).

3.1 Untersuchungen zur Induktion einer dauerhaften
Seneszenz

Zur Induktion einer telomerunabhdngigen, beschleunigten und dauerhaften Seneszenz
wurden folgende Substanzen untersucht (s. Tabelle 3.1): Wasserstoffperoxid,
Mitomycin-C und Busulfan. Sowohl die Konzentrationen, als auch die Behandlungsdauer
richteten sich nach Literaturangaben. Als Kontrolle (ct) fiir junge Zellen dienten
subkonfluente, exponentiell wachsende Fibroblasten bis zur 15. Passage, entsprechend
einer CPD von maximal 40.

Tabelle 3.1: Ubersicht potentieller Substanzen zur Induktion einer Seneszenz

Passage Substanz _ . Konzentration Literatur
5-15 Wasserstoffperoxid H,O, 1x2h 150 uM (Frippiat et al., 2001)
5-15 Mitomycin-C MMC 2x24h 200nM (Rodemann, 1989)

5-15 Busulfan BU 1x24h 120 uM (Probin et al., 2007)
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3.1.1 Toxizitat seneszenz-induzierender Substanzen in Fibroblasten

Da mit Hilfe subtoxischer Konzentrationen von H,0, oder Busulfan die Induktion einer
vorzeitigen zelluldren Alterung beschrieben ist (Frippiat et al., 2001; Probin et al., 2007),
wurde die Toxizitat der eingesetzten Substanzen mit Hilfe eines Vitalitatstests (MTT-Test)
uberpruft.
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Abbildung 3.1: Toxizitdt seneszenz-induzierender Substanzen Humane dermale Fibroblasten wurden mit
150 uM H,0,, 120 uM Busulfan (BU) und 200 nM Mitomycin-C (MMC) behandelt. Die Zellvitalitdt wurde bei
gleicher Zellzahl fiinf Tage nach der Behandlung mittels MTT-Test bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten (n=3). Die Extinktion der
unbehandelten Kontrolle (ct) wurde auf 100% gesetzt und die Messwerte der behandelten Zellen darauf
bezogen.

Subkonfluente Fibroblasten wurden nach den Angaben in Tabelle 3.1 behandelt und die
Vitalitdt nach einer flinftdgigen Postinkubation mit Hilfe des MTT-Tests (iberprift.
Abbildung 3.1 zeigt deutlich, dass keine Abnahme der Vitalitdit durch die jeweilige
Behandlung hervorgerufen wurde. Ebenfalls wurde die Vitalitdt direkt nach der
Behandlung gemessen. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls keine toxischen Effekte
(Diekmann 2013; Daten nicht gezeigt). Die Vitalitdt der behandelten Fibroblasten stieg
sowohl nach der H,0,-Behandlung als auch nach der Behandlung mit Mitomycin-C auf
135% + 20% (H,0,) bzw. 135% * 33% (MMC). Durch die Busulfanbehandlung konnte ein
Anstieg der Vitalitat auf 178% + 24% beobachtet werden.

3.1.2 Einfluss seneszenz-induzierender Substanzen auf die
Zellproliferation

Ein wichtiges Merkmal replikativ seneszenter Fibroblasten ist ein permanenter Stopp des

Zellzyklus. Inwiefern H,0,, Busulfan und Mitomycin-C zur Hemmung der Proliferation und
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dem damit verbundenen Zellzyklusstopp geeignet sind, wurde mit Hilfe des BrdU-Assays
untersucht. Der Einbau des Thymidinanalogons Bromdesoxyuridin (BrdU) in neu
synthetisierte DNA kann als direkter Ausdruck der proliferativen Kapazitdt der Zellen
angesehen werden.
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Abbildung 3.2: Zeitlicher Verlauf der Proliferation Subkonfluente Fibroblasten wurden mit 150 uM H,0,,
120 puM Busulfan und 200 nM Mitomycin-C behandelt. AnschlieBend wurde bei gleicher Zellzahl die
proliferative Kapazitat mit Hilfe des BrdU-Assays an Tag 1, 3, 5 und 14 nach der Behandlung gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung drei voneinander unabhangig durchgefihrter
Experimente (n=2). Die gemessene Extinktion der unbehandelten Fibroblasten wurde auf 100% normiert
und die Extinktion der behandelten Zellen darauf bezogen.

Abbildung 3.2 zeigt die zeitliche Entwicklung der Proliferation nach der Behandlung. Es ist
deutlich zu erkennen, dass durch die Behandlung mit 150 uM H,0, eine kurzzeitige
Hemmung der Proliferation induziert werden konnte. Die Proliferation sank im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle direkt nach der Behandlung (H,0,, 1d) auf 71%. Bis zum
dritten Tag nach der Behandlung sank die Proliferation weiter auf 32% ab, bevor sie
bereits nach fiinf Tagen auf 63% anstieg. Nach 14 Tagen war der Wachstumsarrest
aufgehoben und die Proliferationsrate stieg auf 100%. Durch die Behandlung mit Busulfan
sank die Proliferation nach einem Tag auf 50% und erreichte nach drei Tagen ein
Minimum von 30%, bevor sie nach flinf Tagen wieder 50% anstieg und dieses Niveau
konstant hielt. Mitomycin-C hingegen induzierte einen dauerhaften Proliferationsstopp
Uber die gesamte Kultivierungszeit von 14 Tagen, sodass die MMC- behandelten
Fibroblasten zu keinem Zeitpunkt proliferative Aktivitat zeigten. Als mogliche Ursache fir
einen Wachstumsarrest werden reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
(ROS) diskutiert (Frippiat et al., 2001). Um herauszufinden, ob es sich um einen ROS-
abhangigen Proliferationsstopp handelt, wurde im néachsten Schritt die Menge an

intrazellularen ROS gemessen.
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3.1.3 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies bei der Induktion von
Seneszenz

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen gemaR der von Harman formulierten Freie-
Radikal-Theorie (Harman, 1956) eine zentrale Rolle bei der Alterung von Fibroblasten. Um
den Einfluss von H,0;, Busulfan und Mitomycin-C auf den intrazelluldren ROS-Gehalt von
Fibroblasten zu untersuchen, wurden die Fibroblasten mit dem Farbstoff
2'7 -Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H,DCF-DA) angefarbt, welcher intrazellular
durch ROS zu dem fluoreszierenden Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert wird. Die

Fluoreszenzintensitat des Farbstoffs verhalt sich proportional zum Gehalt an ROS.
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Abbildung 3.3: Zeitlicher Verlauf des Auftretens von ROS Subkonfluente Fibroblasten wurden mit 150 pM
H,0,, 120 uM Busulfan (BU) oder 200 nM Mitomycin-C (MMC) behandelt. AnschlieRend wurde bei gleicher
Zellzahl der Gehalt an intrazellularen ROS 1, 3, 5 und 14 Tage nach der Behandlung mit Hilfe der DCF-
Messung ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichung von drei unabhéngigen
Experimenten (n=2). Der ROS-Gehalt der unbehandelte Kontrolle (ct) wurde auf 1 normiert und der ROS-
Gehalt der behandelten Zellen darauf bezogen.

Nach der Behandlung mit H,0, stieg der Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies nach
einem Tag bereits auf das 1,6-fache an und erreichte nach drei Tagen bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle, mit einer 2-fachen Erhéhung sein Maximum. Nach 14 Tagen
wurde ein deutlicher Abfall gemessen, sodass keine signifikante Erhéhung mehr
detektierbar war. Durch die Behandlung mit Busulfan (BU) stieg der ROS-Gehalt nicht
direkt nach der Behandlung, sodass erst nach drei Tagen ein 1,7-facher Anstieg gemessen
wurde, welcher auch am fiinften Tag nach der Behandlung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle, konstant gehalten wurde, bevor er nach 14 Tagen mit einem
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1,3-fachen Anstieg nicht mehr signifikant erhoht war. Die Behandlung mit Mitomycin-C
(MMC) lieferte den starksten Anstieg an intrazelluldaren ROS. Direkt nach der Behandlung
konnte eine Verdreifachung des ROS-Gehaltes gemessen werden. Dieser Anstieg hielt sich
bis zu fiinf Tage konstant auf dem hohen Niveau und sank erst in den folgenden Tagen,
sodass nach 14 Tagen kein signifikanter Anstieg verglichen mit der unbehandelten

Kontrolle mehr messbar war.

Die Ergebnisse zeigen, dass 14 Tage nach der jeweiligen Behandlung keine Erhéhung der
reaktiven Sauerstoffspezies innerhalb der Zellen vorlag. Aufgrund der Tatsache, dass
durch die Behandlung mit BU und MMC nach 14 Tagen keine ROS mehr detektierbar
waren, der Wachstumsarrest jedoch immer noch stabil war (s. Kapitel 3.1) lasst sich
schlussfolgern, dass der Ausloser fiir einen dauerhaften Wachstumsarrest nicht allein die
reaktiven Sauerstoffspezies sein kdnnen, sondern durch die Behandlung mit BU oder
MMC voraussichtlich ein DNA-Schaden induziert wird, welcher zu einer Aktivierung von

Wachstumsarrest-auslésenden Signalkaskaden fiihren kann.
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3.1.4 Auswirkung seneszenz-induzierender Substanzen auf die
Zellmorphologie

Mit dem Erreichen der replikativen Seneszenz bei Fibroblasten ist eine Zunahme der
ZellgroRe beschrieben (Mitsui & Schneider, 1976). Um festzustellen inwiefern durch die
Behandlung mit H,0,, Busulfan oder Mitomycin-C eine Zunahme der ZellgrofRe als
Indikator einer seneszenten Zelle beobachtet werden kann, wurden die Fibroblasten mit
Coomassie Brilliant Blue zur mikroskopischen Auswertung angefarbt. In Abbildung 3.4

sind reprasentative Aufnahmen der Zellfarbungen gezeigt.
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Abbildung 3.4: Morphologische Entwicklung der Zellform Subkonfluente Fibroblasten wurden mit 150 uM
H,0,, 120 uM Busulfan (BU) und 200 nM Mitomycin-C (MMC) behandelt. AnschlieRend wurde die
morphologische Entwicklung mikroskopisch durch Anfarben der Zellen mit Coomassie Brilliant Blue tUber
einen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet. Dargestellt ist jeweils ein reprdsentatives Bild von drei
unabhangigen Farbungen (n=3).

Eine Zunahme der ZellgréBe nach der Behandlung mit H,O, kann in den ersten drei Tagen
nach der Behandlung beobachtet werden (s. Abbildung 3.4, H,0,, Tag 1 + 3). Finf bzw. 14
Tage nach der Behandlung sind lediglich vereinzelt Fibroblasten erkennbar, die eine
vergroRerte Oberflache zeigen (s. Abbildung 3.4, H,0,, Tag 5 + 14). Die Mehrheit der
Fibroblasten zeigt zu diesem Zeitpunkt die typische spindelformige Zellform mitotischer
(proliferierender) Fibroblasten. Im Gegensatz dazu konnte sowohl durch die Behandlung
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mit Busulfan, als auch mit Mitomycin-C mit zunehmender Kulturdauer eine Zunahme der
ZellgroRe beobachtet werden, welche (ibereinstimmt mit den bereits friher
beschriebenen morphologischen Kriterien gealterter Fibroblasten (Bayreuther, 1988).
Mitotische Fibroblasten zeichnen sich durch eine spindelformige Zellform mit
Ausbuchtungen rund um den Zellkern aus (s. Abbildung 3.4, ct, Tag 1-14). Im Gegensatz
dazu sind typische Kennzeichen seneszenter Fibroblasten eine 10 bis 20-fache
VergrofRerung der Zelloberfliche mit groBem, flachem und ovalem Zellkern. Diese
Morphologie konnte bei den Fibroblasten nach finf bzw. 14 Tagen beobachtet werden,
welche mit Busulfan (s. Abbildung 3.4, BU, Tag 5 + 14) oder Mitomycin-C (s. Abbildung
3.4, MMC, Tag 5 + 14) behandelt wurden, jedoch nicht bei den Zellen, die mit H,0,
behandelt wurden (s. Abbildung 3.4, H,O,, Tag 5 + 14).

3.1.5 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Seneszenz-Induktion

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass durch die Behandlung mit H,0, eine
transiente Seneszenz induziert werden konnte. Diese Seneszenz fiihrte in den ersten drei
Tagen nach der Behandlung zu einem Wachstumsarrest, einem Anstieg des
intrazelluldren ROS-Gehalts sowie einer VergrofRerung der Zellmorphologie. Flinf bzw. 14
Tage nach der Behandlung sank die intrazelluldre Menge an reaktiven Sauerstoffspezies,
sodass keine signifikante Erhéhung mehr gemessen werden konnte. Parallel zum Abfall
des ROS-Gehalts, stieg die Proliferationsrate wieder an und die morphologischen
Veranderungen gingen verloren. Somit wird eine ROS-Abhédngigkeit bei der Induktion
einer vorzeitigen Seneszenz durch H,0, deutlich. Allerdings ist H,0, allein nicht geeignet,
um eine vorzeitige und dauerhafte Seneszenz zu induzieren. Aus diesem Grund wurde in
den weiteren Untersuchungen zur Seneszenz-Induktion auf die Anwendung von H,0, als

Stimulus verzichtet.

Busulfan und Mitomycin-C zeigten einen dauerhaften Wachstumsarrest {ber den
untersuchten Zeitraum von 14 Tagen. Dieser Wachstumsarrest wurde sowohl von einer
Zunahme der ZellgroRe, als auch von morphologischen Verdnderungen konstant
begleitet. Durch die Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies, welche nach 14 Tagen
sowohl bei der Busulfanbehandlung, als auch bei der Behandlung mit Mitomycin-C keinen
signifikanten Anstieg mehr zeigten, wurde deutlich, dass ROS alleine nicht ausreichen, um
eine vorzeitige und dauerhafte Seneszenz zu induzieren. Vielmehr ist ein zweiter Stimulus
wie z.B. ein DNA-Schaden durch alkylierende Substanzen wie Busulfan oder Mitomycin-C
notwendig, um den seneszenten Charakter der Fibroblasten dauerhaft aufrecht zu

erhalten.

Aufgrund der Tatsache, dass die vorzeitig induzierte Seneszenz durch H,0, nur transient

war und Busulfan die Proliferation lediglich um 50% verringerte und nur einen leichten
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Anstieg des ROS-Gehalts induzierte, wurde in den weiteren Versuchen ausschlieRlich das
Potential von Mitomycin-C zur Induktion einer beschleunigten und dauerhaften
Seneszenz (DIAS =drug induced accelerated Senescence) genauer untersucht.
Mitomycin-C kombiniert sowohl oxidativen Stress als auch eine DNA-Schadigung und
umfasst somit zwei wesentliche Mechanismen, die als Ursachen fiir replikative Seneszenz
in der Theorie der freien Radikale und der DNA-Schadenstheorie (s. Kapitel 1.1.1.1)
diskutiert werden.

3.2 Untersuchungen zur Alterung im Zeitraffer mit Mitomycin-C

Replikative Seneszenz (RS) ist ein zeitaufwendiger Prozess, welcher bei humanen,
dermalen Fibroblasten in Folge einer dauerhaften Kultivierung nach ca. 200 Tagen bei
einer kumulativen Populationsverdopplung (CPD) von 55-60 erreicht wird (Cristofalo &
Pignolo, 1993). Der replikativen Seneszenz wurde bisher die stressinduzierte, vorzeitige
Seneszenz durch H,0, (SIPS) gegeniibergestellt, mit dessen Hilfe ein friihzeitiger
Alterungsprozess ausgelost werden kann. Aufgrund der Untersuchungen zur Induktion
einer dauerhaften Seneszenz (s. Kapitel 3.1) zeigte sich jedoch, dass es sich bei der
vorzeiten Alterung durch H,0, um eine transiente Seneszenz handelt und ein zweiter
Stimulus wie z.B. ein DNA-Schaden durch Mitomycin-C nétig ist, um eine dauerhafte
Seneszenz zu induzieren. In den folgenden Untersuchungen wurde analysiert, welche
gemeinsamen Merkmale zwischen RS und MMC-induzierter Seneszenz (DIAS) bestehen
und inwiefern durch die Behandlung mit Mitomycin-C eine replikative Seneszenz simuliert
werden kann, sodass dadurch eine Moglichkeit gegeben ware, den Alterungsprozess im
Zeitraffer zu untersuchen. Fir die vergleichende Analyse zwischen RS und DIAS wurden
folgende Versuchsbedingungen gewabhlt:

Als Kontrolle fir junge Zellen (ct) dienten subkonfluente mitotische Fibroblasten bis zur
15. Passage. Diese Fibroblasten hatten eine CPD < 40 und zeigten ein exponentielles
Wachstum. Fibroblasten des gleichen Spenders wurden mit einer CPD > 55 verwendet
und als replikativ gealtert angesehen, da diese Fibroblasten bereits in der Plateauphase
der Wachstumskurve waren und mit einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von
0,02/Woche ihr proliferatives Potential erschopft hatten. Diese Fibroblasten wurden ca.
14 Tage nach dem Erreichen der replikativen Seneszenz verwendet. Mitotische
Fibroblasten mit einer CPD < 40 wurden durch zweimalige Behandlung mit Mitomycin-C
zu induziert beschleunigt seneszenten Fibroblasten (DIAS) (s.Kapitel 2.1.2). Die
Behandlung erfolgte mit einer Konzentration von 200 nM flr 24 Stunden, gefolgt von
einer 24-stiindigen Erholungsphase in FB-Medium, nach der sich eine erneute
Behandlung mit 200 nM Mitomycin-C fir 24 Stunden anschloss. Nach der Behandlung
folgte eine flinftagige Postinkubation in FB-Medium.
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3.2.1 Vergleich des Proliferationsverhaltens seneszenter Fibroblasten

Das Alter einer Zellkultur kann durch die kumulative Populationsverdopplung (CPD) als
Summe der durchlaufenen Verdopplungen der Gesamtpopulation ausgedriickt werden.
Abbildung 3.5 zeigt die Entwicklung der Populationsverdopplungen unbehandelter Zellen
bis zum Status der replikativen Seneszenz (RS) im Vergleich zu den MMC-induziert
seneszenten Zellen (DIAS).
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Abbildung 3.5: Zeitliche Entwicklung der Populationsverdopplungen Um replikativ seneszente Zellen zu
erhalten, wurden dermale Fibroblasten (ber einen Zeitraum von 250 Tagen seriell subkultiviert. Zur
Induktion einer beschleunigten Seneszenz wurden mitotische Fibroblasten in der exponentiellen Phase mit
Mitomycin-C (200 nM, 2 x 24 h) behandelt (DIAS). Durch die Berechnung der Zellverdopplungen (CPD)
wurde das Wachstumsverhalten dokumentiert.

Zu Beginn der Wachstumskurve proliferierten die Fibroblasten exponentiell und teilten
sich mit einer PD von durchschnittlich 3/Woche. Die exponentielle Phase ging nach ca.
170 Tagen und einer Gesamtzahl von 57 Populationsverdopplungen in die stationdre
Phase tiber, welche durch einen Abfall der PD von 3/Woche in der exponentiellen Phase
auf 0,02/Woche in der stationdren Phase gekennzeichnet war. Dieser Stillstand der
Proliferation nach ca. 170 Tagen kennzeichnete bei den verwendeten Fibroblasten den
Beginn der replikativen Seneszenz. Durch die Behandlung mit Mitomycin-C konnte ein
dauerhafter Wachstumsstopp vorzeitig induziert werden, bei dem die PD von 3/Woche
auf 0,08/Woche abfiel. Die MMC-Behandlung flihrte bei den mitotischen Fibroblasten zu
einem sofortigen Wachstumsstopp, welcher Uber einen Zeitraum von zwei Monaten

beobachtet wurde und somit dauerhaft aufrechterhalten werden konnte. Mit Hilfe der
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Wachstumskurve  konnten  erste  Hinweise  beziglich eines dauerhaften
Proliferationsstopps gewonnen werden, welcher durch MMC ausgeldst wurde und sich
zeitlich deutlich von der replikativen Seneszenz abgrenzt (s. Abbildung 3.5).

Die nachsten Experimente dienten dazu, die Inhibition der Proliferation mit Hilfe des
BrdU-Tests zu bestéatigen. Der Einbau des Thymidinanalogons Bromdesoxyuridin (BrdU) in
neu synthetisierte DNA kann als direkter Ausdruck der proliferativen Kapazitat der Zellen
gesehen werden.
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Abbildung 3.6: Proliferatives Potential mitotischer und seneszenter Fibroblasten Subkonfluente
Fibroblasten wurden mit 200 nM Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt (DIAS) und deren proliferative Kapazitat
bei gleicher Zellzahl mit Hilfe des (A) BrdU-Assays und (B) der Ki67-Farbung im Vergleich zu replikativ
seneszenten Fibroblasten (RS) und mitotischen Fibroblasten (ct) untersucht. (A) Die Extinktion der
mitotischen Fibroblasten wurde auf 100% gesetzt und die Messwerte der seneszenten Fibroblasten darauf
bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhdngigen Experimenten
(n=3). (B) In Bezug auf die Gesamtzellzahl wurde der Anteil proliferierender Zellen anhand einer positiven
Ki67-Farbung ermittelt. Mitotische Fibroblasten dienten als Kontrolle (ct). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten (n=3), sowie reprasentative Aufnahmen. Sowohl
der BrdU-Assay, als auch die Ki67-Farbung erfolgten funf Tage nach der MMC-Behandlung.
(**p<0,01;***p<0,001; One-way-Anova)

In Abbildung 3.6 zeigt sich deutlich eine Korrelation bezliglich des Proliferationsverhaltens
von replikativ seneszenten (RS) und MMC-induziert seneszenten (DIAS) Fibroblasten.
Beide Fibroblastentypen zeigten im BrdU-Assay mit weniger als 50% proliferativer
Aktivitat einen signifikanten Unterschied bezliglich des Proliferationsverhaltens im

Vergleich zu den unbehandelten mitotischen Kontrollzellen (ct).
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Zur Bestédtigung der Ergebnisse des BrdU- Assays, wurde das Protein Ki67 untersucht,
dessen Expression im Zellkern in mitotischen, nicht aber in ruhenden, seneszenten Zellen
zu finden ist. Dieser Umstand macht Ki67 zu einem guten Marker, um die proliferative
Aktivitat einer Zellpopulation zu untersuchen. Fir die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen wurden sowohl mitotische, unbehandelte Fibroblasten, als auch
seneszente Fibroblasten (DIAS und RS) auf Objekttragern kultiviert. Fir die quantitative
Auswertung wurde die Gesamtzellzahl mit Hilfe der DAPI-Farbung bestimmt und der
relative Anteil an Ki67-positiven Zellen gezdhlt. In Abbildung 3.6 sind reprdsentative
Aufnahmen der Fibroblasten von drei unabhdngigen Experimenten gezeigt. Die
Ki67-Farbung zeigte sowohl bei den replikativ seneszenten (RS), als auch bei den
MMC-induziert seneszenten (DIAS) Zellen eine deutliche Abnahme der Ki67-Expression,
im Vergleich zu den mitotischen Fibroblasten (ct). Beide seneszenten Zelltypen zeigten
einen signifikanten Riickgang der Proliferation auf unter 10%, im Vergleich zu einer

80%igen Proliferation bei den mitotischen Fibroblasten.

Die Ergebnisse der Wachstumskurve, des BrdU-Einbaus und der Ki67-Farbung
verdeutlichen beziglich des Proliferationsstopps erste gemeinsame Merkmale zwischen

replikativer und durch Mitomycin-C induzierter Seneszenz (DIAS).

3.2.2 Morphologische Verdanderungen bei seneszenten Fibroblasten

Mit dem Erreichen der replikativen Seneszenz bei Fibroblasten ist eine Zunahme der
ZellgroRe beschrieben (Mitsui & Schneider, 1976). Um festzustellen, ob sowohl bei den
MMC-induziert beschleunigt seneszenten (DIAS), als auch bei den replikativ seneszenten
(RS) Fibroblasten eine Zunahme der ZellgroRe zu beobachten ist, wurde die
durchschnittliche ZellgroBe der Gesamtpopulation bestimmt. Dazu wurden mitotische
Kontrollzellen und seneszente Zellen (DIAS und RS) mit Coomassie Brilliant Blue
angefarbt. Zur mikroskopischen Auswertung wurden von jedem unabhangigen Versuch
jeweils drei Bildausschnitte pro Zelltyp ausgewertet, von denen jeweils die GroRe von flinf
Zellen exemplarisch mit Hilfe der Software ImageJ vermessen wurden (s. Kapitel 2.2.12).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abbildung 3.7: Morphologie und Zellgréfie mitotischer und seneszenter Fibroblasten Subkonfluente
Fibroblasten wurden mit 200 nM Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt (DIAS) und die ZellgroRe im Vergleich zu
replikativ seneszenten Fibroblasten (RS) und mitotischen Fibroblasten (ct) untersucht. Die ZellgroRe der
mitotischen Fibroblasten wurde auf 1 normiert und die der seneszenten Fibroblasten darauf bezogen.
Dargestellt sind reprdsentative Aufnahmen (20-fache VergroRerung), sowie die Mittelwerte
+ Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten (n=3).

Die ZellgroBRe ist sowohl bei den replikativ gealterten Fibroblasten, als auch bei den
MMC-induziert seneszenten Fibroblasten im Vergleich zu den mitotischen Fibroblasten
erhoht (s. Abbildung 3.7). Die Flache der RS-Fibroblasten ist um den Faktor 8 + 2 und die
der DIAS-Fibroblasten um den Faktor 10 + 5 deutlich erhoht im Vergleich zu den
mitotischen Fibroblasten. Diese Zunahme der ZellgréBe wird bei Fibroblasten mit
zunehmender Anzahl durchlaufener Zellteilungen durch eine Verdnderung der
Zellmorphologie begleitet (Bayreuther, 1988). Die mitotischen Fibroblasten zeichnen sich
durch eine spindelférmige Zellform, mehrheitlich mit Ausbuchtungen rund um den
Zellkern aus. Typische Kennzeichen seneszenter Fibroblasten ist eine 10 bis 20-fache
VergroRRerung der Zelloberflache mit groBem, flachem und ovalem Zellkern. Sowohl die
RS- als auch die DIAS-Fibroblasten zeigten die morphologischen Merkmale seneszenter
Fibroblasten, welche von einer pleiomorphen Zellform begleitet wurden (s. Abbildung
3.7).

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass durch die Behandlung mit Mitomycin-C
anhand der starken Zunahme der ZellgroBe und einer Verdnderung der Zellmorphologie
ergianzend zum Wachstumsstopp, weitere Merkmale replikativer Seneszenz induziert

werden konnten.
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3.2.3 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies in seneszenten Fibroblasten

Reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) spielen gemall der ,Freien-Radikal-Theorie”
(Harman, 1956) eine zentrale Rolle bei der Alterung und stellen daher ein weiteres
wichtiges Merkmal seneszenter Zellen dar. Die Analyse des ROS-Gehalts wurde mit Hilfe
der DCF-Messung (s. Kapitel 2.2.9) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.8: Reaktive Sauerstoffspezies in seneszenten Zellen Subkonfluente Fibroblasten wurden mit
200 nM Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt und der Gehalt an intrazelluldren ROS bei gleicher Zellzahl fiinf
Tage nach der MMC-Behandlung (DIAS) mit Hilfe der DCF-Messung im Vergleich zu replikativ seneszenten
Fibroblasten (RS) untersucht. Unbehandelte mitotische Fibroblasten dienten als Kontrolle (ct). Der ROS-
Gehalt der mitotischen Fibroblasten wurde auf 1 normiert und der ROS-Gehalt der seneszenten Zellen
darauf bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichung von drei unabhdngigen
Experimente (n=3). (*p<0,05; One-way-Anova)

Abbildung 3.8 zeigt deutlich, dass der Gehalt an intrazellularen ROS im Vergleich zu den
mitotischen Fibroblasten, sowohl bei den replikativ seneszenten (RS) um den Faktor 4,1
+ 1,1, als auch bei den MMC-induziert seneszenten (DIAS) Fibroblasten um den Faktor 3,5
+ 0,7 erhoht wurde und sich somit signifikant unterschied. Die Analyse des intrazellularen
ROS-Gehalts fiinf Tage nach der Behandlung zeigte ein weiteres gemeinsames Merkmal
zwischen RS und DIAS.
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3.2.4 R-Galaktosidase-Aktivitat in seneszenten Fibroblasten

Fir replikativ seneszente Fibroblasten wird die Aktivitat des Enzyms 3-Galaktosidase als
Biomarker beschrieben (Dimri et al., 1995). B-Galaktosidase ist ein lysosomales Enzym,
welches im Alter aufgrund stark vergroRerter Lysosomen bei einem suboptimalen pH-
Wert von 6.0 nachweisbar ist. In diesem Fall spricht man von einer Seneszenz
assoziierten-R-Galaktosidase-Aktivitat (SA-R-Gal-Aktivitat).

Zur Bestimmung der SA-RB-Gal-Aktivitait wurden die DIAS-Fibroblasten nach der
Behandlung mit Mitomycin-C fiir 21 Tage weiter kultiviert, damit es zu einer
Akkumulation des Enzyms kam. Die Enzymaktivitdit wurde durch eine Enzym-Substrat-
Farbreaktion nachgewiesen (s. Kapitel 2.2.11), welche durch eine sichtbare Blaufarbung
der Zellen die erhohte R-Galaktosidase-Aktivitat anzeigt. Abbildung 3.9 zeigt
reprasentative Aufnahmen der mitotischen, der DIAS- und der RS-Fibroblasten.
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Abbildung 3.9: SA-3-Galaktosidase-Aktivitiit seneszenter Fibroblasten Subkonfluente Fibroblasten wurden
mit 200 nM Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt (DIAS) und die Aktivitat der SA-R-Galaktosidase nach 21
Tagen im Vergleich zu replikativ seneszenten Fibroblasten (RS) untersucht. Unbehandelte mitotische
Fibroblasten dienten als Kontrolle (ct). Die Fibroblasten wurden auf Objekttragern kultiviert und gefarbt.
Durch einen blauen Niederschlag wurde die Aktivitdt der SA-R-Galaktosidase sichtbar. Dargestellt sind
reprasentative Aufnahmen (20-fache VergroRerung) aus drei unabhangigen Versuchen (n=3).

Abbildung 3.9 zeigt deutlich, dass ausschlieflich die seneszenten Fibroblasten einen
blauen Farbniederschlag und somit eine erhohte SA-RB-Galaktosidase-Aktivitat besitzen.
Der Anteil an Zellen mit erhohter Aktivitat ist sowohl bei den replikativ seneszenten, als
auch bei den MMC-induziert seneszenten Fibroblasten vergleichbar. Die mitotischen
Fibroblasten hingegen zeigten keinen blauen Farbniederschlag, somit konnte keine
erhohte Aktivitdt der SA-B-Galaktosidase in mitotischen Fibroblasten nachgewiesen

werden.

3.2.5 Effekte von Seneszenz auf den Zellzyklus

Bisherige Analysen des Zellzyklus haben gezeigt, dass Fibroblasten nach dem Erreichen
der replikativen Seneszenz in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert sind (Stein & Dulic,
1995). Der Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus wird durch den G1-
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Kontrollpunkt reguliert, bei dem das Tumorsuppressorprotein p53 eine hemmende Rolle
spielt. Mit Hilfe des Westernblots wurde untersucht, ob die beobachtete Inhibition der
Proliferation von einer veranderten Aktivitdt des Proteins p53 begleitet wurde. Die
Phosphorylierung von p53 ist ein Marker flr die Aktivitat des Proteins und kann eine
Verschiebung der Zellzyklusphasen auslésen (s. Abbildung 1.3). Der Zellzyklus wurde mit
Hilfe der Durchflusszytometrie genauer untersucht. Dazu wurden mitotische (ct),
replikativ seneszente (RS) und MMC-induziert seneszente (DIAS) Fibroblasten mit dem
DNA-Farbstoff Propidiumiodid (P1) angefarbt. Der Farbstoff interkaliert in doppelstrdangige
Nukleinsduren und ermdoglicht dadurch eine quantitative Bestimmung der Nukleinsauren,
welche charakteristisch fur die einzelnen Zyklusphasen ist.
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Abbildung 3.10: Zellzyklusregulation in seneszenten Fibroblasten Subkonfluente Fibroblasten wurden mit
200 nM Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt (DIAS) und der Zellzyklus fiinf Tage nach der Behandlung im
Vergleich zu replikativ seneszenten (RS) und mitotischen (ct) Fibroblasten untersucht. (A) Die Aktivitat von
p53 wurde mit Hilfe des Westernblots finf Tage nach der Behandlung untersucht. Dargestellt ist ein
reprasentativer ~ Westernblot von  drei  unabhdngigen  Experimenten (n=3), sowie die
Mittelwerte + Standardabweichung der gemessenen Bandenintensitdten nach der Normierung auf GAPDH.
Die p53-Aktivitat der unbehandelten Kontrolle wurde auf 1 normiert und die der seneszenten Fibroblasten
darauf bezogen. (B) Die Fixierung der Zellen zur Analyse der Zellzyklusphasen erfolgte fiinf Tage nach der
MMC-Behandlung. Die Zellzyklusphasen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontrolle
dienten unbehandelte mitotische Fibroblasten (ct). Dargestellt ist ein reprdsentatives Histogramm von drei
unabhangigen Experimenten (n=3), sowie die Mittelwerte der prozentualen Verteilung der
Zellzyklusphasen. (*p<0,05; One-way-Anova).
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Die Analyse des Zellzyklus zeigte eine typische Verteilung der Zellzyklusphasen bei den
mitotischen Fibroblasten. In der G1-Phase befanden sich 83%, in der S-Phase 6% und in
der G2-Phase 11%. Durch die Behandlung der mitotischen Fibroblasten mit Mitomycin-C
(DIAS), konnte funf Tage nach der Behandlung eine Umverteilung der Zellzyklusphasen
analysiert werden, sodass 14% der behandelten Fibroblasten in der G1-Phase, 11% in der
S-Phase und 68% in der G2-Phase waren. Somit wurde durch die MMC-Behandlung ein
G2-Arrest induziert, welcher bei den replikativ seneszenten Fibroblasten (RS) nicht
detektiert werden konnte. Fiir die RS ergab sich folgendes Bild: 72% der Zellen verharrten
in der G1-Phase, 13% in der S-Phase und 11% in der G2-Phase. Trotz des Zellzyklusarrests
beider seneszenten Zelltypen (RS und DIAS) konnte ein Unterschied in den
Zellzyklusarrest-Phasen nachgewiesen werden. Aufgrund der Tatsache, dass sowohl ein
G1-Arrest, als auch ein G2-Arrest durch die Aktivierung von p53 ausgelost werden kann
(Agarwal et al., 1995), wurde mit Hilfe eines Westernblots die Aktivitdt von p53
untersucht.

Die Aktivitat von p53 war sowohl bei den replikativ seneszenten (RS), als auch bei den
durch MMC-Behandlung induziert seneszenten Fibroblasten (DIAS) signifikant erhoht.
Durchschnittlich ergab sich eine signifikante Erhohung des an Serin-15 phosphorylierten
Proteins um das 9,8-fache bei den DIAS-Fibroblasten (+ 2,3) und das 7,9-fache bei den
replikativ seneszenten Zellen (+ 0,32). Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass der
Zellzyklusarrest auf einen ahnlichen Mechanismus zurick zu flihren ist. p53 wird Uber
Phosphorylierung aktiviert und initiiert in Folge dessen unterschiedliche Signalwege,
welche unter anderem zu dem bereits beobachteten Wachstumsarrest fiihren kénnen.
Der auslésende Mechanismus flir den Wachstumsarrest ist sowohl bei den replikativ
seneszenten, als auch bei den MMC-induziert seneszenten Fibroblasten auf eine

Aktivierung von p53 zurlickzufihren.

3.2.6 Einfluss von Mitomycin-C auf die Expression von Matrix-
Metalloproteinase-1

Da der zweite Teil dieser Arbeit die Entwicklung eines Hautalterungsmodells umfasste, lag
ein besonderes Augenmerk auf der Synthese kollagenabbauender Enzyme seneszenter
Fibroblasten. Replikativ gealterte Fibroblasten zeichnen sich durch die vermehrte
Produktion von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) aus (Coppe et al., 2010). Diese
vermehrte Produktion an MMP ist eine der Hauptursachen fir die Faltenbildung
gealterter Haut und stellt somit einen wichtigen Ansatz fiir mogliche Anti-Aging-Rohstoffe
dar (Griffiths, 2001). Um festzustellen, ob durch die MMC-Behandlung ein ahnliches
Expressionsmuster beziiglich der Matrix-Metalloproteinasen auftritt, wie bei replikativ
gealterten Fibroblasten, wurden die Uberstinde der jeweiligen Fibroblasten analysiert.
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Dazu wurden die Uberstidnde (s. Kapitel 2.2.6) von mitotischen Fibroblasten mit denen
von replikativ seneszenten und MMC-induziert seneszenten Fibroblasten verglichen und
mit Hilfe des , Quantakine ELISA Human Pro-MMP1“ die Konzentration an MMP-1
gemessen und auf die jeweilige Zellzahl bezogen.
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Abbildung 3.11: Freisetzung von Pro-MMP-1 in Fibroblasten Subkonfluente Fibroblasten wurden mit
200 nM Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt (DIAS) und die Konzentration an extrazellularem MMP-1 finf
Tage nach der Behandlung mit Hilfe eines ELISA’s im Vergleich zu replikativ seneszenten Fibroblasten (RS)
untersucht. Unbehandelte mitotische Fibroblasten dienten als Kontrolle (ct). Die Konzentration an
Pro-MMP-1/Zelle der Kontrollzellen wurde auf 1 normiert und die der seneszenten Zellen darauf bezogen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen (n=3). (*p<0,05;
One-way-Anova)

Abbildung 3.11 zeigt eine signifikante Zunahme der Freisetzung von Pro-MMP-1, sowohl
bei den replikativ gealterten Fibroblasten (RS), als auch bei den DIAS-Fibroblasten. Bei
den DIAS-Fibroblasten konnte eine 3,6-fache (+ 1,2) und bei den RS-Fibroblasten eine 4-
fache (* 0,2) Erhohung der Expression von MMP-1 gemessen werden. Diese Ergebnisse
bestatigen die vorherigen Ergebnisse, dass durch die Behandlung mit Mitomycin-C eine
beschleunigte und dauerhafte Seneszenz in den Fibroblasten induziert werden kann,
welche die replikative Seneszenz imitiert.

3.2.7 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Alterung im Zeitraffer

Durch die Langzeitkultivierung der Fibroblasten ging die Verdopplungsrate kontinuierlich
zurlick und es kam nach etwa 170 Tagen bei einer CPD von 60 zu einem Stillstand der
Proliferation und einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase, welcher mit einer veranderten
Morphologie der Zelle und einer erhéhten Aktivitat der SA-B-Galaktosidase einherging.
Parallel zum Rickgang der Proliferation veranderte sich der Fibroblast von einer
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spindelférmigen mitotischen Zelle hin zu einer stark vergroBerten Zellform, welche den
seneszenten Phanotyp darstellt. Der Rickgang der Proliferation ging ebenfalls mit einem
Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies, einer erhdhten Aktivitat des Proteins p53 und
einer Steigerung der Expression an Matrix-Metalloproteinase-1 einher. Aufgrund der
Tatsache, dass die replikative Seneszenz ein sehr zeitaufwendiger Prozess ist, wurde
untersucht, inwiefern durch die Behandlung mit Mitomycin-C eine beschleunigte
Seneszenz induziert werden konnte, welche sich durch gemeinsame Merkmale zwischen
RS und DIAS auszeichnet und so eine Mdoglichkeit bietet, den Alterungsprozess im
Zeitraffer zu untersuchen.

Die Behandlung der Fibroblasten mit Mitomycin-C fiihrte ebenfalls zu einer dauerhaften
Inhibition des Zellzyklus, im Gegensatz zu replikativ seneszenten Fibroblasten (G1-Arrest)
zeigten die MMC-behandelten Zellen jedoch einen Zellzyklusstopp in der G2-Phase.
Ebenso wie bei den replikativ seneszenten Fibroblasten, konnte durch die
MMC-Behandlung neben einer veranderten Morphologie auch eine erhohte
SA-R-Galaktosidase-Aktivitdt, sowie ein Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies
nachgewiesen werden. Gleichzeitig mit der Zellzyklusinhibition kam es auRerdem zu einer
vergleichbaren Zunahme der p53-Aktivitat und der Konzentration an Pro-MMP-1 in den
DIAS-Fibroblasten.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass durch die Behandlung mit Mitomycin-C wesentliche
Merkmale replikativer Seneszenz induziert werden konnten, und somit Mitomycin-C ein
geeignetes Mittel darstellt, um eine beschleunigte und dauerhafte Seneszenz zu

induzieren, welche die replikative Seneszenz imitiert.

Tabelle 3.2: Ubersicht der analysierten Merkmale replikativer und MMC-induzierter Seneszenz

Proliferationsstopp ' \/ ‘/

VergréRerte Morphologie \/ \/

Erhohter ROS-Gehalt \/ \/
SA-B-Galaktosidase-Aktivitat \/ \/
Aktives p53 \/ \/

Zellzyklusstopp

v v
Erhéhte [MMP-1] ‘/ \/
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3.3 Untersuchungen zum Aufbau eines Hautalterungsmodells

3.3.1 Histologische Veranderungen in vivo gealterter Haut

Junge Haut Alte Haut

Abbildung 3.12: Histologische Verédinderungen in vivo gealterter Haut Paraffinschnitte einer jungen Haut
(Vorhaut eines Dreijdhrigen) und einer alten Haut (Facelift einer 67-Jahrigen) wurden fiir die histologische
Begutachtung mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung) gefarbt und anschlieBend lichtmikroskopisch
begutachtet. Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Aufnahme (20-fache VergréRerung) aus drei
unabhangigen Versuchen (n=3). E: Epidermis, D: Dermis, F: Fibroblasten, K: Keratinozyten, HF: Haarfollikel

Alternde Haut zeigt im Laufe des Lebens eine Abnahme der Dicke aller Hautschichten. Die
Gesamtdicke der Epidermis beispielsweise nimmt bei gealterter Haut ab, wobei das
stratum corneum unverandert bleibt. Die dermoepidermale Junktionzone (Reteleiste) ist
abgeflacht, wodurch es zu einer Ablésung der Epidermis von der Dermis kommen kann,
sodass die Verletzlichkeit der Haut im Alter zunimmt (Gilchrest & Krutmann, 2006). Die
Dicke der Dermis nimmt aufgrund von Veranderungen der Matrixproteine ebenfalls ab.
Eine der Hauptursachen dafiir ist die veranderte Zusammensetzung von Kollagen-und
Elastinfasern. Das Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau von Kollagen und Elastin
verschiebt sich mit zunehmendem Alter zum Abbau hin. Als Folge davon ist das Kollagen
weniger stark quervernetzt, wodurch die Haut weniger straff ist. Abbildung 3.12 zeigt
deutlich einige dieser charakteristischen Veranderungen in vivo gealterter Haut. Die Dicke
der Epidermis (E) der gealterten Haut ist verringert und die Kollagenstruktur der Dermis
(D) ist aufgelockert und weniger stark organisiert im Vergleich zur jungen Haut. Diese
zeigt eine wesentlich dickere Epidermis und eine kompakte Kollagenstruktur. AuRerdem
ist der Anteil an Fibroblasten (F) in der gealterten Dermis deutlich geringer als in der

jungen Dermis.
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3.3.2 Entwicklung eines dreidimensionalen Hautalterungsmodells

Ziel der Entwicklung eines Hautalterungsmodells war es, aus humanen dermalen
Fibroblasten und Keratinozyten in vitro ein mehrschichtiges Hautdquivalent aufzubauen,
welches typische Merkmale einer in vivo gealterten Haut zeigt. Der erste Versuchsaufbau
beschaftigte sich damit, seneszente Fibroblasten in die Matrix einzusdaen, um so ein
Hautmodell mit gealterten Fibroblasten aufzubauen. Die histologischen Ergebnisse sind in
Abbildung 3.13 dargestellt.

Abbildung 3.13: Histologische Schnittprdparate Nach der direkten Einsaat mitotischer (ct) bzw.
seneszenter Fibroblasten (DIAS + RS) wurden Paraffinschnitte nach 21 Tagen in der ALI-Phase fiir die
histologische Begutachtung mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung) gefarbt und anschlieRend
lichtmikroskopisch begutachtet. Dargestellt ist jeweils eine reprdsentative Aufnahme (20-fache
VergroRerung) von drei unabhdngigen Experimenten (n=3). E: Epidermis, D: Dermis, F: Fibroblasten,
K: Keratinozyten, BL: Basallamina, sb: stratum basale, ss: stratum spinosum, sc: stratum corneum

Abbildung 3.13 zeigt die histologischen Schnittpraparate von Ganzhautmodellen, die mit
mitotischen (ct) und seneszenten (DIAS und RS) Fibroblasten hergestellt wurden. Das



88 3 Ergebnisse

junge Hautmodell mit den mitotischen Fibroblasten (ct) zeigt den typischen
zweischichtigen Aufbau der Haut bestehend aus Epidermis (E) und Dermis (D). Es ist eine
klare Trennung dieser beiden Hautkompartimente durch eine Basallamina (BL) erkennbar.
Die Epidermis zeichnet sich durch den charakteristischen mehrschichtigen Aufbau aus,
welcher beginnend mit dem stratum basale (sb) im unteren Bereich, lber das stratum
spinosum (ss) hin zum stratum corneum (sc) im oberen Bereich der Epidermis
ausdifferenziert. Ein derartiger Aufbau ist weder bei der Einsaat von MMC-induziert
seneszenten Fibroblasten (DIAS), noch bei der Einsaat von replikativ seneszenten
Fibroblasten (RS) zu erkennen. In beiden Modellen (s. Abbildung 3.14, Abbildung 3.13)
sind die Hautkompartimente Epidermis und Dermis nicht durch eine Basallamina
voneinander getrennt. Die Matrix wurde nicht ausreichend von Fibroblasten bewachsen,
sodass die aufgesaten Keratinozyten bis in den dermalen Bereich eindringen konnten und
dort stratifizierten. Der mehrschichtige Aufbau der Epidermis ist somit nicht gegeben und
die Histologie spiegelt nicht die in vivo Situation wieder. Die direkte Einsaat von
seneszenten Fibroblasten (s. Kapitel 2.2.20) stellt somit keine Mdoglichkeit dar, um ein
Hautalterungsmodell aufzubauen. Aufgrund der Tatsache, dass ein Ganzhautmodell in
vitro lediglich (ber einen Zeitraum von maximal sechs Wochen kultiviert werden kann,
stellt eine Langzeitkultivierung der Fibroblasten innerhalb der Matrix bis zum Erreichen
der replikativen Seneszenz nach rund 200 Tagen (s. Abbildung 3.5) keine Option zum
Aufbau eines Hautalterungsmodells dar. Die Entwicklung eines Hautalterungsmodells auf

Grundlage replikativ gealterter Fibroblasten ist somit nicht moglich.

Da wesentliche Merkmale replikativer Seneszenz jedoch durch die Behandlung mit
Mitomycin-C im Zeitraffer induziert werden konnten (s. Kapitel 3.2), wurde in den
nachsten Versuchsansatzen Uberprift, ob durch die Behandlung mit Mitomycin-C das
Hautmodell vorzeitig gealtert werden kann. Dazu wurden zundchst exponentiell
wachsende, mitotische Fibroblasten in die Matrix eingesat und in der Matrix mit
Mitomycin-C  behandelt (s. Kapitel 2.2.20). Um einen negativen Effekt der
MMC-Behandlung auf die Keratinozyten auszuschlielen, wurden die Fibroblasten
zunachst fur zwolf Tage mit Medium (iberdeckt (submerse Bedingungen) kultiviert und
anschlielend zweimal fiir 24 Stunden mit Mitomycin-C (200 nM) behandelt, bevor die
Keratinozyten auf die Fibroblasten gesat wurden. Wahrend der zwdlftagigen Kultivierung
hatten die Fibroblasten ausreichend Zeit, um sich zu vermehren und einen gleichmaRigen
Abschluss der Dermis zu bilden, sodass die Keratinozyten nicht in die Matrix eindringen
und die Basallamina als Grenzschicht zwischen Epidermis und Dermis aufbauen konnten.
Nach der Aufsaat der Keratinozyten wurden diese fiir 48 Stunden submers kultiviert und
anschlielend an die Luft-Medium-Grenze (Air-Liquid-Interphase = ALl) angehoben. Durch
die Kultivierung fiir 21 Tage an der Luft-Medium-Grenze wurde die Differenzierung der
Keratinozyten gewdhrleistet, sodass sich eine komplett ausdifferenzierte Epidermis
aufbauen konnte.
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Abbildung 3.14: Histologie der optimierten Herstellung eines Hautalterungsmodells Nach der Einsaat
mitotischer Fibroblasten wurden diese entweder mit Mitomycin-C behandelt (DIAS) oder nicht behandelt
(ct). Die Paraffinschnitte wurden nach 21 Tagen an der Luft-Medium-Grenze angefertigt und fiir die
histologische Begutachtung mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt (HE-Farbung) und lichtmikroskopisch
begutachtet. Aus drei unabhangigen Ansdtzen mit je drei unbehandelten (ct) und drei MMC-behandelten
(DIAS) Modellen (n=3), wurde eine reprdsentative Aufnahme (20-fache VergroRerung) abgebildet.
E: Epidermis, D: Dermis, K: Keratinozyten, F: Fibroblasten, BL: Basallamina, sh: stratum basale, ss: stratum
spinosum, sc: stratum corneum

Die histologischen Ergebnisse in Abbildung 3.14 zeigten deutlich, dass durch die Einsaat
mitotischer Fibroblasten in die Matrix mit anschlieBender MMC-Behandlung, die
wichtigsten Hautschichten bestehend aus Epidermis (E) und Dermis (D) ausgebildet
wurden. Die Epidermis beider Modelle zeichnet sich durch ihren mehrschichtigen Aufbau,
bestehend aus stratum basale (sb), stratum spinosum (ss), stratum granulosum und
stratum corneum (sc) aus und ist durch die gebildete Basallamina (BL) raumlich von der
Dermis getrennt. Die Dermis der jungen Hautmodelle mit mitotischen Fibroblasten (ct) ist
nahezu komplett mit Fibroblasten (F) besiedelt, sodass keine freien Zwischenraume
erkennbar sind. Die Dermis der alten Hautmodelle mit MMC-induziert seneszenten
Fibroblasten (DIAS) hingegen zeigt eine deutlich weniger dichte Besiedlung der Matrix mit
freien Zwischenrdumen. Die MMC-induziert seneszenten Fibroblasten sind deutlich
weniger dicht gepackt und weisen eine vergroRRerte Morphologie auf. Des Weiteren ist die
Kollagenstruktur bei den MMC-behandelten Hautmodellen aufgelockert im Vergleich zu
einer sehr kompakten Kollagenstruktur bei den unbehandelten Hautmodellen. Somit sind
bereits wesentliche histologische Merkmale einer in vivo gealterten Haut vorzufinden. In
den weiteren Untersuchungen wurde analysiert, inwiefern durch die Behandlung mit
Mitomycin-C der Zellen innerhalb der Matrix die gleichen Seneszenz-Marker induziert
wurden, welche bereits in Monolayer-Experimenten im Vergleich zu replikativ

seneszenten Fibroblasten etabliert wurden (s. Kapitel 3.2).
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3.3.3 Uberpriifung von Seneszenz-Markern an Fibroblasten aus dem
Hautmodell

Um feststellen zu kdnnen, ob die Behandlung der Fibroblasten mit Mitomycin-C in der
Matrix ebenfalls zu einer beschleunigten Induktion von Seneszenz-Markern gefiihrt hat,
wie es in Monolayer-Experimenten beobachtet werden konnte, wurden die Fibroblasten
durch Kollagenaseverdau aus der Dermis herausgelost (s. Kapitel 2.2.21) und
unterschiedliche Seneszenzmarker wie z.B. die Abnahme der Proliferation, eine
verdanderte Zellmorphologie, ein Anstieg an ROS, sowie eine erhohte Aktivitdt von SA-R-
Galaktosidase, p53 und MMP-1 untersucht.

3.3.3.1 Vergleich des Proliferationsverhaltens isolierter Fibroblasten

Bereits die histologischen Schnittpraparate (s. Abbildung 3.14) deuten auf einen
Proliferationsstopp der Fibroblasten hin, da die Anzahl der Fibroblasten in der Dermis der
MMC-behandelten Hautmodelle deutlich verringert war. Um genauer zu untersuchen, ob
die Fibroblasten ihre Proliferation eingestellt haben, wurden sie mit Hilfe des
Kollagenaseverdaus (s. Kapitel 2.2.21) aus der Dermis isoliert und die
Proliferationsfahigkeit mit Hilfe des BrdU-Einbaus und der Ki67-Farbung liberprift.
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Abbildung 3.15: Proliferationsverhalten isolierter Fibroblasten Durch den Kollagenaseverdau wurden
unbehandelte (ct) bzw. MMC-behandelte (DIAS) Fibroblasten nach 21 Tagen in der ALI-Phase aus dem
Hautmodell isoliert und anschlieBend bei gleicher Zellzahl die proliferative Kapazitdt mit Hilfe des BrdU-
Assays (A) und der Ki67-Farbung (B) analysiert. (A) Die Extinktion der unbehandelten Fibroblasten wurden
auf 100% gesetzt und die Messwerte der MMC-behandelten Fibroblasten darauf bezogen. Dargestellt sind
die Mittelwerte + Standardabweichung drei voneinander unabhangig durchgefiihrter Experimente (n=3). (B)
In Bezug auf die Gesamtzellzahl wurde der Anteil proliferierender Zellen anhand einer positiven Ki67-
Farbung ermittelt. Mitotische Fibroblasten dienten als Kontrolle (ct). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung drei voneinander unabhangig durchgefihrter Experimente (n=3), sowie
reprasentative Aufnahmen. (*p<0,05; ***p<0,001; Student’s t-Test)
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In Abbildung 3.15 ist der Proliferationsstopp sowohl im BrdU-Assays, als auch durch die
Fluoreszenzfarbung des Proteins Ki67 deutlich zu erkennen. Fir den BrdU-Assay wurde
die gemessene Extinktion der unbehandelten Fibroblasten, welche aus der Dermis isoliert
wurden auf 100% normiert und die der MMC-behandelten Fibroblasten (DIAS) darauf
bezogen. Die Proliferation der DIAS-Fibroblasten verringerte sich signifikant im BrdU-
Assay auf 25% * 7%. Fir die Auswertung der Fluoreszenzfarbung wurde der Anteil
proliferierender Zellen (Ki67-positiv) in Bezug auf die Gesamtzahl der DAPI-gefarbten
Zellkerne bestimmt. Dadurch ergab sich eine proliferative Aktivitdt der unbehandelten
Fibroblasten von 58% * 10% und ein signifikanter Riickgang der Proliferation der
DIAS-Fibroblasten auf 4% + 6%. Sowohl der BrdU-Einbau als auch die Ki67-Expression
machen deutlich, dass der Proliferationsstopp als wichtigstes Merkmal einer seneszenten
Zelle ebenfalls durch die Behandlung der Fibroblasten mit Mitomycin-C in der Matrix
erreicht wird. Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen beziiglich des
Proliferationsstopps seneszenter Fibroblasten in Monolayerkulturen {berein (s.
Abbildung 3.6).

3.3.3.2 Auswirkung von Mitomycin-C auf die Morphologie isolierter Fibroblasten

Mit dem Erreichen der replikativen Seneszenz bei Fibroblasten ist eine Zunahme der
ZellgroRRe beschrieben (Mitsui & Schneider, 1976). In Kapitel 3.2.2 konnte bereits gezeigt
werden, dass durch die Behandlung mit MMC im Monolayer eine 10-fache VergrofRerung
der Zellfliche bei MMC-induziert seneszenten Fibroblasten gleichermallen induziert
werden konnte, wie bei replikativ seneszenten Fibroblasten. Fir die erfolgreiche
vorzeitige Induktion eines seneszenten Charakters, miissten die Fibroblasten, welche im
3D-Hautmodell mit Mitomycin-C behandelt wurden, ebenfalls eine starke Zunahme der
ZellgroRRe zeigen. Fur die Analyse der Zellmorphologie wurden die Fibroblasten mit Hilfe
des Kollagenaseverdaus aus der Matrix isoliert, mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt und
vermessen (s. Kapitel 2.2.12). Zur Auswertung wurden von jedem unabhadngigen Versuch
jeweils drei Bildausschnitte pro Zelltyp ausgewertet, von denen jeweils die GroRe von flinf

Zellen exemplarisch mit Hilfe der Software ImageJ vermessen wurde.
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Abbildung 3.16: Zellgréfie und Morphologie der isolierten Fibroblasten Durch Kollagenaseverdau wurden
unbehandelte (ct) bzw. MMC-behandelte (DIAS) Fibroblasten nach 21 Tagen an der ALI-Phase aus dem
Hautmodell isoliert und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. AnschlieRend wurde die ZellgroBe mit Hilfe
der Software Imagel vermessen. Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Hautmodellen (n=3), sowie reprasentative lichtmikroskopische
Aufnahmen (20-fache VergréRerung). Die ZellgroRe der unbehandelten Fibroblasten wurde auf 1 normiert
und die GroRe der behandelten Fibroblasten darauf bezogen. (*p<0,05; Student’s t-Test)

In Abbildung 3.16 ist eine charakteristische Zunahme der ZellgréBe von seneszenten
Fibroblasten zu erkennen. Die seneszenten Zellen vergroRerten sich durch die
Behandlung mit Mitomycin-C signifikant um den Faktor 4,3 + 2,8 und besallen einen
groRRen, flachen und ovalen Zellkern im Vergleich zu den unbehandelten, mitotischen
Fibroblasten, welche ebenfalls aus dem Hautmodell isoliert wurden. Die unbehandelten
Fibroblasten (ct) zeichneten sich durch eine spindelféormige Zellform, mehrheitlich mit
Ausbuchtungen rund um den Zellkern aus. Mit einer durchschnittlichen VergroRerung der
Zellflache um den Faktor 4,3 t 2,8 zeigten die MMC-behandelten Fibroblasten aus dem
3D-Hautmodell ein weiteres Merkmal replikativer Seneszenz, wie sie bereits an

Monolayerkulturen gezeigt werden konnte (s. Abbildung 3.7).
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3.3.3.3 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies an isolierten Fibroblasten

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen gemaR der Freien-Radikal-Therapie (Harman,
1956) eine zentrale Rolle in der Hautalterung. Daher ist ein weiterer Parameter
seneszenter Zellen eine erh6hte Menge an ROS. Fir die Analyse des ROS-Gehalts wurden
die Zellen ebenfalls mit Hilfe des Kollagenaseverdaus aus dem Hautmodell isoliert und
nach vier Tagen mit Hilfe der DCF-Messung der Gehalt an intrazellularen ROS gemessen
und auf die Zellzahl bezogen. Durch die viertagige Subkultivierung nach dem
Kollagenaseverdau konnten ein oxidativer Stress der Zellen aufgrund des
Kollagenaseverdaus ausgeschlossen werden, sodass ein erhéhter ROS-Gehalt durch die
Behandlung mit Mitomycin-C zu erklaren ist.
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Abbildung 3.17: ROS-Gehalt in isolierten Fibroblasten Durch den Kollagenaseverdau wurden unbehandelte
(ct) bzw. MMC-behandelte (DIAS) Fibroblasten nach 21 Tagen in der ALI-Phase aus dem Hautmodell isoliert
und anschliefend bei gleicher Zellzahl die Menge an intrazelluldren ROS mit Hilfe der DCF-Messung
analysiert. Die DCF-Messung erfolgte 28 Tage nach dem Beginn der MMC-Behandlung. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Hautmodellen
(n=3). Der ROS-Gehalt der unbehandelten isolierten Fibroblasten wurde auf 1 normiert und der ROS-Gehalt
der behandelten Fibroblasten darauf bezogen. (**p<0,01; Student’s t-Test)

Der Gehalt an intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies ist bei den isolierten DIAS-
Fibroblasten signifikant erhéht im Vergleich zu den isolierten unbehandelten Fibroblasten
(ct). Durch den 2,1 bis 3,4-fachen Anstieg des ROS-Gehalts nach der MMC-Behandlung,
ergibt sich ein weiterer Hinweis dafiir, dass durch diese Behandlung der Fibroblasten im
3D-Hautmodell ebenfalls eine beschleunigte Seneszenz induziert werden kann, welche
vergleichbar mit der replikativen Seneszenz und der drug induced accelerated senescence
(DIAS) in Monolayerkulturen ist (s. Abbildung 3.8).
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3.3.3.4 SA-R-Galaktosidase-Aktivitat isolierter Fibroblasten aus dem Hautmodell

Fir die zelluldre Seneszenz einzelner Fibroblasten wird die intrazelluldre Erhéhung der
Aktivitat des Enzyms R-Galaktosidase als Indikator beschrieben (Dimri et al., 1995). Fir die
Uberpriifung der SA-R-Galaktosidase-Aktivitit, wurden die Fibroblasten mit Hilfe des
Kollagenaseverdaus aus dem Hautmodell isoliert und gefarbt (s. Kapitel 2.2.21 und
2.2.11).
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Abbildung 3.18: SA-f-Galaktosidase-Aktivitéit isolierter Fibroblasten Durch Kollagenaseverdau wurden
unbehandelte (ct) bzw. MMC-behandelte (DIAS) Fibroblasten nach 21 Tagen in der ALI-Phase aus dem
Hautmodell isoliert und mit Hilfe einer enzymatischen Farbreaktion die Aktivitdt der R-Galaktosidase bei
pH 6 untersucht. Eine positive Aktivitdt zeigt sich durch einen blauen Farbniederschlag. Die Zellen wurden
mit Eosin (rot) gegengefarbt. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen (40-fache VergroRerung) aus drei
unabhangigen Experimenten (n=3).

Neben einer VergroRerung der Zellfliche (s. Kapitel 3.3.3.2) ist in diesen Bildern zu
erkennen, dass es zu einer Akkumulation von B-Galaktosidase in den Mitomycin-C
behandelten Fibroblasten (DIAS) gekommen ist. Diese Akkumulation zeigt sich als blauer
Niederschlag, welcher intensiver in den DIAS-Fibroblasten zu beobachten war. Die
unbehandelten isolierten Fibroblasten zeigten vereinzelt einen leichten blauen
Niederschlag, jedoch deutlich weniger intensiv als bei den DIAS. Die Bilder zeigen
deutlich, dass es neben einer VergroRerung der Zellfliche zusatzlich zu einer
Akkumulation der SA-B-Galaktosidase gekommen ist, wodurch zwei wichtige Merkmale
replikativer Seneszenz ebenfalls durch die MMC-Behandlung der Fibroblasten im
Hautmodell induziert werden konnten.
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3.3.3.5 Aktivitdt von p53 in isolierten Fibroblasten aus dem Hautalterungsmodell

Untersuchungen haben gezeigt, dass sich Fibroblasten nach dem Erreichen der
replikativen Seneszenz in der GO/G1-Phase des Zellzyklus befinden (Stein & Dulic, 1995).
Der Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus wird unter anderem durch das
Tumorsuppressorprotein p53 reguliert (s. Kapitel 1.1.2.1). Mit Hilfe des Westernblots
wurde untersucht, ob die Inhibition der Proliferation von einer veranderten Aktivitat des
Proteins p53 begleitet wurde.
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Abbildung 3.19: p53-Aktivitéit in isolierten Fibroblasten aus dem Hautmodell Durch Kollagenaseverdau
wurden unbehandelte (ct) bzw. MMC-behandelte (DIAS) Fibroblasten nach 21 Tagen in der ALI-Phase aus
dem Hautmodell isoliert und die Aktivitdt von p53 mit Hilfe des Westernblots untersucht. Unbehandelte
mitotische Fibroblasten dienten als Kontrolle (ct). Fir die densitometrische Auswertung wurde auf GAPDH
normiert, die p53-Aktivitdt der Kontrolle auf 1 normiert und die der DIAS darauf bezogen. Dargestellt sind
die Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Hautmodellen
(n=3), sowie eine reprasentative Aufnahme des Westernblots. (***p<0,001; Student’s t-Test)

Die p53-Aktivitdat wurde durch die Behandlung mit Mitomycin-C signifikant erhoht.
Durchschnittlich ergab sich bei den DIAS eine 3,7-fache Erhohung des an Serin-15
phosphorylierten Proteins, wie es auch schon in den Monolayer-Experimenten gezeigt
werden konnte (s. Abbildung 3.10). Die Ergebnisse machen deutlich, dass der
Zellzyklusstopp durch die Behandlung der Fibroblasten im 3D-Hautmodell ebenfalls Gber

einen p53-abhangigen Signalweg induziert werden kann.
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3.3.3.6 Einfluss von MMC auf MMP-1 in isolierten Fibroblasten

Um festzustellen, ob durch die Behandlung mit Mitomycin-C der Fibroblasten im 3D-
Hautmodell ebenfalls ein Anstieg der Expression von Matrix-Metalloproteinase-1
induziert wurde, so wie es fir replikativ seneszente Fibroblasten beschrieben ist, wurden
die Uberstinde der isolierten Fibroblasten mit Hilfe der ELISA ,Quantakine ELISA Human
Pro-MMP1“ und , Fluorokine E Human active MMP1" analysiert. Dazu wurden zunéchst
die Fibroblasten wiederum aus dem Hautmodell isoliert und anschliefend sowohl die
Gesamtkonzentration an basalem Pro-MMP-1 als auch die Aktivitat von MMP-1 in den
Uberstianden analysiert und auf die jeweilige Zellzahl bezogen.

10 4 * 50 ~
<
e k %k
: L
c a
9 =
c =
2 c
2 3
g g
N 2
=)
g s - E
3 3
o o 20
€ €
< <
© S
c c
IS R
) o
5 S 10 A
0 - 0 -
A ct DIAS B ct DIAS

Abbildung 3.20: Konzentration und Aktivitit von MMP-1 bei isolierten Fibroblasten Durch
Kollagenaseverdau wurden unbehandelte (ct) bzw. MMC-behandelte (DIAS) Fibroblasten aus dem
Hautmodell isoliert und die Uberstinde beziiglich der Gesamtkonzentration (A) sowie der Aktivitit (B) an
Matrix-Metalloproteinase-1 pro Zelle analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung
von drei Messungen mit jeweils drei Hautmodellen (n=3). Die Menge bzw. Aktivitit von MMP-1 der
unbehandelten Kontrolle wurde auf 1 normiert und die Messwerte der isolierten DIAS-Fibroblasten darauf
bezogen. (*p<0,05; **p<0,01; Student’s t-Test)

Die Gesamtkonzentration an basalem MMP-1 war in den Untersuchungen am Monolayer
bei den replikativ seneszenten Fibroblasten 4-fach und bei den vorzeitig induziert
seneszenten 3,5-fach (Abbildung 3.11) erhoht. Die Analyse der Uberstinde von den
isolierten Fibroblasten aus dem Hautmodell ergab vergleichbare Werte. Durch die MMC-
Behandlung der Zellen im 3D-Hautmodell wurde die Konzentration an MMP-1 signifikant
um den Faktor 6 + 2,7 erhdht im Vergleich zu den unbehandelten, isolierten Fibroblasten.

Zusatzlich zu dieser Erhohung an basalem MMP-1 konnte auRerdem eine signifikante
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Steigerung der Aktivitat von MMP-1 um den Faktor 32 £ 7 in Bezug auf die unbehandelten
Fibroblasten nachgewiesen werden (s. Abbildung 3.20). Diese Steigerung bezlglich der
Konzentration und der Aktivitit von MMP-1 verdeutlicht einmal mehr, dass die
Behandlung mit Mitomycin-C der Zellen im 3D-Hautmodell erfolgreich dazu gefiihrt hat,
das eine beschleunigte Seneszenz in den Fibroblasten induziert werden konnte.

3.3.3.7 Zusammenfassung der Seneszenz-Marker in isolierten Fibroblasten

Durch die Isolierung der Fibroblasten sowohl aus dem unbehandelten Hautmodell, als
auch aus dem Hautmodell welches mit Mitomycin-C behandelt wurde, konnten die
Seneszenz-Marker der Zellen direkt mit den Ergebnissen aus den Versuchen am
Monolayer verglichen werden. Alle untersuchten Merkmale einer replikativ seneszenten
Zelle konnten ebenfalls bei den Fibroblasten gefunden werden, welche im Hautmodell
mit Mitomycin-C behandelt wurden. Die Behandlung fiihrte gleichermaRen zu einer
dauerhaften Inhibition des Zellzyklus, einer Erhéhung an intrazellulairen ROS, einer
VergroBerung der Zellfliche, einem Anstieg der SA-RB-Galaktosidase-Aktivitat sowie zu
einer Steigerung an aktivem p53. Aulerdem wurde sowohl die Konzentration an MMP-1,
als auch dessen Aktivitdt erhéht. Somit ldsst sich abschlieBend feststellen, dass die
Behandlung mit Mitomycin-C sowohl im Monolayer, als auch im Hautmodell erfolgreich

eine beschleunigte Seneszenz induzieren und die replikative Seneszenz imitieren konnte.

Tabelle 3.3:Ubersicht der Merkmale replikativer Seneszenz (RS) im Vergleich zur MMC-induzierten
Seneszenz (DIAS)

Merkmal

Proliferationsstopp

VergroRerte Morphologie

Erhohter ROS-Gehalt

SA-R-Galaktosidase-
Aktivitat

Aktives p53

NINNNS

Zellzyklusstopp Nicht gemessen

Erhohte Konzentration von
MMP-1

ANRNANENANRNAN

Erhohte Aktivitat von
MMP-1

AN AN NN NANRNAN

AN

Nicht gemessen
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3.3.4 Charakteristika des Hautalterungsmodells

In Kapitel 3.3.3 konnte gezeigt werden, dass die isolierten Fibroblasten aus dem MMC-
behandelten Hautmodell alle wesentlichen Merkmale seneszenter Zellen zeigen, sodass
diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass der Aufbau eines Hautalterungsmodells durch
die Behandlung der Fibroblasten mit MMC moglich ist. Zur Charakterisierung eines
Hautalterungsmodells ist es jedoch notwendig, direkt am Modell Veranderungen zu
untersuchen, welche fiir die in vivo Hautalterung beschrieben sind. Die folgenden
Untersuchungen sollen derartige Veranderungen des Hautalterungsmodells auf
histologischer, biochemischer und molekularbiologischer Ebene aufzeigen. Als
Hautalterungsmodell oder ,gealterte Haut” ist in den folgenden Kapiteln immer das
Hautmodell gemeint, welches mit Mitomycin-C behandelt wurde. Als Kontrolle (ct) oder

»junge Haut” wird das unbehandelte Hautmodell betrachtet.

3.3.4.1 Histologische Verdnderungen der Strukturproteine

Mit Hilfe der HE-Farbung konnten in Abbildung 3.14 wichtige strukturelle Veranderungen
des gealterten Hautmodells im Vergleich zu dem jungen Hautmodell festgestellt werden.
Da der Prozess der Hautalterung Ulberwiegend von den Fibroblasten in der Dermis
ausgeht (Farage et al., 2010), konnten in diesem Bereich auch die groBten Verdanderungen
beobachtet werden. Die Dermis der jungen Hautmodelle wurde nahezu komplett mit
Fibroblasten besiedelt, sodass nur wenige nicht besiedelte Bereiche erkennbar waren.
Die Dermis der alten Hautmodelle hingegen zeigte eine deutlich weniger dichte
Besiedlung der Matrix mit Fibroblasten sowie zahlreiche nicht besiedelte Bereiche und
eine gelockerte Kollagenstruktur. Somit konnten bereits wesentliche histologische
Merkmale einer in vivo gealterten Haut gefunden werden. Im Bereich der Epidermis
hingegen konnten mit Hilfe der HE-Farbung keine strukturellen Verdnderungen
beobachtet werden. Da es sich bei der HE-Firbung jedoch ausschlieBlich um eine
Ubersichtsfiarbung handelt, welche nicht geeignet ist, um Veridnderungen einzelner
Proteine nachzuweisen, wurde fiir die Analyse der epidermalen Differenzierung die
Immunfluoreszenzfarbung verwendet. Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung kénnen
einzelne Proteine wie z.B. Filaggrin untersucht werden, welche charakteristisch fur die
unterschiedlichen Differenzierungsstadien der Epidermis sind. Dadurch kodnnen
Veranderungen im epidermalen Bereich sichtbar gemacht werden, welche mit der HE-

Farbung nicht detektiert werden kénnen.
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3.34.1.1 Der Filaggringehalt in alter Haut in vivo und in vitro

Filaggrin ist ein charakteristischer Marker fiir die fortschreitende Differenzierung der
Epidermis, der Gberwiegend im stratum corneum gebildet wird (Dale et al., 1985) und
notwendig fiir die Aggregation von Keratinfilamenten ist. Dadurch spielt Filaggrin eine
wichtige Rolle in der veranderten Barrierefunktion in vivo gealterter Haut. Die
immunhistologischen Farbungen in Abbildung 3.21 zeigen deutlich, dass in vivo eine
Abnahme der Filaggrin-Expression in alter Haut auftritt, welche in der Literatur fir den
zunehmenden Wasserverlust und die daraus resultierende Trockenheit verantwortlich
gemacht wird (Seguchi et al., 1996; Takahashi & Tezuka, 2004; Gilchrest & Krutmann,
2006).

Junge Haut Alte Haut

Filaggrin Filaggrin

Abbildung 3.21: Filaggrin-Expression in vivo Kryoschnitte einer jungen Haut (Vorhaut eines Dreidhrigen)
und einer alten Haut (Facelift einer 67-Jahrigen) wurden fir die immunhistologische Analyse zunachst mit
dem Primérantikdrper (monoclonal mouse anti human filaggrin) und anschlieRend mit dem
Sekundarantikorper (AlexaFlour488 rabbit anti mouse 1gG) inkubiert. Fir die Kernfarbung wurde DAPI
verwendet. Bei einer Extinktion von 492 nm und einer Emission von 520 nm kann Filaggrin (grin) im
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Aufnahme (20-fache
VergroRerung) von drei unabhdngigen Ansatzen (n=3). E: Epidermis, D: Dermis, K: Keratinozyten, F:
Fibroblasten, sh: stratum basale, ss: stratum spinosum, sc: stratum corneum

Abbildung 3.22 zeigt deutlich, dass die Epidermis des Hautalterungsmodells (DIAS)
deutlich weniger stark differenziert ist, als bei dem jungen Hautmodell (ct, Ansatz 1 — 3).
Bei dem Hautalterungsmodell ist das Filaggrin ausschlieBlich im unteren Bereich des
stratum corneums zu finden, wohingegen es beim jungen Hautmodell im gesamten
stratum corneum detektiert werden kann. AuRerdem erscheint die Expression bei dem
gealterten Hautmodell weniger intensiv als bei dem jungen Hautmodell. Das
Hautalterungsmodell in vitro (DIAS) zeigt somit beziiglich der Filaggrin-Expression ein
vergleichbares Bild wie die in vivo gealterte Haut.
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Filaggrin Filaggrin

Abbildung 3.22: Filaggrin-Expression im Hautmodell Kryoschnitte unbehandelter (ct) und MMC-
behandelter (DIAS) Hautmodelle wurden nach 21 Tagen in der ALI-Phase angefertigt, auf Objekttragern
fixiert und zunachst mit dem Priméarantikérper (monoclonal mouse anti human Filaggrin) und anschlieRend
mit dem Sekundarantikorper (AlexaFlour488 rabbit anti mouse 1gG) inkubiert. Fir die Kernfarbung wurde
DAPI verwendet. Bei einer Extinktion von 492 nm und einer Emission von 520 nm kann Filaggrin (griin) im
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Dargestellt ist jeweils eine reprdsentative Aufnahme (20-fache
VergroRerung) von drei unabhangigen Ansatzen mit je drei Hautmodellen (n=3). E: Epidermis, D: Dermis, K:
Keratinozyten, F: Fibroblasten, sh: stratum basale, ss: stratum spinosum, sc: stratum corneum

3.34.1.2 Der Elastingehalt in alter Haut in vivo und in vitro

Die in vivo gealterte Haut ist besonders durch Verdnderungen auf der Dermis-Ebene
charakterisiert. Die Elastizitdt und Festigkeit der menschlichen Haut wird im Wesentlichen
durch Kollagen und Elastin als Hauptbestandteile der extrazelluldaren Matrix bestimmt.
Insbesondere der Elastizitdtsverlust und die Faltenbildung bei gealterter Haut gehen auf

Veranderungen dieser beiden Strukturproteine zurlick (Sherratt, 2009).

Als histologisches Charakteristikum einer in vivo gealterten Haut konnte eine signifikante
Veranderung des elastischen Fasernetzwerkes bis hin zur fast vollstandigen Zerstérung
beobachtet werden. Abbildung 3.23 zeigt ein dichtes Fasernetzwerk aus Elastinfasern,
welches kompakt den gesamten dermalen Bereich der jungen Haut ausfillt. Bei der in
vivo gealterten Haut zeigte sich dieses Fasernetzwerk aufgelockert und die langen
Elastinfasern wurden zerstort, wodurch sich eine pordse Struktur ergab (s. Abbildung
3.23).
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Abbildung 3.23: Elastin-Expression in vivo Kryoschnitte einer jungen Haut (Vorhaut eines Dreijahrigen) und
einer alten Haut (Facelift einer 67-Jahrigen) wurden fir die immunhistologische Analyse zunachst mit dem
Primarantikorper (polyclonal rabbit anti human elastin) und anschlieBend mit dem Sekundéarantikérper
(AlexaFlour568 goat anti rabbit 1gG) inkubiert. Fir die Kernfarbung wurde DAPI verwendet. Bei einer
Extinktion von 550 nm und einer Emission von 570 nm kann Elastin (rot) im Fluoreszenzmikroskop
detektiert werden. Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Aufnahme (20-fache VergréoRerung) von drei
unabhédngigen Ansdtzen (n=3). E: Epidermis, D: Dermis, K: Keratinozyten, F: Fibroblasten, sb: stratum
basale, ss: stratum spinosum, sc: stratum corneum

Die verminderte Elastin-Expression wie sie fiir in vivo gealterte Haut beschrieben ist,
konnte auch bei dem in vitro gealterten Hautmodell beobachtet werden (s. Abbildung
3.24). Durch die Behandlung mit Mitomycin-C der Fibroblasten in der Matrix ging die
Expression des Elastins in der Dermis deutlich zuriick. Abbildung 3.24 zeigt auBerdem,
dass das Elastin in dem jungen Hautmodell (ct) in der gesamten Dermis nachweisbar ist,
wohingegen sich die Elastin-Expression im Hautalterungsmodell (DIAS) auf den oberen
Bereich der Dermis beschriankte und dadurch die Charakteristika bezliglich der Elastin-

Expression in vivo gealterter Haut wiederspiegelt.
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Abbildung 3.24: Elastin-Expression im Hautmodell Kryoschnitte unbehandelter (ct) und MMC-behandelter
(DIAS) Hautmodelle wurden nach 21 Tagen in der ALI-Phase angefertigt, auf Objekttragern fixiert und
zunachst mit dem Priméarantikorper (polyclonal rabbit anti human elastin) und anschlieRend mit dem
Sekundarantikorper (AlexaFlour568 goat anti rabbit IgG) inkubiert. Fiur die Kernfarbung wurde DAPI
verwendet. Bei einer Extinktion von 550 nm und einer Emission von 570 nm kann Elastin (rot) im
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Dargestellt ist jeweils eine reprdsentative Aufnahme von drei
unabhangigen Ansdtzen mit je drei Hautmodellen (n=3). E: Epidermis, D: Dermis, K: Keratinozyten,
F: Fibroblasten, sb: stratum basale, ss: stratum spinosum, sc: stratum corneum
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3.3.4.1.3 Der Kollagengehalt in alter Haut in vitro

Als weiteres Strukturprotein spielt das Kollagen in der Hautalterung eine zentrale Rolle. In
der in vivo gealterten Haut ist zum einen eine Desorganisation des Kollagens zu
beobachten und zum anderen ist das Gleichgewicht von Synthese und Abbau zum Abbau
hin verschoben (Gilchrest & Krutmann, 2006). Mit Hilfe der AZAN-Farbung kdnnen
bestimmte Zell- bzw. Gewebestrukturen angefarbt werden. So werden beispielsweise die
Zellkerne durch das Azocarmin leuchtend rot und durch das Anillinblau die Kollagenfasern
blau gefarbt.

AZAN-Firbung |

ct

DIAS

Abbildung 3.25: Kollagengehalt im Hautmodell Mit Hilfe der AZAN-Farbung wurden saure Strukturen wie
z2.B. Zellkerne oder die Matrix rot und das Kollagen blau angefarbt. Die Farbung erfolgte an Paraffinschnitten
unbehandelter (ct) und MMC-behandelter (DIAS) Hautmodelle nach 21 Tagen in der ALI-Phase. Dargestellt
ist eine reprasentative Aufnahme (20-fache VergréRerung) von drei unabhéngigen Ansdtzen mit je drei
Hautmodellen (n=3). D: Dermis, E: Epidermis, KF: Kollagenfasern

Abbildung 3.25 zeigt in einer Ubersichtsaufnahme die verminderte Menge an
Kollagenfasern (KF) im gealterten Hautmodell (DIAS) im Vergleich zu dem jungen
Hautmodell (ct). Im Hautalterungsmodell beschrankt sich die Kollagenexpression auf den
oberen Bereich der Dermis (D), wohingegen die Kollagenfasern in der jungen Haut bis
weit unten in der Dermis nachgewiesen werden konnte. Mit Hilfe des Programms Adobe
Photoshop wurden die blauen Strukturen herausgefiltert (s. Abbildung 3.26), sodass die
Bilder anschlieBend mit Hilfe des Auswerteprogramms Image) beziiglich ihres
Kollagengehaltes quantifiziert werden konnten.
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Abbildung 3.26: Quantitative Auswertung der AZAN-Férbung Fir die Auswertung wurden die blauen
Strukturen mit Hilfe von Adobe Photoshop herausgefiltert (A). Dargestellt ist jeweils eine reprasentative
Aufnahme (20-fache VergroRerung) von drei unabhangigen Ansatzen mit je drei Hautmodellen (n=3).
AnschlieRend wurden die Bilder mit Image) quantitativ ausgewertet (B). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen mit jeweils drei Hautmodellen. Die Messwerte der
guantitativen Auswertung der unbehandelten Modelle (ct) wurden auf 1 normiert, sodass die Farbung der
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behandelten Modelle (DIAS) darauf bezogen werden konnten. (**p<0,01; Student’s t-Test)Der
histologische Eindruck einer verminderten Kollagenmenge im Hautalterungsmodell
konnte durch die quantitative Auswertung der AZAN-Farbung bestatigt werden.
Insgesamt verringerte sich der Kollagengehalt signifikant auf 65% + 8% im Vergleich zu
dem jungen Hautmodell. Um weitere Anhaltspunkte fir die Ursachen des Riickgangs der
Kollagenmenge zu erhalten, wurde in den folgenden Versuchen gepriift, ob eine
verminderte Neusynthese oder der vermehrte Abbau des Kollagens ursachlich fiir den
Kollagenverlust ist. Dazu wurden die Uberstinde der Hautmodelle zum einen beziiglich
der Synthese von P1INP (Prokollagen Typ-1 N-terminales Propeptid) als Vorlaufer des
Kollagens untersucht, zum anderen folgte eine Analyse der Uberstidnde auf den Gehalt an
Matrix-Metalloproteinase-1, sowie dessen Aktivitat.

3.3.4.2 Einfluss von MMC auf den Kollagengehalt im Hautalterungsmodell

Die Verdanderungen in der Dermis werden durch ein Ungleichgewicht zwischen dem
Kollagenabbau durch Matrix-Metalloproteinasen und der Neusynthese hervorgerufen.
Normalerweise liegt in junger Haut ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau vor,
welches jedoch bei in vivo gealterter Haut deutlich zum Abbau hin verschoben ist
(Gilchrest & Krutmann, 2006). Fiir die Charakterisierung des Hautalterungsmodells und
potentieller Anti-Aging-Strategien ist der Kollagengehalt somit besonders zu
beriicksichtigen. Zunachst einmal wurde mit Hilfe von PINP die Neusynthese von

Kollagen im Hautmodell untersucht.



104 3 Ergebnisse

PINP ist ein Vorlaufermolekll des Kollagens. Nach der Translation der mRNA wird
zunachst ein Praprokollagen erzeugt, welches ein aminoterminales Signalpeptid besitzt.
AnschlieBend folgt die Freisetzung des Pradprokollagens aus den Ribosomen in das
endoplasmatische Retikulum, wo Proteasen das Signalpeptid abspalten. Dadurch wird das
Praprokollagen zum Prokollagen, welches an C- und N-Terminus (P1NP) ein sogenanntes
Propeptid besitzt (Miller-Esterl, 2010). Das Prokollagen wird in den extrazelluldaren Raum
sezerniert und durch weitere strukturelle Veranderungen, an denen unter anderem
Hydroxylasen und Peptidasen beteiligt sind, zum Tropokollagen umgebaut, welches
anschlieend zu Kollagenfibrillen assoziiert und letztendlich Kollagenfasern ausbildet
(Fratzl, 2008). Da PINP somit eine Vorstufe der Kollagenfasern bildet, kann durch den
Nachweis von P1NP ein indirekter Beleg flr die Kollagensynthese gewonnen werden.
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Abbildung 3.27: P1NP-Konzentration in den Uberstinden der Hautmodelle Fiir die Analyse der
Kollagensynthese am Hautmodell wurden die gleichen Volumina von den Uberstinden der unbehandelten
(ct) und MMC-behandelten (DIAS) Hautmodelle mit Hilfe des PINP-ELISA auf die Menge an sezerniertem
PINP als Vorlaufer des Kollagens untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von
drei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Hautmodellen (n=3). Die P1NP-Konzentration der
unbehandelten Modelle (ct) wurde auf 1 normiert und die Konzentration der behandelten Modelle (DIAS)
darauf bezogen. (***p<0,001; Student’s t-Test)

Abbildung 3.27 zeigt eine signifikante Abnahme der PINP-Menge in den Uberstinden des
Hautalterungsmodells auf 76% * 5% im Vergleich zum jungen Hautmodell. Die Messung
belegt, dass durch die Behandlung mit Mitomycin-C die Konzentration des
Kollagenvorldaufers PINP um dreiviertel verringert wurde, was Ubereinstimmt mit der
verminderten Kollagenmenge in der AZAN-Farbung.

Des Weiteren wurde die Konzentration an Pro-MMP-1 und dessen Aktivitdt in den
Uberstinden der Hautmodelle analysiert. Dazu wurden die Uberstinde drei voneinander
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unabhangiger Versuchsansdtze mit jeweils drei Hautmodellen mit Hilfe der ELISA
,Quantakine ELISA Human Pro-MMP1“ und ,Fluorokine E Human active MMP1“
analysiert. Die Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt Abbildung 3.28.
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Abbildung 3.28: Konzentration und Aktivitidt von MMP-1 im Hautmodell Die gleichen Volumina von den
Uberstinden der unbehandelten (ct) und MMC-behandelten (DIAS) Hautmodelle wurden auf die
Gesamtmenge an Pro-MMP-1 (A) und die Aktivitdit von MMP-1 untersucht (B). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Hautmodellen
(n=3). Die Konzentration bzw. Aktivitdt der unbehandelten Kontrolle wurde auf 1 normiert und die der
behandelten Modelle darauf bezogen. (*p<0,05; Student’s t-Test)
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Die isolierten Zellen aus dem Hautalterungsmodell zeigten bereits erste Hinweise auf eine
erhéhte Produktion an MMP-1 (s. Kapitel 3.3.3.6). Die Analyse der Uberstinde der alten
Hautmodelle ergab sowohl eine signifikante Zunahme der Konzentration von MMP-1 um
den Faktor 2,0 £ 0,7, als auch eine signifikante Steigerung der Aktivitat um den Faktor 1,7
1 0,4 im Vergleich zu den jungen Hautmodellen. Durch die Behandlung mit Mitomycin-C
der Fibroblasten im Ganzhautmodell wurde somit nicht nur die Expression der Matrix-
Metalloproteinase-1 verdoppelt, sondern auch deren Aktivitat um 70% gesteigert. Fir die
in Kapitel 3.3.4.1 beobachtete Verringerung der Kollagenmenge im Hautalterungsmodell
lassen sich somit zwei Ursachen feststellen: Zum einen ist die Konzentration an P1NP als
Kollagenvorldaufer bei den MMC-behandelten Modellen um 75% niedriger als in den
unbehandelten Modellen und zum anderen steigt sowohl die Konzentration, als auch die
Aktivitat des kollagenabbauenden Enzyms MMP-1 signifikant an. Da nicht ausgeschlossen
werden kann, dass durch die gesteigerte Produktion und Aktivitdt von MMP-1 neben
fibrillarem Kollagen auch P1INP vermehrt abgebaut wird, wurde mit Hilfe der PCR
(polymerase chain reaction) kontrolliert, ob auf mMRNA-Ebene eine verringerte
Kollagensynthese im Hautmodell nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 3.29: Kollagensynthese auf mRNA-Ebene im Hautmodell Die mRNA wurde aus den
Hautmodellen isoliert und die Expression an (A) Kollagen Typ-1 und (B) Kollagen Typ-3 mit Hilfe der
Realtime-PCR analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichung aus der Messung von drei
Hautmodellen nach dem Bezug auf die 18S-RNA als Housekeeping-Gen (n=3). Die unbehandelten Modelle
dienten als Kontrolle (ct). Die Ergebnisse der unbehandelten Modelle wurden auf 1 normiert und die Menge
an Kollagen Typ-1 bzw. Typ-3 der behandelten Modelle darauf bezogen. (**p<0,01; Student’s t-Test)

Durch die PCR konnte ein signifikanter Unterschied der mRNA-Expression fir Kollagen
Typ-1 und Kollagen Typ-3 auf molekularbiologischer Ebene nachgewiesen werden. Die
behandelten Modelle (DIAS) zeigten eine verringerte Expression an Kollagen Typ-1 (80%
+9%) und Kollagen Typ-3 (81% + 10%) in Bezug auf die unbehandelten Modelle (100%
+25% bzw. + 11%). Die Ergebnisse der P1INP-Analyse und der Genexpression machen
deutlich, dass sowohl auf Proteinebene, als auch auf mRNA-Ebene die Kollagensynthese
in den alten Hautmodellen stark verringert ist und somit die in vivo Situation

widerspiegelt.

Histologisch, biochemisch und molekularbiologisch konnte eine Abnahme der
Kollagenmenge im gealterten Hautmodell nachgewiesen werden. Es wurde sowohl eine
signifikante Abnahme des Kollagenvorlaufers PINP gemessen, als auch eine signifikante
Abnahme der Kollagenexpression auf RNA-Ebene. In Folge dessen wurde mit Hilfe der
AZAN-Farbung deutlich weniger Kollagen im gealterten Hautmodell detektiert. Zusatzlich
zu einer verminderten Kollagensynthese, zeigte sich eine signifikante Zunahme an
kollagenabbauenden Enzymen. Mit Hilfe der ELISA-Technik konnte in den alten
Hautmodellen im Vergleich zu den jungen Hautmodellen sowohl ein Anstieg der
Konzentration an Pro-MMP-1, als auch eine erhohte Aktivitdat von MMP-1 nachgewiesen
werden. Dadurch entsteht ein Ungleichgewicht zwischen Kollagenauf- und abbau,
welches ein wesentliches Charakteristikum in vivo gealterter Haut ist (Boni & Burg, 2000)

und als Ziel fir zahlreiche Anti-Aging-Strategien dient.
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3.4 Anti-Aging

Anti-Aging-MaRBnahmen haben zum Ziel, das biologische Altern und deren sichtbare
Zeichen zu stoppen, zu verzégern oder umzukehren. Als duBeres Zeichen des Alterns ist
die Haut betroffen, welche etwa ab dem 25. Lebensjahr mit dem Prozess der
Hautalterung beginnt, welche sich vor allem durch Falten sichtbar wird. Die Ursache dafir
liegt in einem Ungleichgewicht zwischen Kollagenauf- und abbau, welcher teilweise zu
einem Abbau der dermalen Strukturproteine fiihrt. Da gerade in westlichen Kulturkreisen
sichtbare Falten als Zeichen des Alterwerdens als nicht erstrebenswert gelten, gibt es
zahlreiche Kosmetikprodukte, die einen Anti-Aging-Effekt beschreiben. Da der Begriff
Anti-Aging nicht gesetzlich geschitzt ist, kann er beliebig benutzt werden und wird vor
allem in Gesichtscremes verwendet. Die verschiedenen Inhaltsstoffe der Gesichtscremes
umfassen zum Beispiel Vitamin-C, Vitamin-A-Derivate, Coenzym Q10 oder Hyaluronsaure
(s. Kapitel 1.4.1).

3.4.1 Anti-Aging-Effekte durch Vitamin-A

Die Wirksamkeit der Vitamin-A-Derivate wird in mehreren Publikationen dokumentiert
(Varani et al., 2000; Griffiths, 2001; Quan et al., 2011). Durch den Einsatz von Retinsdure
kénnen zum Beispiel typische Zeichen der UV-induzierten vorzeitigen Hautalterung, wie
Falten oder Elastizitatsverlust, deutlich verringert werden (Varani et al., 2000). Des
Weiteren sind Effekte zur Steigerung der Kollagensynthese und zur Verminderung der
Synthese von kollagenabbauenden Matrix-Metalloproteinasen beschrieben (Quan et al.,
2011). Fir die vorliegende Arbeit war es von besonderem Interesse, ob die beschriebenen
Effekte der Retinsdurebehandlung, ebenfalls bei der beschleunigten Alterung von
Fibroblasten durch Mitomycin-C beobachtet werden konnten. Erste Versuche wurden an
Monolayerkulturen durchgefiihrt und werden in weiterfiihrenden Arbeiten auf das
Hautalterungsmodell ausgedehnt.
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Abbildung 3.30: Einfluss von Retinsédure auf MMP-1 Subkonfluente Fibroblasten wurden fir 24 Stunden
mit 10 nM Retinsdure vorinkubiert und anschlieBend entweder nicht weiter behandelt (ct) oder mit 200 nM
Mitomycin-C (2 x 24 h) behandelt (DIAS). Eine Woche nach Beginn der Retinsdure-Behandlung wurden fiir
48 Stunden die Uberstinde gesammelt und anschlieBend die gleichen Volumina auf die Gesamtmenge an
basalem Pro-MMP-1 (A) und auf die Aktivitdit von MMP-1 (B) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung einer ausgewdahlten Messung aus zwei unabhangigen Versuchen (n=2).

Durch die Vorinkubation mit Retinsdaure konnte sowohl die Konzentration als auch die
Aktivitat von MMP-1 bei den MMC-induziert seneszenten Fibroblasten (DIAS) verringert
werden. Bei den mitotischen Fibroblasten (ct) hatte die Vorinkuabtion mit Retinsaure
keinen signifikanten Effekt auf die Konzentration von MMP-1 (s. Abbildung 3.30 A, ct). Bei
den MMC-induziert seneszenten Fibroblasten hingegen stieg die Konzentration an
MMP-1 im Vergleich zu den unbehandelten Fibroblasten an (s. Abbildung 3.30 A, DIAS (-)
Retinsdure). Dieser Anstieg der Konzentration an MMP-1 konnte jedoch durch die
Vorinkubation mit Retinsdure um 40% verringert werden (s. Abbildung 3.30 A, DIAS (+)
Retinsdure), im Vergleich zu den DIAS-Fibroblasten ohne Vorinkubation mit Retinsaure.
Wadhrend die Aktivitdit von MMP-1 bei den mitotischen Fibroblasten durch die
Vorinkubation mit Retinsaure leicht erhdht wurde (s. Abbildung 3.30 B, ct), konnte sie bei
den DIAS-Fibroblasten um 75% verringert werden, im Vergleich zu den DIAS- Fibroblasten
ohne Vorinkubation mit Retinsaure (s. Abbildung 3.30 B, DIAS). Durch die Vorinkubation
replikativ gealterter Fibroblasten mit Retinsdure, konnte ebenfalls die Aktivitdt von
MMP-1 um 50% verringert werden (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse machen deutlich,
dass die MMC-induziert seneszenten Fibroblasten zugdnglich fur Anti-Aging-Effekte
basierend auf einer Verringerung der Konzentration und der Aktivitat an MMP-1 sind.



4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Induktion und Charakterisierung einer beschleunigten und
dauerhaften Seneszenz in Hautfibroblasten und der Vergleich gemeinsamer Merkmale
dieser induzierten Seneszenz mit der replikativen Seneszenz. Hayflick beschrieb 1961
erstmals die replikative Seneszenz (Hayflick & Moorhead, 1961), welche durch das
Beenden der Teilungsaktivitat charakterisiert und von morphologischen, biochemischen
und molekularbiologischen Veranderungen begleitet wird (Cristofalo & Pignolo, 1993).
Mit Hilfe der replikativen Seneszenz kann auf zelluldarer Ebene der Prozess des Alterns
untersucht werden, sodass auf Grundlage der Substanz-induzierten, beschleunigten und
dauerhaften Seneszenz ein dreidimensionales Hautalterungsmodell entwickelt werden

sollte, welches charakteristische Merkmale in vivo gealterter Haut zeigt.

4.1 ROS induziert nur in Kombination mit DNA-Schaden
dauerhafte Seneszenz

In der Literatur sind zahlreiche Substanzen beschrieben, die eine vorribergehende
vorzeitige Seneszenz induzieren kdnnen (s. Tabelle 1.1). GemadR der von Harman
formulierten Theorie der freien Radikale, wirde Altern hauptsachlich durch Schaden
hervorgerufen, die durch reaktive Sauerstoffspezies in den Zellen entstehen (Harman,
1956). Die Freie-Radikal-Theorie des Alterns ist in der Wissenschaft weit verbreitet,

allerdings wird sie zunehmend kritisch diskutiert.

Die Beflirworter beschreiben eine erhdhte Menge an reaktiven Sauerstoffspezies in
replikativ gealterten Fibroblasten (Hutter et al.,, 2002), Keratinozyten (Bernard et al.,
2004) oder Endothelzellen (Haendeler et al., 2004) und eine verlangerte Lebensdauer in
vitro, durch die Absenkung des Sauerstoffgehalts von 20% auf 3% (Packer & Fuehr, 1977).
AuBerdem konnten Antioxidantien in vitro den Beginn der Seneszenz hinaus zbgern
(Atamna et al., 2000) und den Telomerverlust verringern (Kashino et al., 2003), sodass
durch die Behandlung mit Antioxidantien wie z.B. Aspirin, die NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat
in den Endothelzellen verringert und in Folge dessen die SA-B-Gal-Aktivitdt reduziert,
sowie eine erhohte Telomerase-Aktivitdt beobachtet werden konnten (Bode-Boger et al.,
2005). NAD(P)H-Oxidase reduziert Sauerstoff zu Superoxidanion und spielt unter anderem
bei der Regulation des Zellzyklus” eine wichtige Rolle, da sie den Ubergang von der G1-
Phase zur S-Phase und von der G2-Phase zur M-Phase reguliert. Durch
Diphenyleneiodium (DPl) konnte ebenfalls die NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat in vitro

gehemmt werden, wodurch es zu einer Verzégerung beim Ubergang von der G1- in die S-
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Phase kam (Venkatachalam et al., 2008). Basierend auf der Freien-Radikal-Theorie und
bestatigt von diesen Ergebnissen, gibt es zahlreiche Veroffentlichungen, die durch
oxidativen Stress in Form von H,0, eine vorzeitige Seneszenz (SIPS) beschreiben (Chen et
al., 1998; Toussaint et al., 2000; Frippiat et al., 2001). Durch die Behandlung von
Fibroblasten mit subtoxischen Konzentrationen an H,0, wurde in den genannten
Veroffentlichungen eine vorzeitige Seneszenz (iber einen Zeitraum von drei Tagen
induziert. Es wird beschrieben, dass sich ein Teil der Fibroblasten innerhalb von 16-32
Stunden nach der Behandlung abléste und nur die verbliebenen Fibroblasten seneszent
wurden. Diese Seneszenz wurde jedoch lediglich iber einen Zeitraum von drei Tagen nach
der Behandlung beobachtet, sodass nicht bekannt ist, wie sich diese Fibroblasten tber
den genannten Zeitraum hinaus verhalten. Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit
zeigten deutlich, dass durch H,O, eine vorzeitige Seneszenz induziert werden konnte,
welche in den ersten drei Tagen nach der Behandlung von charakteristischen Merkmalen
wie z.B. einem Proliferationsstopp, dem Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies und einer
veranderten Zellmorphologie begleitet wurde. 14 Tage nach der Behandlung waren
jedoch sowohl der Proliferationsstopp, als auch die verdnderte Zellmorphologie
aufgehoben und die Zellen entwickelten wieder ihren mitotischen Charakter. Da dieser
Rickgang des seneszenten Status der Zelle parallel mit der Abnahme an reaktiven
Sauerstoffspezies stattfand, wurde deutlich, dass es sich bei der H,0j-induzierten
Seneszenz um eine transiente, ROS-abhangige Seneszenz handelt. Die Abhangigkeit von
reaktiven Sauerstoffspezies zur vorzeitigen Induktion einer Seneszenz mit H,0, wurde
ebenfalls von Duan et. al beschrieben. Dieser induzierte zwar durch die Behandlung mit
H,O, eine Seneszenz Uber 14 Tage, allerdings nur unter der Bedingung, dass die
Fibroblasten Uber den gesamten Zeitraum mit H,0, behandelt wurden und somit

permanent oxidativem Stress ausgesetzt waren (Duan et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass oxidativer Stress alleine nicht
ausreicht, um eine dauerhafte Seneszenz zu induzieren und stehen im Einklang mit vielen
Veroffentlichungen, die sich kritisch Gber die Relevanz von oxidativem Stress als alleinige
Ursache des Alterungsprozesses duRern. Gems und Doonan inaktivierten beispielsweise
die Superoxiddismutase (SOD) als zentrales antioxidatives Enzym der Mitochondrien in C.
elegans, konnten jedoch keine verlangerte Lebensdauer feststellen (Gems & Doonan,
2009). AuRerdem wurde trotz zahlreicher Studien mit Antioxidantien kein Erfolg beziglich
einer verlangerten Lebensdauer bei Sdugetieren beobachtet (Huang et al., 2000). Gene
fur antioxidative Enzyme wie SOD1, SOD2 oder Katalse verringerten in diesen Studien
zwar die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies, zeigten jedoch keinen Einfluss auf die
Lebensdauer der Mause (Perez et al., 2009; Salmon et al., 2010). Des Weiteren produziert
der Nacktmull als das langlebigste Nagetier grolRe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies,
wodurch nachweislich vermehrt oxidative Schiaden an Proteinen, Lipiden und der DNA

auftreten (Sanz & Stefanatos, 2008) und lebt trotzdem mit einem durchschnittlichem
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Alter von 35 Jahren extrem lang, im Vergleich zu anderen Nagetieren seiner GroRe (Pérez
et al.,, 2009). Der oxidative Stress steigt zweifelsfrei im Alter an, aber die grundlegende
Idee, dass oxidativer Stress allein ursachlich fir den Alterungsprozess verantwortlich ist,
kann aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, sodass
oxidativer Stress allein nicht fir die Induktion einer beschleunigten und dauerhaften
Seneszenz geeignet ist. Vielmehr sollte eine Kombination aus verschiedenen
Alterungstheorien in Betracht gezogen werden, um die Mechanismen des Alterns zu
klaren. Da neben dem oxidativen Schaden auch DNA-Schaden als wesentliche Ursache fiir
den Alterungsprozess angesehen werden, wurden DNA alkylierende Substanzen auf die

Fahigkeit hin untersucht, eine beschleunigte Seneszenz induzieren zu kénnen.

Alkylierende Substanzen gehoéren zu den haufigsten Umweltgiften in unserer Umgebung,
vor denen sich der Organismus nur in geringem Mafe schiitzen kann. Die Alkylierung der
DNA fiihrt am Haufigsten zur Anlagerung einer Methylgruppe an der siebten Position des
Guanins (N’-meGua) oder an das Phosphatriickgrat der DNA. Weniger haufig, dafiir aber
umso toxischer ist der Einbau einer Methylgruppe an der sechsten Position des Guanins
(0°-meGua). Diese Form wird oft durch Sekundirreaktionen der DNA mit Metaboliten
oder anderen Toxinen, wie z.B. Zigarettenrauch ausgeldst. In Zellkulturexperimenten
konnte durch die Inkubation mit Zigarettenrauch ein seneszenter Status in
Lungenfibroblasten induziert werden (Nyunoya et al., 2006). Zusatzlich zu in vitro Studien
wurden Lungenfibroblasten von Emphysem-Patienten im Vergleich zu gesunden
Rauchern vermehrt positiv auf SA-B-Galaktosidase angefarbt (Muller et al., 2006) und
zeigten eine erhohte Expression an p21 und pl6 (Tsuji et al.,, 2006). Neben dem
Zigarettenrauch als exogenes Gift, gibt es eine Vielzahl von Publikationen, die eine
vorzeitige Seneszenz durch die Behandlung mit alkylierenden Substanzen induzieren
konnten (Meng et al., 2003; Jaiswal et al., 2004; Probin et al.,, 2007). Darmkrebszellen
wurden durch die Behandlung mit Methylnitronitrosoguanin, welches Methylgruppen an
der sechsten Position des Guanins einbaut, in eine vorzeitige Seneszenz tGberfihrt (Jaiswal
et al., 2004) und Fibroblasten zeigten zahlreiche Seneszenzmarker nach der Behandlung
mit Methylmethansulfonat (Suh et al., 2001) oder Busulfan (Meng et al., 2003; Probin et
al., 2007). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass nicht nur oxidativer Stress in der Lage
ist, eine vorzeitige Seneszenz zu induzieren, sondern dass die Alkylierung der DNA ein
wesentlicher Mechanismus auf dem Weg zu einer seneszenten Zelle zu sein scheint. In
der vorliegenden Arbeit wurden deshalb Busulfan und Mitomycin-C ausgewahlt, um
herauszufinden, ob eine dauerhafte Seneszenz mit Hilfe dieser DNA alkylierenden und

ROS-produzierenden Substanzen induziert werden kann.

Sowohl durch die Behandlung mit Busulfan, als auch mit Mitomycin-C konnte ein
dauerhafter Proliferationsstopp und eine stabile Veranderung der Zellmorphologie als

Merkmale einer seneszenten Zelle auch noch nach 14 Tagen beobachtet werden, obwohl
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der Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies nach 14 Tagen nicht mehr signifikant erhoht
war. Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass ROS alleine nicht ausreichen um
eine dauerhafte Seneszenz zu induzieren. Vielmehr ist ein zweiter Stimulus wie z.B. ein
DNA-Schaden durch alkylierende Substanzen wie Busulfan oder Mitomycin-C notwendig,
um den seneszenten Charakter der Fibroblasten dauerhaft aufrecht zu erhalten.
Inwiefern diese induzierte und beschleunigte Seneszenz mit der replikativen Seneszenz

vergleichbar ist, wurde in den nachsten Experimenten untersucht.

4.2 Mitomycin-C induziert eine dauerhafte Seneszenz im
Zeitraffer

Allgemein ist die Annahme akzeptiert, dass verschiedene hochkomplexe und vielfach
noch ungeklarte Mechanismen fiir das Altern verantwortlich sind. Daher ist es sinnvoll,
fir die beschleunigte Induktion des Alterungsprozesses eine Substanz zu verwenden, die
mehrere mogliche Ursachen des Alterns gleichzeitig umfasst. Da Mitomycin-C (MMC)
sowohl zu einer Alkylierung der DNA fiihren kann, als auch oxidativen Stress induziert
(Tomasz & Palom, 1997) und somit zwei wesentliche Ursachen des Alterungsprozesses
einbezieht, wurde das Potential von MMC zur Induktion einer beschleunigten und
dauerhaften Seneszenz untersucht (DIAS). Diese MMC-induzierte Seneszenz wurde
anhand verschiedener Marker mit der replikativen Seneszenz verglichen. Einer der
wichtigsten Marker von seneszenten Zellen ist der Proliferationsstopp, welcher von
morphologischen, biochemischen und molekularbiologischen Veranderungen begleitet
wird (Cristofalo & Pignolo, 1993; Serrano & Blasco, 2001).

4.2.1 Aktivierung von p53 durch Mitomycin-C fiihrt zu einem
Proliferationsstopp

Der Zellzyklusstopp und die Unfahigkeit auf Wachstumsstimulatoren zu reagieren sind die
ersten und markantesten Merkmale fir eine seneszente Zelle (Hayflick, 1965; Cristofalo &
Pignolo, 1993). Der normal ablaufende Zellzyklus setzt die Synthese neuer DNA voraus,
welche mit Hilfe des BrdU-Einbaus quantifiziert werden kann. In replikativ seneszenten
Zellen findet keine DNA-Synthese statt, sodass die Zellen nicht in der Lage sind, BrdU
einzubauen (Honda et al., 2002). Die Analyse des BrdU-Einbaus in dieser Arbeit zeigte,
dass die Proliferation der Fibroblasten nach der Behandlung mit Mitomycin-C genauso
gestoppt wurde wie bei replikativ gealterten Fibroblasten. Dieser Proliferationsstopp
konnte sowohl durch die Behandlung mit Mitomycin-C im Monolayer, als auch durch die
Behandlung der Fibroblasten im 3D-Hautmodell nachgewiesen werden. Des Weiteren

werden replikative Marker wie z.B. PCNA (proliferating cell nuclear antigen) oder Ki67,
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welche ausschlieBlich in teilungsaktiven, nicht aber in seneszenten Zellen exprimiert
werden, genutzt, um seneszente Zellen in vivo und in vitro zu identifizieren (Fenton et al.,
2001). Die Immunfluoreszenzfarbung des Kernproteins Ki67 in der vorliegenden Arbeit
zeigte ebenfalls deutlich, dass sowohl nach der Behandlung mit Mitomycin-C im
Monolayer, als auch im 3D-Hautmodell, ein Proliferationsstopp induziert wurde, wie er
bei replikativ gealterten Fibroblasten vorzufinden ist. Mit Hilfe einer Wachstumskurve
wurde auBerdem beobachtet, dass der Proliferationsstopp sowohl bei replikativ
seneszenten (RS) als auch bei MMC-induziert seneszenten Fibroblasten (DIAS) dauerhaft
stabil war und von einer erhéhten p53-Aktivitdt an begleitet wurde. Die erh6hte Aktivitat
von p53 konnte sowohl bei den DIAS-Fibroblasten aus dem Hautmodell, als auch bei den
im Monolayer mit MMC behandelten Fibroblasten nachgewiesen werden, sodass
moglicherweise induzierte DNA-Schaden fiir den Zellzyklusarrest verantwortlich sind.
DNA-Schaden aktivieren ein komplexes regulatorisches Netzwerk an den Kontrollpunkten
des Zellzyklus, sodass dieser angehalten und die DNA gegebenenfalls repariert werden
kann oder der natirliche Zelltod eingeleitet wird (Weinert, 1998). Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie konnte beobachtet werden, dass die Auspragung des Arrests
zwischen replikativ seneszenten und durch MMC-Behandlung induziert seneszenten
Fibroblasten unterschiedlich war. Die DIAS wurden in der G2-Phase des Zellzyklus
arretiert, wohingegen sich replikativ gealterte Fibroblasten in der G1-Phase befanden. In
der Literatur wird beschrieben, dass aktiviertes p53 aufgrund unterschiedlicher
Cyclinexpressionen sowohl fiir einen Arrest in der G1-Phase, als auch fiir einen G2-Arrest

verantwortlich sein kann (Agarwal et al., 1995).

Fiir die Kontrolle des Zellzyklus werden hauptsachlich p53, p21 und das Retinoblastom-
Protein (Rb) verantwortlich gemacht. Das Rb kontrolliert den Ubergang von der G1 in die
S-Phase, nachdem es durch cyclinabhdngige Kinasen (CDK2/4/6) uber eine
Phosphorylierung aktiviert wurde. Replikativ gealterte Fibroblasten besitzen deutlich
weniger CDK2, wodurch das Rb nicht aktiviert werden kann und somit der Ubergang von
der G1 in die S-Phase nicht eingeleitet wird (Alcorta et al., 1996). Es ist erwiesen, dass die
Unfihigkeit zur Phosphorylierung des Rb’s den Ubergang von der G1 in die S-Phase
verhindert und die Zellen Uber einen G1-Arrest in die replikative Seneszenz gefiihrt
werden (Stein et al., 1990). Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit liberein, bei der mit Hilfe der Durchflusszytometrie ebenfalls ein G1-
Arrest fur replikativ gealterte Fibroblasten nachgewiesen werden konnte. Des Weiteren
wird beschrieben, dass p53-defiziente Mduse nicht seneszent werden (Harvey et al.,
1993) und Maiuse mit einer Uberexpression von p53 Symptome vorzeitiger Alterung
entwickeln (Tyner et al., 2002). Neben dem Rb scheint also auch p53 eine zentrale Rolle
beim Alterungsprozess zu spielen. Es wird vermutet, dass ein kritisch verkiirzter 3’-
Uberhang der Telomere fiir die Aktivierung von p53 bei der replikativen Seneszenz
verantwortlich ist (Stewart et al., 2003). Andere Studien haben gezeigt, dass DNA-
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Schaden auf den Telomeren fir die Aktivierung von ATM (ataxia-telangictasia mutated)
verantwortlich sind (Herbig et al., 2004), welches p53 direkt Gber Phosphorylierung oder
indirekt Uber die Phosphorylierung von Chk1/2 aktivieren kann (s. Abbildung 4.1) (Chehab
et al., 2000).

Mitomycin-C ist ein S-Phase abhdngiges Mutagen und wirkt direkt auf die DNA indem sie
quervernetzt wird. Die daraus resultierenden DNA-Doppelstrangbriiche aktivieren
dauerhaft einen p53-abhdngigen Signalweg (Islaih et al.,, 2005), welcher uber
verschiedene Mechanismen (s. Abbildung 4.1), wie z.B. die Aktivierung von ATM und ATR,
zu einem Arrest des Zellzyklus in der G2-Phase flihrt (Franchitto et al., 1998; Bae et al.,
2008). In nicht gestressten Zellen ist der CyclinB-CDK1-Komplex fiir den Ubergang von der
G2 in die Mitosephase verantwortlich. Da Mitomycin-C ein S-Phase abhangiges Mutagen
ist, erreicht geschadigte DNA die G2-Phase des Zellzyklus und stellt damit ein hohes Risiko
flr den Organismus dar. Die Zelle hat jedoch unterschiedliche Mechanismen entwickelt
(s. Abbildung 4.1), durch die sie eine Aktivierung des CyclinB-CDK1-Komplex verhindert
und den Ubergang in die Mitosephase blockiert (Taylor et al., 1999). Das zentrale Protein
dieser Abwehrmechanismen ist genauso wie beim G1-Arrest der replikativen Seneszenz
p53. Durch die Behandlung mit Mitomycin-C wurde p53 in der vorliegenden Arbeit
aktiviert, sodass es moglicherweise Uber die Inaktivierung des CyclinB-CDK1-Komplexes zu
dem beobachteten Zyklusarrest in der G2-Phase gekommen ist.

DNA- Schaden

@ @ — Protein 14-3-3
T T / inaktiv
Protein 14-3-3

ATM/ATR ———> p53 @—pﬂ

Chk1 ,
Chk2 — Cdc25®
—IE 25

inaktiv

@@'

Abbildung 4.1: Regulation des G2/M-Ubergangs durch p53 nach DNA-Schédigung In Folge eines DNA-
Schadens werden Uber die Aktivierung von p53 als zentrales Protein einer DNA-Schadens-Antwort
unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert, welche den Zellzyklus stoppen kénnen. Der Ubergang von der
G2- in die Mitose-Phase wird dabei durch den CyclinB-CDK1-Komplex gesteuert, welcher in Folge der p53-
Aktivierung Uber unterschiedliche Folgereaktionen inaktiviert werden kann, wodurch der Ubergang in die
Mitosephase verhindert wird.
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p53 nimmt bei der Regulation des Zellzyklus die zentrale Rolle ein und kann auf der einen
Seite sowohl zum G1-Arrest bei den replikativ seneszenten Fibroblasten, als auch zu
einem G2-Arrest bei den MMC-induziert beschleunigt seneszenten Fibroblasten fuhren.
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen die Angaben der Literatur, in der aufgrund
unterschiedlicher Cyclinexpressionen fir replikativ seneszente Zellen ein G1-Arrest
beschrieben ist (Stein & Dulic, 1995; McConnell et al., 1998; Pignolo et al., 1998) und
durch die Behandlung mit Mitomycin-C die Induktion eines G2-Arrests beobachtet
werden konnte (Tomasz et al., 1988; Feilotter et al., 1992; Paz et al., 1999).

4.2.2 Induktion von morphologischen Veranderungen durch Mitomycin-C

Auf zellularer Ebene ist ein weiteres wichtiges Kennzeichen seneszenter Fibroblasten die
morphologische Verdanderung der Zelle. Die auffalligste Modifikation ist die sichtbare
Zunahme der ZellgroRe, welche durch ein abgeflachtes Aussehen des Zytoplasmas
begleitet wird, dessen Ursache in einer Reorganisation des Zytoskeletts liegt (Nishio et al.,
2001). In replikativ seneszenten Fibroblasten ist die Synthese von Vimentin 4-fach erhoht,
im Vergleich zu mitotischen Fibroblasten, (Nishio et al., 2001). AuBerdem sind die
Vimentin-Filamente in seneszenten Fibroblasten zu dicken Faserbiindeln verknipft,
wahrend sie in mitotischen Fibroblasten diinne Fasern bilden. Dadurch entstehen unter
anderem die morphologischen Verdnderungen, die zu einer vergroBerten Zellform
fihren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten ebenfalls, dass die ZellgroRe sowohl bei den
replikativ gealterten Fibroblasten (RS), als auch bei den MMC-induziert seneszenten
Fibroblasten (DIAS) im Vergleich zu den mitotischen Fibroblasten um ein 10-faches erhoht
wurde. Diese Zunahme der ZellgréBe konnte sowohl bei den DIAS-Fibroblasten im
Monolayer beobachtet werden, als auch bei den isolierten Fibroblasten aus dem MMC-
behandelten Hautmodell. Die morphologischen Veranderungen duflern sich neben der
vergroBerten Zellform durch ein stark vakuolisiertes Zytoplasma (Kurz et al., 2000), einen
zunehmend zentral lokalisierten, stark vergroRBerten Zellkern (Mitsui & Schneider, 1976;
Mehta et al., 2007) und eine pleiomorphe Zellform. Die Zellmorphologie der mitotischen
Fibroblasten die in dieser Arbeit verwendet wurden, zeichnete sich durch eine
spindelférmige Zellform, mehrheitlich mit Ausbuchtungen rund um den Zellkern aus.
Typische morphologische Kennzeichen der seneszenten Fibroblasten dieser Arbeit waren
neben der VergroRerung der Zelloberflache ein flacher, ovaler Zellkern, welcher ebenfalls
stark vergrofert war. Diese Verdnderungen konnten sowohl bei den replikativ
seneszenten (RS), als auch bei den DIAS-Fibroblasten beobachtet werden. Die
seneszenten Fibroblasten zeigten diese Merkmale sowohl durch die Behandlung mit
MMC im Monolayer, als auch im dreidimensionalen Hautmodell. Es wird diskutiert, dass
Caveolin-1 eine wichtige Rolle bei den morphologischen Veranderungen in seneszenten

Zellen spielt, da Caveolin-1 in der Lage ist, signalibertragende Proteine der fokalen
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Adhasion wie z.B. FAK (focal adhesion kinase) oder die Ausbildung von Aktinfilamenten zu
regulieren. Durch eine Hemmung der Caveolinexpression wurden fokale
Adhéasionskomplexe und Aktinfilamente zerstort und in Folge dessen die
morphologischen Verdnderungen einer seneszenten Zelle aufgehoben (Cho et al., 2003;
Cho et al., 2004). Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass durch die Behandlung mit
Mitomycin-C anhand einer starken VergréBerung der Zellfliche und einer veranderten
Morphologie ergdanzend zum Wachstumsarrest, sowohl im Monolayer, als auch im 3D-

Hautmodell weitere zellulare Merkmale replikativer Seneszenz induziert werden konnten.

4.2.3 Positiver SA-R-Gal-Nachweis in MMC-behandelten Fibroblasten

Der am weitesten verbreitete Biomarker fir seneszente Zellen ist der SA-B-Gal-Assay
(senescence-associated-f3-galactosidase-assay), welcher einen blauen perinuklearen
Niederschlag in positiven Zellen zeigt (Dimri et al., 1995). R-Galaktosidase ist eine
ubiquitdre Hydrolase der Lysosomen, welche die Hydrolyse der glykosidischen Bindung
katalysiert und dadurch endsténdige R-D-Galaktose abbaut. Die maximale Aktivitat der R3-
Galaktosidase liegt im sauren pH-Bereich (pH 3-5). Der SA-R-Gal-Assay wurde 1995 zum
ersten Mal zur Identifizierung seneszenter Zellen beschrieben. Bei optimalen pH-
Bedingungen (pH 4) zeigten sowohl mitotische, als auch seneszente Fibroblasten einen
blauen Niederschlag, bei nicht optimalen Bedingungen (pH 6) konnte lediglich in
seneszenten Zellen, nicht aber in immortalisierten Zellen ein blauer Niederschlag
detektiert werden (Dimri et al., 1995). In dieser Arbeit konnte sowohl bei replikativ
seneszenten, als auch bei MMC-behandelten Fibroblasten im Monolayer ein blauer
Niederschlag bei pH 6.0 nachgewiesen werden, nicht jedoch bei den mitotischen
Fibroblasten. Durch Isolierung der Fibroblasten aus dem Hautmodell konnte im Vergleich
zu den isolierten, unbehandelten Fibroblasten ebenfalls eine stdrkere Blaufarbung bei
den Fibroblasten detektiert werden, welche im 3D-Hautmodell mit MMC behandelt
wurden. Letztere zeigten jedoch vereinzelt SA-B-Gal-positive Zellen, was darauf hin
deutet, dass die in einer dreidimensionalen Struktur kultivierten mitotischen Fibroblasten
bereits eine Art Differenzierung vollzogen. Diese wurde von Bayreuther bereits in
Zellkulturexperimenten beschrieben (Bayreuther, 1988) und ahnelt einem seneszenten
Phédnotyp, sodass es bei diesen Zellen vereinzelt zu einer Aktivitat von SA-R-Galaktosidase
mit anschlieRender Blaufarbung kommen kann. Mit zunehmender Kultivierungsdauer der
seneszenten Zellen im Monolayer kam es zu einer Akkumulation der B-Galaktosidase
(Daten nicht gezeigt (Diekmann, 2013)) und die Blaufarbung der Zellen wurde intensiver.
Diese Ergebnisse korrelieren mit der Theorie von Dimri, welcher den Anstieg der
lysosomalen Masse und Aktivitdt in seneszenten Zellen fiir die Aktivitdtsbestimmung im
suboptimalen pH-Bereich verantwortlich gemacht hat (Dimri et al., 1995). Die Autoren

vermuteten, dass der Anstieg der lysosomalen Masse und Aktivitdt in seneszenten Zellen
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die Menge an R-Galaktosidase erhoht, wodurch die Aktivitat im suboptimalen pH-Bereich
detektiert werden konnte. Seit der ersten Beschreibung 1995 wird die Verwendung des
Assays kontrovers diskutiert (Severino et al.,, 2000; Cristofalo, 2005). Verschiedene
Arbeitsgruppen berichteten, dass sie mit Hilfe des SA-B-Gal-Assays seneszente Zellen in
vivo identifizieren konnten (van der Loo et al.,, 1998; Sigal et al., 1999), gleichzeitig
berichteten Krishna et al. lber die Aktivitdit von SA-B-Gal in Lungenkarzinom-,
Kolonkarzinom-, Leukdmie- und Leberkrebs-Zellen (Krishna et al., 1999). AuBerdem
konnte eine TGF-R-induzierte Expression von SA-B-Gal-Aktivitat in Epithelzellen
beobachtet werden, welche nicht von einem Wachstumsarrest begleitet wurde
(Untergasser et al., 2003). Es wird deutlich, dass die SA-B-Gal-Aktivitat kein spezifischer
Marker fiir Seneszenz ist, jedoch in Kombination mit anderen Hinweisen auf eine

seneszente Zelle durchaus unterstiitzend betrachtet werden kann.

Durch den Nachweis der SA-R-Gal-Aktivitat in RS und in DIAS konnte ein weitere Hinweis
gefunden werden, welcher in Kombination mit dem Wachstumsarrest und der
vergroBerten Zellform, auf einen seneszenten Status der Zelle nach der Behandlung mit

Mitomycin-C schlieRen |asst.

4.2.4 Mitomycin-C induziert oxidativen Stress und steigert die MMP-1-
Expression

Reaktive Sauerstoffspezies kénnen in der Zelle zahlreiche Folgereaktionen ausldsen,
sodass durch die Behandlung mit Mitomycin-C ein Redoxstatus induziert werden sollte,
wie er auch bei den replikativ gealterten Fibroblasten in dieser Arbeit beobachtet werden
konnte. MMC produziert wahrend der metabolischen Aktivierung Superoxidanion (s.
Abbildung 1.5), in Folge dessen konnte in den ersten finf Tagen nach der Behandlung ein
vergleichbarer Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies in den MMC-behandelten Zellen
nachgewiesen werden, wie bei den replikativ gealterten Fibroblasten. Der Anstieg an
reaktiven Sauerstoffspezies zeigte sich sowohl nach der MMC-Behandlung der
Fibroblasten im Monolayer, als auch im dreidimensionalen Hautmodell. Reaktive
Sauerstoffspezies 16sen in der Zelle zahlreiche Folgereaktionen, wie z.B. die Induktion
entziindungsfordernder Proteine aus, welche von einer verdanderten Wundheilung und
Gewebserneuerung in alter Haut begleitet werden (Millis et al., 1992). Bei der
Wundheilung sind die Entwicklung, das Wachstum und die Erneuerung des Gewebes von
der Produktion extrazellularer Matrixproteinen abhangig (Roy et al., 2006). Fibroblasten
spielen dabei eine besondere Rolle, da sie die wesentlichen Bestandteile der
extrazellularen Matrix (EZM), wie z.B. Kollagen oder Fibronektin produzieren und das
Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau kontrollieren. Fir den Erhalt dieses
Gleichgewichts ist es wichtig, dass es neben der Produktion auch zu einem Abbau der
EZM kommt, wofir die Zelle zwei Moglichkeiten entwickelt hat: die intrazelluldre
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Phagozytose, welche abhdngig von der a2-Integrin-Expression ist (Riikonen et al., 1995)
und der extrazelluldre Abbau durch Matrix-Metalloproteinasen (Ravanti et al., 1999).
Aufgrund der Tatsache, dass Matrix-Metalloproteinasen durch reaktive Sauerstoffspezies
induziert werden konnen (Brenneisen et al.,, 2002), und zahlreiche Studien einen
verminderten Kollagengehalt in alter Haut beobachten konnten (Montagna & Carlisle,
1979; Schmiegelow et al., 1986; Mays et al., 1990), wéare es besonders fiir den Aufbau
eines Hautalterungsmodells wichtig, dass durch die MMC-Behandlung ebenfalls die
Produktion von Matrix-Metalloproteinasen induziert wird. Matrix-Metalloproteinasen
sind zinkabhdngige Endopeptidasen, die zu einem umfassenden proteolytischen System
gehoren, dessen Regulation sowohl auf Proteinebene durch Aktivatoren und Inhibitoren,
als auch auf transkriptioneller Ebene erfolgt (Sternlicht & Werb, 2001).

Bei in vivo gealterter Haut fuhrt UV-Licht Uberwiegend durch die Aktivierung der
stressaktivierten Janus Proteinkinase (JNK) zu einer verstdrkten Expression von MMP’s
(Korzus et al., 1997). Diese Beobachtung konnte durch Zellkulturexperimente bestatigt
werden, in denen Brenneisen et al. herausfanden, dass Fibroblasten als Reaktion auf UV-
Strahlung vermehrt c-Jun produzieren, welches in Kombination mit c-Fos den aktivierten
AP-1 Komplex bilden, der in Folge dessen an den Promotor verschiedener MMP’s bindet
und deren Transkription induziert (Brenneisen et al., 2002). Aktuelle Studien zeigen, dass
alte Zellen weniger antioxidative Fahigkeiten besitzen als junge, mitotische Zellen,
wodurch es zu einem erhohten ROS-Level und in Folge dessen ebenfalls (iber den AP-1
Komplex, zu einer erhohten MMP-Produktion kommt (Sohal et al., 1993; Barnett & King,
1995; Koch et al., 2009). Neben der Aktivierung von MMP’s iber ROS, belegten Dong et
al., dass auch DNA-Schaden in der Lage sind, die Freisetzung von MMP’s zu induzieren
(Dong et al., 2008). Dong bestrahlte menschliche Haut mit UV-B und wies in Folge dessen
eine erhdhte Expression an MMP-1 nach, welche durch die Zugabe von DNA-Reparatur-
Enzymen verringert werden konnte. Dadurch belegte er, dass DNA-Schaden ebenfalls in
der Lage sind, die Freisetzung von MMP’s zu veranlassen. Die MMC-Behandlung der
Fibroblasten im Monolayer und im Hautmodell induzierte eine signifikante Steigerung der
Expression an MMP-1 und erhohte diese in gleichem MaRe, wie es bei den replikativ
seneszenten Fibroblasten gemessen werden konnte. Diese Steigerung kann sowohl eine
Folge des erhohten ROS-Gehalts, als auch des alkylierenden DNA-Schadens in der Zelle
sein (Kim et al., 2004; Dasgupta et al.,, 2010; Johnson et al., 2012). Die Sekretion der
Matrix-Metalloproteinasen erfolgt in einer latenten Proenzymform, welche extrazellular
durch die Zerstorung einer Cystein-Zink-Wechselwirkung aktiviert wird. Die Zerstorung
dieser Cystein-Zink-Wechselwirkung kann z.B. (iber oxidiertes Glutathion, pH-
Veranderungen, Hitze oder reaktive Sauerstoffspezies eingeleitet werden (Amalinei et al.,
2007). Die Analyse der Uberstidnde von den isolierten Fibroblasten aus dem Hautmodell
zeigte deutlich, dass die Aktivitait von MMP-1 nach der MMC-Behandlung der
Hautmodelle deutlich hoher war, als die der unbehandelten Hautmodelle. Diese
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Aktivitatssteigerung kann durch den erhohten ROS-Gehalt in den MMC-behandelten
Fibroblasten erklart werden, da ROS in der Lage sind, die Cystein-Zink-Verbindung zu
zerstoren (Ranganathan et al.,, 2001). Durch die Behandlung mit Mitomycin-C konnte
folglich sowohl im Monolayer, als auch im Hautmodell die Produktion an MMP-1
gesteigert werden, sodass ein weiteres Merkmal replikativ gealterter Fibroblasten
induziert werden konnte, welches vor allem fir den Aufbau eines dreidimensionalen
Hautalterungsmodells sehr wichtig ist (s. Kapitel 4.3.3).

4.3 Hautalterungsmodell: Kennzeichen einer in vivo gealterten
Haut

Alterung gewinnt aufgrund der steigenden Lebenserwartung immer mehr an
gesellschaftlicher Bedeutung. Der Alterungsprozess ist ein komplexer Mechanismus, der
eine Akkumulation von Mutationen und toxischen Metaboliten, die Bildung freier
Radikale, sowie chemische Verdanderungen diverser Makromolekile beinhaltet. Die Haut
eignet sich besonders gut, um den Prozess der Alterung zu studieren, da sie sowohl
intrinsischen, als auch extrinsischen Faktoren ausgesetzt ist. Durch die Isolierung von
Hautzellen aus Biopsien ist es moglich, diese zu kultivieren und fiir die Rekonstruktion
eines dreidimensionalen Hautmodells in vitro zu nutzen. Diese rekonstruierten
Hautmodelle stellen zunehmend eine Alternative zu in vivo Studien dar und werden
erfolgreich fiir Untersuchungen von l6slichen Substanzen, wie z.B. Retinsdure eingesetzt
(Asselineau et al.,, 1989). Der Einsatz von dreidimensionalen Hautmodellen hat den
groBen Vorteil, dass gleichzeitig die Reaktion von Fibroblasten und Keratinozyten
untersucht werden kann und auch deren Interaktion beriicksichtigt wird. In den letzten
Jahren wurden zahlreiche Fortschritte bei der Entwicklung dreidimensionaler
Hautmodelle gemacht (Boyce, 1996), dennoch ist es immer noch nicht gelungen, ein
Hautalterungsmodell zu etablieren. Derzeit werden hauptsachlich zwei Ansatze verfolgt.
Eine Moglichkeit besteht darin, das Hautmodell mit jungen, mitotischen Fibroblasten
anzufertigen und anschlieBend einem potentiellen Hautalterungsmechanismus wie z.B.
UV-Strahlung auszusetzten (Methode A). Der Vorteil dieser Herangehensweise ist, dass
man auch frilhe Verdanderungen der Alterung beobachten kann, ein Nachteil besteht
allerdings darin, dass die UV-Schaden nur vorribergehend induziert werden konnten und
die rekonstruierte Haut in der Lage war, diese Schaden mit der Zeit zu kompensieren
(Bernerd & Asselineau, 1997). Auferdem spiegelt die UV-Strahlung nicht den
kontinuierlichen Alterungsprozess wieder, wie er bei in vivo gealterter Haut vorzufinden
istt. Um einen kontinuierlichen Prozess im Hautmodell zu simulieren, wurde ein
potentieller Mechanismus der Hautalterung kinstlich induziert und zwar Uber die
gesamte Kultivierungsdauer des Hautmodells (Methode B). Der Nachteil dieser Methode
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ist, dass lediglich ein spezieller Mechanismus der Alterung heraus gegriffen wird, obwohl
der Alterungsprozess von einer Vielzahl komplexer Mechanismen ausgeht. Ein Beispiel fur
diese kontinuierliche Veranderung in einem Hautmodell zur Induktion von Alterung ist die
Glykierung. Die Glykierung, oder auch Glykation, ist ein Prozess, bei dem freie
Aminogruppen ohne die Beteiligung von Enzymen mit Kohlenhydraten reagieren. Bei der
Glykierung entstehen Advanced Glycation Endproducts (AGE’s), wodurch Makromolekiile
guervernetzt werden konnen, was wiederum eine Ursache der Alterung zu sein scheint
(Frye et al., 1998). In der Haut betrifft die Glykierung hauptsachlich Makromolekiile wie
Kollagen oder Elastin, wodurch mechanische Veranderungen der Haut im Alter erklart
werden koénnen. Auf dieser Grundlage wurde ein Hautmodell entwickelt, bei dem die
Kollagenmatrix vor der Einsaat der Fibroblasten glykiert wurde. Die Morphologie dieser
Hautmodelle veranderte sich im Vergleich zu den Hautmodellen ohne glykiertes Kollagen
und es konnten einige Marker gefunden werden, die charakteristisch fir in vivo gealterte
Haut sind. So stieg beispielsweise die Konzentration von MMP-1 an und die Verteilung der
Integrine in der Epidermis veranderte sich (Pageon et al., 2007). Die Veranderungen in der
Epidermis machen deutlich, dass die dermal-epidermale Interaktion beeinflusst wird,
wenn die Fibroblasten in Kontakt mit glykiertem Kollagen kommen. Der groBe Nachteil
dieses Modells ist jedoch, dass es lediglich die Glykierung als Mechanismus fiir die
Alterung umfasst und damit nicht die in vivo Situation wieder spiegeln kann. Dafir ware
es sinnvoll, eine Kombination aus dem vorriibergehenden akuten Altern, wie es durch die
UV-Bestrahlung fertiger Hautmodelle induziert werden konnte und dem kontinuierlichen

Altern zu etablieren.

Mitomycin-C induziert sowohl DNA-Schaden als auch oxidativen Stress und ist in der Lage
eine dauerhafte Seneszenz auszulosen. Mitomycin-C stellt somit eine Kombination aus
den beiden bisher beschriebenen Ansdtzen dar. Auf der einen Seite handelt es sich um
eine induzierte beschleunigte Alterung, sodass die anfianglichen Verdnderungen
untersucht werden konnen (Methode A). Auf der anderen Seite wurden die
Veranderungen dauerhaft induziert (Modell B) und waren nicht reversibel, sodass die
dermal-epidermale Kommunikation standig unter modifizierten Bedingungen stattfand.
Der Ansatz kombiniert somit die bisherigen Méglichkeiten, greift die jeweiligen Vorteile
auf und verringert die Nachteile, da die induzierte Alterung durch MMC nicht reversibel
ist und verschiedene Alterstheorien (DNA-Schadenstheorie und Freie-Radikal-Theorie)

kombiniert.
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Tabelle 4.1: Strategien zur Rekonstruktion eines in vitro Hautalterungsmodells

\ Methode A Methode B Neue Methode
Vorteil o frihe e spiegelt eine e Frihe
Veranderungen kontinuierliche Veranderung
konnen Alterung wieder | e nicht
beobachtet reversibel
werden e Mehrere
Alterstheorien
impliziert
Nachteil e keine e Dbetrachtet nur
kontinuierliche einen moglichen
Alterung Mechanismus
e reversibel
Beispiel UV-Bestrahlung Kollagen-Glykierung | Mitomycin-C

Durch die Isolierung der Fibroblasten sowohl aus dem unbehandelten Hautmodell, als
auch aus dem Hautmodell welches mit Mitomycin-C behandelt wurde, konnten die
Merkmale der Zellen direkt mit den Ergebnissen aus Monolayer-Experimenten verglichen
werden. Alle untersuchten Merkmale einer replikativ seneszenten Zelle konnten ebenfalls
bei den Fibroblasten gefunden werden, welche in der Matrix mit Mitomycin-C behandelt
wurden. Die Behandlung fiihrte gleichermallen zu einer dauerhaften Inhibition des
Zellzyklus, einer Erh6hung an intrazelluldaren ROS, einer Zunahme der ZellgréRe, einer
Veranderung des Differenzierungsmusters, einem Anstieg der Aktivitdt von SA-B-
Galaktosidase, p53 und MMP-1 (s. Kapitel 3.3.3 und 3.3.4). Die Ergebnisse zeigen deutlich,
dass die Behandlung mit Mitomycin-C sowohl im Monolayer, als auch im Gewebeverband
erfolgreich eine beschleunigte Seneszenz induzieren und die replikative Seneszenz
imitieren konnte, sodass der Aufbau eines dreidimensionalen Hautalterungsmodells mit

Hilfe der Behandlung mit Mitomycin-C vielversprechend erscheint.

4.3.1 Verminderte Filaggrinexpression in MMC-behandelten
Hautmodellen

Fiir den Aufbau eines dreidimensionalen Hautalterungsmodells ist es entscheidend, dass
das Hautmodell selbst morphologische und biochemische Veranderungen zeigt, wie sie
bei in vivo gealterter Haut beobachtet wurden. Insgesamt nimmt die Schichtdicke in vivo
gealterter Haut ab, da sowohl die Epidermis als auch die Dermis diinner werden. Die
Anzahl an Keratinozyten in der Epidermis und die epidermale turnover rate (= die Zeit, die
von der Epidermis benétigt wird, um sich einmal komplett zu erneuern) nehmen im Alter
ab (Fenske & Lober, 1986). Insgesamt steigt zwar die durchschnittliche ZellgroBe der
Keratinozyten, sie werden jedoch kiirzer und dafiir breiter (Grove, 1989), wodurch die

Epidermis insgesamt diinner wird. Diese Veranderung konnte bei dem in vitro



122 4 Diskussion

Hautalterungsmodell nicht beobachtet werden. Anhand der HE-Farbung zeigten sich
dhnliche Schichtdicken der Epidermis bei den MMC-behandelten Hautmodellen, wie die
unbehandelten Modelle. AuRerdem konnte in vivo beobachtet werden, dass der dermal-
epidermal-Grenzbereich dinner wird und die Anzahl an papillaren Fibroblasten von
40/mm? auf 15/mm? sinkt (Sudel et al., 2005). Die Folge davon ist ebenfalls eine diinnere
Epidermis, sowie eine hohere Anfalligkeit fiir Verletzungen. AuRerdem verringert sich die
Kommunikation zwischen Dermis und Epidermis aufgrund einer geringeren Kontaktflache,
da sich die Reteleisten zurlick bilden. Dadurch verschlechtert sich die
Nahrstoffversorgung der Epidermis, sodass die Keratinozyten weniger proliferieren und
die epidermale turnover rate steigt (Sudel et al., 2005). Da die Reteleisten bei in vitro
Hautmodellen nicht so stark ausgepragt sind wie in vivo, bleibt die Kontaktflache
zwischen Dermis und Epidermis nahezu unverandert, sodass die Nahrstoffversorgung der
Epidermis konstant ist, woraus sich erklaren lasst, weshalb die Epidermis bei dem
Hautalterungsmodell in vitro nicht dinner wird. Zuséatzlich zu einer geringeren
Nahrstoffversorgung sinkt auch der Wassergehalt des stratum corneums bei in vivo
gealterter Haut. Diese Veranderung ist auf eine wechselhafte Zusammensetzung der
Aminosauren zurlick zu fihren, welche den natural moisturizing factor (NMF) verringert
und dadurch die Fahigkeit zur Wasserspeicherung minimiert (Jackson et al., 1993). Der
NMF setzt sich aus freien Aminosduren zusammen und ist in der Lage, Wasser aus der
Umgebung in der Haut zu binden. Die freien Aminosauren entstehen zu 70% aus dem
Abbau von Filaggrin (Scott et al.,, 1982). Filaggrin wird als Profilaggrin im stratum
granulosum gebildet und wird wahrend der Differenzierung der Keratinozyten zu aktivem
Filaggrin degradiert. Aktives Filaggrin verknipft Gber Disulfidbriicken Keratinfilamente
und ist damit fir die Strukturbildung der Epidermis mit verantwortlich. Wenn der
Wasserhaushalt im stratum corneum zu gering ist, wird Filaggrin sofort in seine
Aminosauren abgebaut, wodurch der NMF steigt und die Haut mehr Wasser binden kann.
In alter Haut konnte auf RNA-Ebene kein Abfall der Filaggrin-Expression nachgewiesen
werden, in histologischen Schnitten zeigte sich jedoch deutlich, dass die Filaggrin-
Konzentration in alter Haut abnimmt (Takahashi & Tezuka, 2004). Dieser Riickgang an
Filaggrin konnte durch die immunfluoreszenz Farbung an den MMC-behandelten
Hautmodellen ebenfalls nachgewiesen werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
der Wassergehalt in dem Hautalterungsmodell unter einer kritischen Konzentration liegen
konnte, sodass direkt der Abbau des Filaggrins eingeleitet wird, so wie es auch fiir die in
vivo gealterte Haut beschrieben ist. Dadurch wiirde der NMF wieder erhdht. Neben der
Regulation der Hautfeuchtigkeit ist der NMF ebenfalls fiir die Elastizitat der Haut mit
verantwortlich. Hydratisierte NMF bilden ionische Bindungen zwischen Keratinfasern und
reduzieren dadurch die intermolekularen Krafte zwischen den einzelnen Fasern, wodurch

die Elastizitat in junger Haut steigt (Jokura et al., 1995). Bei in vivo gealterter Haut
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hingegen sinkt die Elastizitdit und es wird vermutet, dass die verringerte Filaggrin-

Konzentration dabei eine Rolle spielt (Seguchi et al., 1996).

4.3.2 Veranderung des elastischen Fasernetzwerks durch Mitomycin-C

Die Feuchtigkeit und Elastizitdt der Haut wird jedoch nicht nur von der Epidermis
bestimmt. Die drei Hauptbestandteile der dermalen extrazelluldren Matrix (EZM) sind
Proteoglykane, Elastin und Kollagen, welche auf der einen Seite fiir die mechanische
Festigkeit und auf der anderen Seite fiir die Elastizitdt der Haut mitverantwortlich sind.
Proteoglykane haben einen Anteil von 0,1-0,3% am Trockengewicht der Haut und bilden
eine heterogene Gruppe von Makromolekilen, bestehend aus jeweils einem Kernprotein
mit kovalent gebundenen Glykosaminoglykanen (GAG’s). Die GAG’s werden sowohl von
Keratinozyten, als auch von Fibroblasten gebildet und treten entweder gebunden als
Proteoglykane oder frei als Hyaluronsdure auf. GAG’s und Proteoglykane bilden starre
Strukturen und sind negativ geladen. Dadurch sind sie in der Lage, eine grolRe Menge an
Kationen mit deren Wasserhille an sich zu binden (Feuchtigkeit) und bilden so die
gelartige Grundsubstanz der extrazelluldren Matrix, in die die Faserproteine Kollagen und
Elastin eingelagert werden (Elastizitat) (Vuillermoz et al., 2005). AulRerdem wirken sie
aufgrund ihres polyanionischen Charakters beim Austausch positiv geladener Proteine mit
und bilden dadurch ein Reservoir an Zytokinen und Wachstumsfaktoren (lozzo, 2000).
Diese vielfdltigen Funktionen der Proteoglykane verdeutlichen, dass altersbedingte
Veranderungen die Haut-Homoostase storen und zu Hautbildern wie der ,senilen
Atrophie” oder der ,senilen Elastose” fiihren kdnnen (Farage et al., 2010). Bei der
Elastose kommt es zu einer Akkumulation von elastotischem Material (Gilchrest &
Krutmann, 2006), welches aus einer Vielzahl extrazellularer Matrixkomponenten besteht,
die jedoch in ihrer molekularen Organisation und Funktion stark gestort sind. Bei
lichtgealterter Haut in vivo konnte als Teil des elastotischen Materials die Ansammlung
von fragmentierten Elastinfasern beobachtet werden (Gilchrest & Krutmann, 2006).
Elastin ist extrem langlebig im Vergleich zu anderen intrazelluldren Proteinen. Die
Halbwertszeit von Enzymen wird in der Regel in Stunden angegeben und besonders
stabile Proteine wie die Histone besitzen mit einer Halbwertszeit von 18 Tagen eine
vergleichbar kurze Lebensdauer in Bezug auf extrazellulire Matrixproteine wie z.B.
Elastin, deren Halbwertszeit in Jahren angegeben wird (Jennissen, 1995). Aufgrund dieser
Langlebigkeit akkumulieren die Proteine der extrazelluldren Matrix besonders viele
Schaden, welche letztendlich zu deren Abbau fiihren. Der Abbau erfolgt beispielsweise
durch Matrix-Metalloproteinasen, von denen bisher acht verschiedene beschrieben
wurden, die in der Lage sind, Elastinfasern in vitro zu l6slichem Tropoelastin zu
degradieren (Taddese et al., 2008). Neben dem enzymatischen Abbau wird der Abbau

durch oxidativen Stress diskutiert. Es ist bewiesen, dass reaktive Sauerstoffspezies die
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Bildung von MMP-2 férdern, wodurch Elastin zu Tropoelastin degradiert und die Elastin-
Homoostase gestort wird (Wlaschek et al.,, 2001). Ob ROS in der Lage sind, direkt die
Struktur von Elastinfasern zu zerstoren ist noch nicht geklart. Derzeit existieren zwei
Studien, welche die Anfalligkeit von Elastinfasern gegeniliber ROS untersuchen. Umeda et
al. zeigten die Oxidation und Solubilisierung von Elastin durch H,0, (Umeda et al., 2001)
und Cantor et al. wiesen einen hohere Anfalligkeit fir den enzymatischen Abbau des
Elastins nach, nachdem die EZM mit H,0, behandelt wurde (Cantor et al., 2006). Diese
beiden Studien deuten an, dass eine vermehrte Oxidation fir den Rickgang der
Elastinfasern, wie sie bei in vivo gealterter Haut beobachtet wurde, verantwortlich sein
konnte (Umeda et al., 2001). Durch den immunhistologischen Nachweis der Elastinfasern
im dreidimensionalen Hautmodell konnte ebenfalls eine Abnahme an elastischen Fasern
bei dem MMC-behandelten Modellen im Vergleich zu dem unbehandelten Hautmodell
nachgewiesen werden. Inwiefern es sich dabei um einen vermehrten Abbau des Elastins
durch MMP’s oder eine Fragmentierung durch ROS handelt, kann anhand der bisherigen
histologischen Untersuchung nicht ermittelt werden. Zusatzlich zu den bisher
beschriebenen Ursachen fiir den Verlust eines funktionsfahigen Elastinnetzwerkes in alter
Haut, wird in der Literatur der Einfluss von exogenen Noxen wie z.B. Tabakrauch
diskutiert. In vitro konnte bei Fibroblasten ein signifikanter Anstieg der inaktiven Proform
des Elastins durch Zigarettenrauch induziert werden, wodurch es zu einer Akkumulation
an elastotischem Material kam (Boyd et al., 1999). Zigarettenrauch bildet neben dem UV-
Licht eines der haufigsten Umweltgifte und fihrt Gber Sekundéarreaktionen unter
anderem zur Alkylierung der DNA. In vivo wird die vorzeitige Hautalterung bei Rauchern
der DNA-Alkylierung durch Zigarettenrauch zugeschrieben (Tubbs et al., 2009). Da
Mitomycin-C sowohl ROS induziert, als auch die DNA alkyliert, wurden zwei wesentliche
Mechanismen der in vivo Hautalterung aufgegriffen, welche zu einer Zerstérung der
Elastinfasern fiihrten und somit die in vivo Hautalterung diesbeziiglich imitiert werden

konnte.

4.3.3 MMP-vermittelter Abbau des Kollagens durch seneszente
Fibroblasten

Die Ansammlung elastotischen Materials in alter Haut wird in vivo von einer Degeneration
des umgebenden Netzwerks aus kollagenen Faserbiindeln begleitet. Die Kollagenfasern
bilden mit einem Anteil von 25% der Gesamtproteinmenge das haufigste Protein des
menschlichen Organismus. Bis heute wurden 20 verschiedene Kollagentypen entdeckt,
von denen 14 in der menschlichen Haut vorkommen. Kollagen Typ-1 bildet mit einem
Anteil von 80% das haufigste Kollagen der menschlichen Haut (Fritsch, 1983). Kollagen
Typ-1 ist hauptsachlich fiir die Stabilitdit und Festigkeit der Haut verantwortlich,
wohingegen Kollagen Typ-3, mit einem Anteil von 15% das zweit haufigste Kollagen der
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Haut, die hohe Elastizitdt gewahrleistet (Heckmann, 1999). Mit Hilfe von
morphologischen Vermessungen der Kollagenfasern in Hautbiopsien konnte beobachtet
werden, dass ab dem 30. Lebensjahr die Dichte der Kollagenfasern bei in vivo gealterter
Haut abnimmt (Vitellaro-Zuccarello et al.,, 1994). Dieser Riickgang der Kollagenfasern
konnte ebenfalls bei dem in vitro Hautalterungsmodell mit Hilfe der AZAN-Farbung
nachgewiesen werden. Durch die MMC-Behandlung sank der Gehalt an Kollagenfasern
signifikant um 35%, im Vergleich zu dem unbehandelten Modell. Die histologischen
Veranderungen beziglich der verringerten Kollagenmenge in vivo gealterter Haut
konnten somit durch die MMC-Behandlung bei dem in vitro Hautalterungsmodell ebenso
induziert werden. Es ist beschrieben, dass der Kollagengehalt der Haut in vivo um
durchschnittlich 2% pro Jahr sinkt (Fenske & Lober, 1986) und zwar weil sich mit
zunehmendem Alter auf der einen Seite die Kollagensynthese verringert (Talwar et al.,
1995) und auf der anderen Seite die Produktion an kollagenabbauenden Enzymen steigt
(Bailey, 2001).

Durch Radioimmunassays, Westernblots und immunhistologische Farbungen an
Hautbiopsien, konnte ein signifikant verringerter Gehalt des kollagenen Vorlaufers
Prokollagen Typ-1 (PINP) und Typ-3 (P3NP) beobachtet werden (Talwar et al.,, 1995).
Diese Abnahme der P1NP-Konzentration konnte mit Hilfe derAnalyse der Hautmodell-
Uberstinde bestitigt werden, da sich die PINP-Konzentration der MMC-behandelten
Hautmodelle signifikant um 75% verringerte im Vergleich zu den unbehandelten
Hautmodellen. Varani et al. beobachteten ebenfalls mit Hilfe von immunhistochemischen
Farbungen an Hautbiopsien eine Abnahme von Prokollagen Typ-1 und entdeckten, dass
der Anteil an degradiertem Kollagen in lichtgealterter Haut 3,6-fach héher war als in
lichtgeschitzten Hautbereichen des gleichen Spenders (Varani et al., 2001). Er isolierte
die Fibroblasten sowohl aus der lichtgealterten als auch aus der lichtgeschitzten Haut,
konnte jedoch keinen Unterschied mehr beziiglich der Kollagensynthese nachweisen. Dies
anderte sich, nachdem die isolierten Fibroblasten auf degradiertem Kollagen kultiviert
wurden. Dadurch fiel die Prokollagensyntheserate um 80% ab im Vergleich zu der
Syntheserate von Fibroblasten, welche auf einem intakten Kollagengel kultiviert wurden.
Die Ergebnisse machen deutlich, dass degradiertes Kollagen ursachlich fir eine
verminderte Kollagensynthese sein kann. Durch die Anwesenheit von degradierten
Kollagenfasern wird die Kommunikation zwischen Fibroblasten und der extrazellularen
Matrix beeintrachtigt, sodass die Kollagen-HomoOostase gestort wird. Der genaue
Mechanismus, wie degradiertes Kollagen die Funktionsfahigkeit von Fibroblasten
beeinflusst ist noch nicht bekannt, es wird jedoch vermutet, dass Veranderungen der
Zellform eine wichtige Rolle spielen. Die Interaktion von Fibroblasten mit Kollagen hangt
von der Primar-, Sekundar- und Tertiar-Struktur des Kollagens ab. Wenn die
dreidimensionale Struktur des Kollagens beispielsweise durch MMP’s zerstort wird, ist

das Kollagengel nicht mehr im Stande, den Kontraktionskrdften der Fibroblasten
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standzuhalten und fallt in sich zusammen. Dadurch verdndern die Fibroblasten ihre
langgezogene Zellform zu einer runden Zelle (Varani et al., 2001). Zahlreiche Studien
belegen jedoch, dass eine optimale Funktion der Fibroblasten von dem Erhalt der
langgezogenen Zellform abhangt und die Kollagensynthese durch morphologische
Veranderungen beeintrachtigt werden kann (Nakagawa et al., 1989; Lin & Grinnell, 1993).
Diese Beeintrachtigung der Kollagensynthese zeigte sich in der vorliegenden Arbeit, nach
der Isolation der RNA aus dem Hautmodell auf molekularbiologischer Ebene. Durch die
Behandlung der Fibroblasten mit Mitomycin-C im dreidimensionalen Hautmodell, fiel die
MRNA-Expression fiir Kollagen Typ-1 und Typ-3 um 80% im Vergleich zu den
unbehandelten Modellen. Es wird vermutet, dass die verminderte Kollagensynthese nicht
nur durch die verdanderte Zellform ausgelost wird, sondern auch aufgrund einer gestérten
Interaktion zwischen Fibroblasten und der EZM beruht (Varani et al., 2001). Fibroblasten
interagieren Uber verschiedene Integrine mit dem Kollagennetzwerk., sodass durch einen
speziellen Integrin-Gendefekt bei in vivo-Studien mit Mausen eine verringerte
Kollagensynthese nachgewiesen werden konnte (Gardner et al.,, 1999). Bei in vivo
gealterter Humanhaut konnte aulRerdem gezeigt werden, dass a2B1-Integrin erhoht war
(Fisher et al., 2009), was wiederum zu einer erhéhten Expression von c-Jun und MMP-1
fliihrte (Mechanismus s. Abbildung 4.2).

Neben der Induktion von MMP’s durch aktivierte Integrine (Fisher et al., 2009), ist eine
weitere wichtige Quelle die UV-Strahlung, der einige Bereiche der Haut dauerhaft
ausgesetzt sind. Brenneisen et al. zeigten, dass Fibroblasten auf die Bestrahlung mit UV-B
durch eine Reihe biochemischer Verdnderungen reagieren, die als UV-Antwort bezeichnet
werden (Brenneisen et al., 2002). Durch die UV-Strahlung werden im Wesentlichen zwei
verschiedene Signalwege eingeleitet. Auf der einen Seite entstehen im Zellkern
Pyrimidindimere als direkte Folge der UV-Strahlung. Es konnte ein UV-Dosis-abhdngiger
Anstieg an Pyrimidindimeren in Fibroblasten nachgewiesen werden, welcher (iber den
Weg der FRAP-Kinasen mit einer Zunahme an MMP-1 und MMP-3 mRNA korrelierte
(Brenneisen et al., 2002). Auf der anderen Seite bilden reaktive Sauerstoffspezies ein
zentrales Element der MMP-Regulation. Zusatzlich zur Bildung von ROS als Nebenprodukt
des Metabolismus, konnte ein Anstieg an H,0O; in Fibroblasten nach der Bestrahlung mit
UV-B gemessen werden (Brenneisen et al., 2002). Dieser Anstieg hatte zur Folge, dass der
Transkriptionsfaktor c-Jun aktiviert wurde und in Kombination mit c-Fos den AP-1
Komplex bildete. Da die Promotoren von MMP-1 und MMP-3 Bindestellen fiir AP-1
besitzen, konnte der aktive AP-1 Komplex daran binden und die Transkription von MMP-1
und MMP-3 initileren. In der Literatur ist beschrieben, dass durch die erhohte
Transkription von MMP’s, welches zu einem verstarkten Kollagenabbau fihrt, wiederum
der ROS-Gehalt in den Zellen steigt (Fisher et al., 2009). Dadurch verstdrken sich MMP’s
und ROS gegenseitig, sodass es zu einer positiven Riickkopplung kommt. Auerdem wird

diskutiert, dass ROS fiir die Aktivierung von MMP’s mit verantwortlich sind, da sie in der
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Lage sein konnten, die aktivitatshemmende Cystein-Zink-Verbindung zu zerstéren
(Amalinei et al., 2007). Die beschriebenen Ergebnisse machen deutlich, dass der Anstieg
an MMP’s nach der UV-Bestrahlung sowohl durch den induzierten DNA-Schaden, als auch
Uber die vermehrte Produktion an ROS erklart werden kann. Da Mitomycin-C sowohl die
DNA schadigt, als auch ROS induziert, konnte ebenfalls ein Anstieg der Konzentration an
MMP-1 in den Uberstinden der MMC-behandelten Hautmodelle im Vergleich zu den
unbehandelten Hautmodellen nachgewiesen werden. Neben der erhohten Konzentration
an MMP-1, wurde auBerdem die Aktivitit von MMP-1 signifikant gesteigert, was
moglicherweise durch die Zerstérung der Cystein-Zink-Wechselwirkung durch ROS
kommt. AuRerdem wird diskutiert, dass DNA-Schaden zu Aktivierung von MMP’s fiihren
(Kim et al., 2004). Kim et al. inkubierten Lungenfibroblasten mit Zigarettenrauchextrakt
(CSE), welcher Uber die Phosphorylierung des ERK-Signalweges zu einem Anstieg an
aktivem MMP-1 sowohl auf RNA, als auch auf Proteinebene fihrte. Durch eine Blockade
der Erk-Phosphorylierung konnte dieser Effekt signifikant verringert werden. Die
verminderte Kollagensynthese, welche mit Hilfe der PCR untersucht werden konnte und
der Anstieg an aktivem MMP-1 erklaren, warum in der AZAN-Farbung in den MMC-
behandelten Hautmodellen deutlich weniger Kollagen detektiert werden konnte, als in
den unbehandelten Hautmodellen. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass das
Hautalterungsmodell eines der wesentlichsten Charakteristika in vivo gealterter Haut
besitzt und somit fiir weitere Untersuchungen altersspezifischer Veranderungen geeignet
ist. AuBerdem konnte dadurch eine Grundlage fir die Entwicklung von Anti-Aging-
Strategien gelegt werden, welche als Ziel haben, den Kollagengehalt in gealterter Haut (in
vivo und im MMC-behandelten in vitro Hautalterungsmodell) zu steigern.

MAPK
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—_— —s ERK
p2l stimuliert

INK
p38

aktivieren

' LA L MMP3

AP;- Bindestelle Geninformation

Abbildung 4.2: Signalkaskade zur Induktion von MMP's durch UV-Strahlung In Folge von UV-Licht wird in
der Zelle p21 aktiviert, welches unterschiedliche Signalwege wie z.B. MAPK, ERK, JNK und p38 einleiten
kann. JNK und p38 aktivieren daraufhin den Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher in Kombination mit c-Fos
den aktivierten AP-1 Komplex bildet. AP-1 bindet daraufhin an die DNA-Bindestelle fiir AP-1 und initiiert die
Transkription von MMP-1 und MMP-3.



4.4 Anti-Aging

Kosmetika werden weltweit benutzt, um das dulBere Erscheinungsbild der Haut zu
verbessern. Dabei spielen Anti-Aging-MaBnahmen eine zentrale Rolle, da gerade in
westlichen Kulturkreisen sichtbare Falten als Zeichen des Alterwerdens nicht als
erstrebenswert angesehen werden. Aufgrund der Tatsache, dass zahlreiche Inhaltsstoffe
wie z.B. Vitamin-C, Vitamin-A-Derivate, Coenzym Q10 oder Hyaluronsdure einen Anti-
Aging-Effekt versprechen und die Bedeutung von , Anti-Aging” nicht klar definiert ist,
wurde in dieser Arbeit die Gruppe der Vitamin-A-Derivate heraus gegriffen, da deren
Wirksamkeit bereits in unterschiedlichen Studien belegt wurde (Fisher & Voorhees, 1998;
Griffiths, 2001; Quan et al., 2011), um zu Uberprifen, ob die MMC gealterten Fibroblasten
zuganglich fur Anti-Aging-Strategien sind.

Vitamin-A wird in Kosmetika in Form von zahlreichen Derivaten wie z.B. Retinol,
Retinylester oder Retinaldehyde verwendet. In der Haut werden diese Derivate durch
enzymatische Reaktionen zu Retinsdure umgewandelt, welches die aktive Form von
Vitamin-A darstellt. Diese aktive Form interagiert mit Kernrezeptoren, die wiederum mit
speziellen DNA-Sequenzen interagieren und dadurch die Expression unterschiedlicher
Proteine verdndern (Draelos, 2008). Einige dieser Verdnderungen betreffen die
Schichtdicke der Haut (Epidermis und Dermis) und bilden somit eine Basis fiir Anti-Aging-
MafRnahmen. Im Bereich der Epidermis kam es durch die Retinsaure-Behandlung zu einer
Steigerung der Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten. Aullerdem wurde
eine vermehrte Produktion der epidermalen Grundsubstanz (den Glukosaminoglykanen)
beobachtet, wodurch die Hautfeuchtigkeit gesteigert werden konnte (Farage et al., 2010).
Im dermalen Bereich wurde eine erhéhte Kollagenkonzentration nach der Behandlung
mit Retinsdure beobachtet. Es ist beschrieben, dass durch die Vorinkubation von
Fibroblasten mit Retinsdure die c-Jun-Proteinexpression nach UV-Bestrahlung um 70%
verringert wurde, im Vergleich zu bestrahlten Fibroblasten ohne Vorinkubation mit
Retinsaure (Fisher & Voorhees, 1998). Durch die verminderte Expression von c-Jun wurde
deutlich weniger aktives AP-1 gebildet, wodurch sowohl 50% weniger MMP-1-mRNA, als
auch 80% weniger MMP-1-Protein gebildet wurden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigten ebenfalls, dass durch die Vorinkubation der Fibroblasten mit Retinsdure,
die Konzentration und die Aktivitat an MMP-1 nach der Behandlung mit Mitomycin-C
signifikant verringert werden konnte, im Vergleich zu den MMC-behandelten Fibroblasten
ohne Vorinkubation mit Retinsdaure. Die MMC-behandelten Fibroblasten zeigten also in
Bezug auf mogliche Anti-Aging-Effekte durch Retinsdure, eine dhnliche Reaktion, wie sie
fir die in vivo Hautalterung beschrieben sind. Bei in vivo gealterter Haut wurde ein

erhohter Gehalt an CCN1 (Cysteinreiches Protein 61) nachgewiesen, wodurch die
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Kollagen-Homoostase gestort wurde, da die Synthese von Kollagen Typ-1 durch CCN1
gehemmt wird und die Produktion von MMP-1 angeregt wird (Quan et al., 2011). Durch
die Inkubation von Fibroblasten mit CCN1 in Zellkulturexperimenten konnte ebenfalls
eine verminderte Kollagensynthese und ein verstarkter Kollagenabbau beobachtet
werden. Dieses Ungleichgewicht der Kollagen-HomoOostase wurde durch Inkubation von
Fibroblasten im Monolayer und von in vitro Hautmodellen mit Retinsdure verbessert,
sodass die behandelten Fibroblasten und Hautmodelle weniger CCN1 bildeten und es
dadurch zu einem Anstieg an Kollagen Typ-1 kam und die Produktion von MMP-1 im

Vergleich zu unbehandelten Hautmodellen verringert wurde (Quan et al., 2011).



5 Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung von
Fibroblasten mit Mitomycin-C (MMC) wesentliche Merkmale replikativer Seneszenz
induziert werden konnten. Dadurch stellt die Behandlung mit MMC eine Mdoglichkeit dar,
um den Alterungsprozess im Zeitraffer zu untersuchen. Generell gibt es noch einige
Fragen bezuglich weiterer Gemeinsamkeiten zwischen der MMC-induzierten Seneszenz
(DIAS) und der replikativen Seneszenz (RS), welche in Zukunft noch genauer untersucht
werden sollten. Es waére interessant, ob eine erhohte Proteinoxidation in beiden
seneszenten Zellen nachgewiesen werden kann und wie der Status der pro-und
antioxidativen Enzyme ist. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob in Folge der p53-
Aktivierung auch p21 aktiviert wird, sodass es zu unterschiedlichen Cyclinexpressionen
kommt, welche zu einem G1- oder G2-Arrest fiihren (s. Abbildung 1.3).

Durch die Behandlung der Hautmodelle mit Mitomycin-C ist es erstmalig gelungen, ein
stabiles Hautalterungsmodell zu entwickeln, welches viele gemeinsame Merkmale mit in
vivo gealterter Haut besitzt. Die weitere Charakterisierung dieses in vitro
Hautalterungsmodells sollte unter anderem die Barrierefunktion tberpriifen, da diese bei
in vivo gealterter Haut verringert ist (Elias & Ghadially, 2002). Mdglich ware z.B. ein
Penetrationstest mit dem Farbstoff Lucifer Yellow, oder die Untersuchung der
Zellverbindungen (tight junctions). Durch die Entwicklung eines dreidimensionalen in vitro
Hautalterungsmodells wurde die Grundlage flir weitere altersspezifische Untersuchungen
gelegt. Fiir die Kosmetikindustrie besteht nun die Moglichkeit, die Hautreaktion auf
diverse Substanzen, sowohl in junger Haut, als auch in alter Haut in vitro zu testen.
Dadurch wird das Spektrum flr das Substanzscreening um einen wichtigen Faktor
erweitert, sodass in Zukunft nicht nur in vivo Studien an freiwilligen Probanden
durchgefihrt werden kénnen, sondern zusatzlich zu den Zellkulturexperimenten, auch ein
dreidimensionales Hautalterungsmodell fur in vitro Studien zur Verfliigung steht. Dadurch
ist es moglich, gezielte Formulierungen zu entwickeln, die speziell auf die Bedirfnisse
reifer Haut abgestimmt sind. Des Weiteren koénnen durch Modifizierungen des
Hautalterungsmodells altersbedingte Krankheiten wie z.B. Krebs genauer untersucht und
die zugrundeliegenden Mechanismen noch besser zu verstanden werden. Es ware
beispielsweise moglich, sowohl ein junges, als auch ein altes Hautmodell mit
Hautkrebszellen zu entwickeln. Dabei ware es unter anderem interessant, die Invasion
der Krebszellen im Hautalterungsmodell detailliert zu untersuchen und somit besser zu
verstehen. Eine mogliche Ursache kdnnte in einem veranderten sekretorischen Phanotyp
liegen, sodass die Analyse der sezernierten Stoffe interessant ware, um nur ein Beispiel zu

nennen.



6 Zusammenfassung

Dreidimensionale Ganzhautmodelle, bestehend aus einer Matrix mit nativen Fibroblasten
und Keratinozyten bieten in vitro eine Alternative zu Tierversuchen und
Probandenstudien. In  vitro Hautmodelle kommen unter anderem in
Metabolisierungsstudien, Toxizitatsprifungen, Wundheilungsversuchen und in der
kosmetischen Forschung zum Einsatz. Aufgrund der Tatsache, dass die Hautalterung ein
komplexer Prozess ist, der von intrinsischen und extrinsischen Faktoren begleitet wird,
kénnen die molekularen und biochemischen Mechanismen, welche zu einem veranderten
Erscheinungsbild und funktionellen Verdanderungen fihren, bisher nicht endgiltig
verstanden werden. Durch die Entwicklung eines Hautalterungsmodells kdnnen die
molekularen Mechanismen, die zu alterstypischen Hauterkrankungen oder Krebs fiihren,
besser untersucht und gezielt therapiert werden. Des Weiteren ist die gezielte
Entwicklung von kosmetischen Formulierungen moglich, welche speziell auf die
Bedirfnisse der gealterten Haut eingehen. Bisherige Hautmodelle werden aus jungen,
mitotischen Fibroblasten hergestellt. Da gealterte Fibroblasten sich jedoch wesentlich in
ihrer Stoffwechselaktivitait und Zellantwort von jungen, mitotischen Fibroblasten
unterscheiden, ist es sinnvoll, ein dreidimensionales Hautalterungsmodell mit gealterten
Fibroblasten aufzubauen. Die Alterung von Fibroblasten in vitro wurde erstmals 1961 von
Hayflick & Moorhead als replikative Seneszenz beschrieben und wird seitdem als Modell
der zelluldren Alterung genutzt. Die Untersuchung altersbedingter biochemischer,
molekularbiologischer und zelluldrer Verdanderungen an isolierten Hautzellen hat
wesentlich dazu beigetragen, grundlegende Aspekte der Hautalterung in vivo besser zu
verstehen. Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass durch die Behandlung mit
Mitomycin-C (MMC), die zu einer MMC-induzierten, beschleunigten und dauerhaften
Seneszenz (DIAS) fuhrt, sowohl im Monolayer als auch im dreidimensionalen Hautmodell
wesentliche Merkmale replikativer Seneszenz wie ein dauerhafter Zellzyklusarrest, die
VergrofRerung der Zellmorphologie, eine erhohte SA-B-Galaktosidase-Aktivitat, der
Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies, sowie eine Aktivitatssteigerung von p53 und
MMP-1 induziert werden konnten. Dadurch stellt die Behandlung mit Mitomycin-C eine
Moglichkeit dar, um den Alterungsprozess im Zeitraffer zu untersuchen. Durch die
Behandlung der Hautmodelle mit Mitomycin-C ist es erstmalig gelungen, ein stabiles
Hautalterungsmodell zu entwickeln, welches viele gemeinsame Merkmale mit in vivo
gealterter Haut besitzt wie z.B. eine Verringerung der dermalen Matrixproteine Elastin
und Kollagen, sowie eine verdanderte epidermale Differenzierung. Das Hautmodell bietet
sowohl fir die Kosmetikindustrie, als auch fir die medizinische Forschung eine gute

Grundlage, um altersbedingte Veranderungen in vivo nah zu untersuchen.



7 Summary

Aging is a very complex process, controlled by intrinsic as well as extrinsic factors, which
makes it difficult to fully understand the underlying molecular and biochemical
mechanisms that lead to changes in appearance as well as functionality of the skin.
Development of models for skin-aging can help to understand those molecular
mechanisms that lead to aging related skin-diseases as well as cancer, and may eventually
lead to specific therapies. Furthermore, it is possible to develop cosmetic formulations for
the specific needs of aged skin.

Three dimensional skin models, composed of a matrix with native fibroblasts and
keratinocytes, provide a good in vitro alternative to animal experiments and patient
studies. Such in vitro models are currently already in use for metabolic studies, toxicity
test, wound-healing studies and cosmetic research. So far, skin models were made of
young, mitotic fibroblasts. However, since aged fibroblasts differ immensely from young
fibroblasts in terms of metabolic function and cell response, it would make more sense to
develop a three-dimensional skin aging model with aged fibroblasts. The in vitro aging
process of fibroblasts was first described in 1961 by Hayflick & Moorhead as replicative
senescence and is since used as a model of cellular aging. The research on aging related
biochemical, molecular and cellular changes on isolated skin cells has played an important

role in understanding the basic principles of skin aging in vivo.

The result of this doctoral thesis indicates that the treatment with Mitomycin-C (MMC) in
monolayer experiments, as well as in a three-dimensional skin model, leads to a drug-
induced accelerated senescence (DIAS). These DIAS-Fibroblasts share common features
with replicative senescence, such as constant cell cycle arrest, enlargement of the cell
morphology, an increased SA-B-galactosidase activity, increased production of reactive
oxygen species, as well as increased activity of p53 and MMP-1. Hence, the treatment
with MMC provides a possibility to analyse the aging process in time-laps.

For the first time a stable three-dimensional skin aging model has now been developed,
based on the treatment with MMC, showing comparable characteristics of in vivo
conditions, such as reduction of the dermal matrix proteins elastin and collagen, as well
as different epidermal differentiation. This model provides a great tool for the cosmetic
industry as well as for medical research to study aging related changes more closely to
the in vivo situation.
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