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Vorzeitige Alterungsprozesse durch Umwelteinflisse:
Molekulare Untersuchungen am Modellorgan Haut

Einleitung

In der modernen umweltmedizinischen Forschung gewinnt die molekulare Alternsfor-
schung stetig an Bedeutung. Zwei Fragen, die beide von grofiem wissenschaftlichem wit
auch gesundheitspolitischem Interesse sind, stehen hierbei zurzeit im Vordergrund:

1. Durch welche molekularen Mechanismen sind Umweltnoxen in der Lage, im mensch-
lichen Gewebe einen vorzeitigen Alterungsprozess auszulésen?

2. Zeichnen sich altere Menschen (jenseits des 65. Lebensjahres) durch eine besonde
Empfindlichkeit gegeniber Umweltnoxen aus?

An der Heinrich-Heine-Universitat werden diese beiden Fragen seit Anfang 2002 sys-
tematisch von Wissenschaftlern des Arbeitsbereichs ,Molekulare Alternsforschung“ des
Instituts fur Umweltmedizinische Forschung an der Heinrich-Heine-Universitat Dissel-
dorf gGmbH (IUF) bearbeitet. Ein Grof3teil dieser Untersuchungen wurde am Modellor-
gan Haut durchgefiihrt, da die Haut zum einen ein primares Zielorgan fir eine Vielzahl
von Umweltnoxen ist und es zum anderen vergleichsweise einfach ist, hier inetién-
auchin-vivo-Untersuchungen mit gezielter Exposition und anschlieR3ender Probeentnahme
durchzufiihren. Im Folgenden wird ein Uberblick tiber die wichtigsten Erkenntnisse gege-
ben, die zu unserem heutigen Verstandnis der molekularen Grundlagen der durch Um
weltnoxen hervorgerufenen Hautalterung beitragen. Wichtig ist hierbei, dass neben dei
ultravioletten Strahlung auch andere Umwelteinfllisse eine wesentliche Rolle fur den vor-
zeitigen Alterungsprozess der menschlichen Haut spielen. Hierzu gehoren neben dem Te
bakrauch auch nach neuesten Erkenntnissen die Infrarotstrahlung sowie Ozon und ande
Umweltnoxen.

Pathomechanismen der Lichtalterung

Die ultraviolette Strahlung ist die wichtigste exogene Noxe, durch die es zu einer vorzeiti-

gen Alterung der menschlichen Haut kommt. Neben dem natlrlichen Sonnenlicht spielt
hier in zunehmendem Mal3e die Bestrahlung der menschlichen Haut mit kiinstlicher UV-
Strahlung eine immer grof3er werdende Rolle. So ist davon auszugehen, dass der ungebr
chene Trend zum Besuch von Sonnenstudios nicht nur zu einer stdndigen Erh6hung de
Hautkrebsrate, sondern auch zu einer deutlichen Zunahme der vorzeitigen Haualterung be
einem immer gro3er werdenden Teil der Bevolkerung fihren wird. Diese Entwicklung ist

insofern paradox, als der Besuch von Sonnenstudios kosmetisch motiviert ist, oder an:
ders ausgedrtickt: Der Solariumbesucher erkauft sich die kurzfristig erzielbare, reversible
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und kosmetisch erwiinschte Hautbrdunung mit einer langfristig eintretenden, kosmetisch
unerwinschten und nur schwer umkehrbaren vorzeitigen Hautalterung.

Es besteht heute kein Zweifel mehr, dass sowohl die kurzwelligere UVB-Strahlung im
Wellenlangenbereich von 290 bis 315 nm als auch die langwelligere UVA-Strahlung im
Wellenlangenbereich von 315 bis 400 nm wesentlich an der Pathogenese der Lichtalte-
rung beteiligt sind. Die pathogenetischen Untersuchungen der letzten Jahre haben eindeu-
tig gezeigt, dass sich die flur das klinische Bild der lichtinduzierten Hautalterung verant-
wortlichen strukturellen Veranderungen in der Haut vor allem in der Dermis finden. Da
die langwelligere UVA-Strahlung auf Grund strahlenphysikalischer Gesetzmaliigkeiten in
der Lage ist, im Gegensatz zur UVB-Strahlung in einem signifikanten Dosisbereich in
die Dermis einzudringen und dort direkte Effekte hervorzurufen, ist es sogar vorstellbar,
dass UVA-induzierte molekulare Veranderungen fir die Pathogenese der Lichtalterung
von groRRerer Bedeutung sind als UVB-induzierte biologische Wirkungen. In diesem Zu-
sammenhang sei daher noch einmal ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die zurzeit von
den Solarienbetreibern in ihren Sonnenstudios verwendeten Gerate uUberwiegend, wenn
nicht sogar ausschlief3lich, im UVA-Bereich emittieren und somit hinsichtlich der UV-
induzierten Hautalterung als besonders problematisch anzusehen sind.

Kollagen, Matrixmetalloproteinasen und Elastin

Die lichtgealterte Haut ist insbesondere durch Verdnderungen auf Ebene der Dermis cha-
rakterisiert. So wird die Elastizitat und Festigkeit der menschlichen Haut wesentlich durch
die beiden Hauptbestandteile der dermalen extrazellularen Matrix, namlich Kollagen und
Elastin, bestimmt. Fur die lichtgealterte Haut sind bestimmte Veranderungen der derma-
len extrazellularen Matrix hoch charakteristisch. So findet sich eine Elastose, die Ubli-
cherweise im Grenzbereich zwischen papillarer und dermaler Dermis beginnt und nicht
in intrinsisch gealterter Haut beobachtet wird. Typisch ist auch, das reife Kollagenfasern
vermindert sind und sich stattdessen basophiles Kollagen findet (basophile Degeneration).
Weitere fir die lichtgealterte Haut typische Befunde sind eine starke Zunahme der Ab-
lagerungen von fragmentierten elastischen Fasern sowie dermaler extrazellularer Matrix-
proteine, wie Elastin, Glycosaminoglykane und interstitiellem Kollagen. Es wird heute
allgemein davon ausgegangen, dass diese UV-induzierten Veranderungen der dermalen
extrazellularen Matrix wesentlich fur die Ausbildung des klinischen Bildes der lichtgeal-
terten Haut, insbesondere ihren Elastizitatsverlust und die Entstehung von Falten, sind.

Die extrazellulare Matrix der menschlichen Dermis besteht zu 85 bis 90 Prozent aus
Kollagen-1, das ausschlie3lich von dermalen Fibroblasten gebildet wird. Immunhistoche-
mische Untersuchungen haben in den letzten Jahren géziags lichtgealterte Haut im
Vergleich zu lichtgeschiitzten Hautarealen desselben Individuums signifikant reduzierte
Mengen an Pro-Kollagen-1 in Fibroblasten sowie an extrazellularer Matrix in der papil-
laren Dermis aufweist. Interessanterweise korreliert diese Reduktion negativ mit dem zu-
nehmenden Schweregrad des chronischen Lichtschadens. Neben dem Kollagen-1 sind aber
auch andere Kollagen-Peptide in der chronisch lichtgealterten Haut reduziert. Zu nennen
sind hier besonders die Kollagen-3 Pro-Peptide. Neuere Untersuchungen weisen darauf
hin, dass auch das Kollagen-7 betrofferfist.

1 vgl. Fisheret al.(1997).
2 Vgl. Fisheret al.(1997).
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Es stellt sich nunmehr die Frage, durch welche molekulare Mechanismen UV-Strahlung
in der Lage ist, diese Veranderungen auf Ebene der extrazellularen Matrix hervorzurufen.
Grundsatzlich ist vorstellbar, dass UV-Strahlung eine hemmende Wirkung auf die Syn-
these von Kollagenfasern austibt und/oder zu ihrem beschleunigten Abbau beitragt. De
momentane Stand der Forschung weist darauf hin, dass beide Mechanismen relevant se
konnten. So wurde gezeigtjass eine UVB-Bestrahlung zu einer voriibergehenden Sto-
rung der Pro-Kollagen-1 Synthese in menschlichen dermalen Fibroblasten fiihrt. Zudem
konnte sowohl fir UVB- als auch fur UVA-Strahlung nachgewiesen werden, dass es zur
Induktion von Matrixmetalloproteinasen kommt, d. h. von Enzymen, die in der Lage sind,
Kollagenfasern proteolytisch abzubauen. Diese Induktion konnte saweftko in kul-
tivierten humanen dermalen Fibroblasten als anchivo in der UV-bestrahlten mensch-
lichen Haut beobachtet werden. Diese Befunde korrelieren mit der Beobachtung, dass sic
in der lichtgealterten menschlichen Haut erhéhte Spiegel der Matrixmetalloproteinase-1
(Collagenase-1) und der Matrixmetalloproteinase-2 (72 Kilo Dalton Gelatinase) nachwei-
sen lassen. Die der UV-induzierten Expression der Matrixmetalloproteinase-1 zu Grunde
liegenden molekularen Mechanismen wurden in den letzten Jahren im Detail charak-
terisiert. So fuhrt UVB-Bestrahlung durch eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors
AP-1, die wiederum Folge der Aktivierung so genannter MAP-Kinasen, namlich der
MAP-Kinasen JNK und p38, ist, zu einer verstarkten Transkription und schliel3lich zur
Proteinsynthese der Matrixmetalloproteinase-1. Wahrend dieser UVB-induzierte Signal-
weg vor allem fir die epidermalen Keratinozyten von Bedeutung ist, ist UVA-Strahlung
in der Lage, sowohl direkt in dermalen humanen Fibroblasten als auch indirekt, ndm-
lich durch parakrine Mechanismen in epidermalen Keratinozyten in der Haut, die MMP-1
Expression zu induzieren. Die direkte Aktivierung wird ganz wesentlich durch die Gene-
ration von reaktiven Sauerstoffspezies, insbesondere durch die Entstehung von Singuleti
Sauerstoff, vermittelt.

Ein weiteres histologisches Charakteristikum einer lichtgealterten Haut ist die weit-
gehende Zerstérung oder signifikante Veranderung des elastischen Fasernetzwerkes. ¢
findet sich normalerweise in der Haut von Kindern und jungen Menschen ein Netzwerk
aus elastischen Fasern, das sich kontinuierlich von der dermo-epidermalen Junktionszon
bis in die tiefe Dermis erstreckt und aus dicken, elastinreichen Fasern in der retikuléren
Dermis, einem Netzwerk aus feinen Fasern mit einem reduzierten Elastingehalt in den un:
teren Anteilen der papillaren Dermis und einem kandelaberéhnlichen Geflecht aus feinen
mikrofibrilaren Biindeln, die kein Elastin enthalten, in der oberen papillaren Dermis be-
steht. Es konnte gezeigt werdédass Fibrillin-1, das ein wesentlicher Bestandteil dieser
mikrofibrilaren Blindel ist und das Uberwiegend von epidermalen Keratinozyten gebildet
wird, in lichtgealterter Haut vermindert exprimiert wird und dass eine akute UV-Bestrah-
lung von zuvor lichtgeschitzter Haut zu einer voriibergehenden Reduktion von Fibrilin-1
fahrt. Diese kdnnte Folge einer verstarkten Expression von Matrixmetalloproteinasen sein.
Dartber hinaus ist eine chronisch lichtgealterte Haut vor allen Dingen durch signifikante
Ablagerungen von trunkiertem elastotischem Material charakterisiert. Es wird heute allge-
mein davon ausgegangen, dass diese Elastose eine Folge direkter biologischer Wirkunge
der UV-Strahlung auf die Synthese der elastischen Fasern ist. So fihren beispielsweise re

3 Vgl. Berneburget al. (2000).
4 Vgl. Berneburget al. (2000).
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aktive Sauerstoffspezies, die wesentliche Mediatoren der biologischen Wirkung von UV-
Strahlung sind, zu einer verstarkten Tropo-Elastin-Synthese in Fibroblasten und tragen
somit vermutlich wesentlich zur solaren Elastosebildung bei.

Die Rolle von Gefallveranderungen bei der Lichtalterung

Die Neubildung von GefalRen (Neo-Angiogenese) ist fur die Pathogenese einer Vielzahl
von Hauterkrankungen von fundamentaler Bedeutung. Aber auch die lichtgealterte Haut
weist Gefaldveranderungen auf, die sich in dieser Form bei der intrinsisch gealterten Haut
nicht finden. So kommt es insbesondere zu einer — zum Teil sehr stark ausgepragten —
Erweiterung und Verdrehung der Gefalie; insgesamt ist das horizontale Gefal3muster stark
gestort. UV-Strahlung ist zudem in der Lage, die dermale Vaskularisierung zu verstarken.
In diesem Zusammenhang ist von grof3em Interesse, dass die Gefal3neubildung durch eine
Reihe von Wachstumsfaktoren und Inhibitoren der Angiogenese kontrolliert wird. Einige
dieser Wachstumsfaktoren, wie z. B. bFGF, TGlind PDGF, haben dartber hinausge-
hende Funktionen, wahrend Wachstumsfaktoren, die zur Familie der vaskularen endothe-
lialen Wachstumsfaktoren (VEGF) und der Angiopoietine gehoren, spezifisch angioge-
netisch wirken. Neben diesen, die Gefal3neubildung und das Gefaldwachstum férdernden
Molekulen konnten in den letzten Jahren jedoch auch natlrlich vorkommende Hemm-
stoffe der Angiogenese identifiziert werden. Hierzu gehoren die Thrombospondine, eine
Familie von matrixzellularen Glyko-Proteinen. Thrombospondine lagern sich entlang der
Basalmembran ab und bilden dort eine Anti-Angiogenese-Barriere, die es verhindert, dass
sich Gefal3e in der Epidermis bilden kénnen.

Untersuchungen mit transgenen Mausmodellen haben nun erstmals §etzsgtneo-
angiogenetische Prozesse auch von kausaler Bedeutung fur die Pathogenese der Lichtalte-
rung sind. So kommt es in transgenen Mausen, die Thrombospondin-1 tGberexprimieren,
nicht zu dem normalerweise nach einer UV-Bestrahlung zu beobachtenden Anstieg in der
dermalen Vaskularisierung. Von besonderem Interesse ist nunmehr, dass diese Hemmung
der UV-induzierten Vaskularisierung einhergeht mit einer deutlichen Reduktion der durch
UV-Strahlung hervorgerufenen Lichtalterung, insbesondere der Faltenbildung in diesem
Mausmodell. Diese Befunde deuten erstmals darauf hin, dass die dermale Vaskularisie-
rung entscheidend mitbeteiligt ist an UV-induzierten Hautveranderungen, insbesondere an
der UV-induzierten Hautalterung. Naturlich ist diese Beobachtung auch von unmittelbarer
Klinischer Relevanz, denn sie weist darauf hin, dass die Hemmung der Angiogenese ein
maoglicher Ansatzpunkt ist, um einer Lichtalterung der menschlichen Haut vorzubeugen.

Lichtalterung als chronischer Entziindungsprozess

Die intrinsisch gealterte menschliche Haut weist eine verminderte Zellzahl auf. So ist bei-
spielsweise die Zahl der dermalen Fibroblasten sowie die der sich in der Dermis befind-
lichen Mastzellen gegeniber einer jungen Haut reduziert. Im Gegensatz dazu ist die licht-
gealterte Haut durch eine zahlenmallige Zunahme der dermalen Fibroblasten, die zudem
hyperplastisch sind, sowie durch eine Zunahme der Zahl von Mastzellen, aber auch von
Histiozyten und anderen mononuklearen Zellen, charakterisiert. Diese Beobachtungen

5 Siehe auch weiter unten den Teil: ,Die Bedeutung mitochondrialer DNS-Mutationen fiir die Lichtalterung®.
6 Vgl. Yanoet al.(2002).
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weisen darauf hin, dass die lichtgealterte Haut chronisch entztindet ist. Daher wurde diese
Zustand der Haut auch als Heliodermatitis oder Dermatoheliosis bezeichnet.

Die exakte pathogenetische Bedeutung des zuvor beschriebenen entzindlichen Infil
trates in der Dermis der lichtgealterten Haut ist zurzeit nicht bekannt. Eine maogliche
Erklarung kénnte sein, dass losliche Mediatoren, die von diesen Zellen freigesetzt wer-
den, die Produktion von Matrixmolekilen bzw. die Aktivitat von Matrix degradierenden
Enzymen, wie z. B. Matrixmetalloproteinasen, beeinflussen. Zellulare Quellen fir diese
Entzindungsmediatoren sind zum einen residente Hautzellen, wie Keratinozyten, Fibro-
blasten, Endothelzellen und vor allem Mastzellen, und zum anderen Haut infiltrierende
Zellen, wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und T-Lympho-
zyten. Insbesondere fur Mastzellen wurde bereits Ende der 1980er Jahre eine pathogen
tische Bedeutung fur die Lichtalterung der menschlichen Haut vermutet. So lassen sicl
Mastzellen in deutlich erhdhter Anzahl in lichtgeschadigter Haut im Vergleich zu licht-
geschutzter Haut nachweisen. Mastzellen sind in der Lage, eine Reihe von Mediatoren
wie z.B. TNF«, TGF-8 und Prostaglandin, zu bilden, die wiederum in der Lage sind,
direkt oder indirekt die Produktion von extrazellularer Matrix und ihre Degradation zu
beeinflussen. Neuere Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass das T-lymphozytére |
filtrat in der lichtgealterten Haut vor allem aus CD-4-positiven T-Zellen besteht. Es ist
zurzeit noch nicht bekannt, ob es sich hierbei um Zellen handelt, die entziindliche bzw.
immunologische Reaktionen verstarken, oder aber um so genannte regulatorische T-Zel
len, die eher antientztindlich bzw. immunsuppressiv wirken wirden. Aber nicht nur die T-
Lymphozyten, sondern auch die Antigen prasentierenden Zellen sind in der lichtgealterter
Haut zumindest zahlenmalig verandert. So haben neuere ultrastrukturelle Untersuchunge
gezeigt, dass sich in der lichtgealterten Haut in der Epidermis ein Infiltrat aus so genann-
ten indeterminierten Zellen, d. h. Zellen, die sowohl Makrophagen als auch dendritischen
Zellen ahneln, findet und dass die Ausbildung dieses Infiltrates einhergeht mit einer Ab-
nahme der Anzahl epidermaler Langerhanszellen. Die pathogenetische Bedeutung diest
Veranderungen ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.

Proteinoxidation und Lichtalterung

Die Alterung von Zellen ist u. a. dadurch charakterisiert, dass es zu einer Anhaufung von
Proteinen kommt, die durch Oxidation verandert wurden. Es wurde zudem die Hypothese
aufgestellt, dass diese Veranderungen von pathogenetischer Bedeutung fir den Alterung
prozess selbst sirfdEine Reihe neuerer Untersuchungen ist daher der Frage nachgegan-
gen, inwieweit oxidierte Proteine auch vermehrt in der lichtgealterten menschlichen Haut
nachgewiesen werden konnen. Die bislang vorliegenden Untersuchungen weisen darat
hin, dass sich, ahnlich wie fur andere Gewebe beschrieben, auch in humanen dermale
Fibroblasten mit zunehmendem Alter ein signifikanter Anstieg der Menge an oxidierten
Proteinen findet.

Neuere Untersuchungen an Hautbiopsien haben diesen Befund bestatigt und gezeig
dass sich eine altersabhangige Zunahme des Proteinkarbonylgehaltes in der Epiderm
nachweisen lasst. Oxidierte Proteine sind allgemein betrachtet weniger aktiv und wenigei

7 Vgl. Berneburget al. (2000).
8 Vgl. Levine und Stadtmann (2001).
9 Vgl. Merkeret al. (demnéchst).
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stabil. Die Beobachtung, dass es mit zunehmendem Alter zu einer Anhaufung von oxidier-
ten Proteinen in Hautzellen zu kommen scheint, wirft die Frage auf, welche Mechanismen
hierzu fihren. Grundsatzlich kann davon ausgegangen werden, dass oxidativer Stress die
wesentliche Ursache flr eine vermehrte Proteinoxidation ist. Da UV-Strahlung die phy-
siologisch relevanteste Quelle flr oxidativen Stress in der menschlichen Haut ist, liegt ein
Kausalzusammenhang mit einer chronischen UV-Exposition nahe. So war es in der Tat
kiurzlich erstmals moglich zu zeigen, dass die Lichtalterung mit einer vermehrten Prote-
inoxidation in der menschlichen Haurt vivo assoziiert ist. Aktuelle Forschungsarbeiten

des IUF beschéftigen sich zurzeit intensiv mit der Aufklarung der Proteinoxidation und
mit den in menschlichen Hautfibroblasten zugrunde liegenden biochemischen Mechanis-
men sowie den sich hieraus ergebenen funktionellen Konsequenzen. Unter Verwendung
einesin-vitro- Seneszenzmodells der Hautfibroblasten konnte erstmals gezeigt werden,
dass sowohl wahrend der proliferativen Seneszenz als auch wahrend der Seneszenz von
Zellen, die sich nicht teilen, der Proteinumsatz sowie die Aktivitat des proteasomalen Sys-
tems in diesen Zellen vermindert wird. Diese funktionellen Veranderungen gehen einher
mit einer deutlichen Zunahme des Gehalts dieser Zellen an oxidierten Proteinen und einer
Akkumulation von Lipofuscin-dhnlichem Material. Inwieweit es sich hierbei jedoch um

ein Epiph&nomen handelt oder aber ein Kausalzusammenhang besteht, muss durch zu-
kinftige Studien geklart werden. Interessant sind in diesem Zusammenhang auch neuere
Beobachtungen, dass die Zunahme des Gehalts an oxidativ veranderten Proteinen nicht
nur auf der UV-induzierten Generation dieser Proteine beruhen kénnte, sondern dass UV-
Strahlung auch in der Lage zu sein scheint, das die Proteine degradierende System, das so
genannte Proteasom, funktionell zu beeinflussen. So wurde kurzlich erstmals beobachtet,
dass die Aktivitat der Proteasom-Peptidasen in menschlichen Keratinozyten sowohl durch
eine UVA- als auch durch eine UVB-Bestrahlung reduziert werden kann.

Die Bedeutung mitochondrialer DNS-Mutationen fir die Lichtalterung

In unabhangigen Untersuchungen von drei Arbeitsgruppen einschliel3lich des IUF konnte
ubereinstimmend gezeigt werd€ndass bei ein und demselben Individuum in chronisch
lichtgealterter Haut im Vergleich zu sonnengeschutzter Haut deutlich (bis zu zehnfach)
erhohte Mengen an mitochondrialen DNS-Mutationen nachweisbar sind. Der Hintergrund
dieser Untersuchungen ist die so genannte mitochondriale Theorie des Alterns. Mitochon-
drien sind Zellorganellen, deren Hauptaufgabe darin besteht, die menschliche Zelle mit
Energie zu versorgen. Der hierbei zu Grunde liegende Prozess wird als oxidative Phos-
phorylierung bezeichnet. An der oxidativen Phosphorylierung sind insgesamt finf Pro-
teinkomplexe beteiligt, die im Bereich der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert
sind und dort einen elektrochemischen Protonengradienten aufbauen, in dessen letztem
Schritt aus ADP und Organo-Phospat ATP hergestellt wird. Dieser Vorgang ist nicht voll-
kommen irrtumstrei, d. h., es kommt permanent zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspe-
zies. In der Tat sind die Mitochondrien der Ort einer menschlichen Zelle mit der hdchsten
Produktionsrate an reaktiven Sauerstoffspezies. Dies bleibt nicht ohne biologische Kon-
sequenzen, denn in unmittelbarer Nachbarschaft zur inneren mitochondrialen Membran
liegt das den Mitochondrien eigene genetische Material, die so genannte mitochondriale

10v/gl. Merkeret al. (demn&chst).
vgl. Berneburget al. (1997).
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DNS. Die menschliche mitochondriale DNS ist ein 16.559 Basenpaare langes, kreisfor-
miges und doppelstrangiges Molekil, das in vier bis zehn Kopien pro Zelle vorliegt. Die
gesamte Information, die in diesem DNS-Molekul kodiert, wird fur die Synthese von Pro-
teinen verwendet, die wiederum an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind. Dies
hat zur Folge, dass es durch das Auftreten von mitochondrialen DNS-Mutationen zu einet
Stérung der oxidativen Phosphorylierung kommt, wodurch vermehrt reaktive Sauerstoff-
spezies gebildet werden, die wiederum zu einer vermehrten Bildung von mitochondrialen
DNS-Mutationen fihren. Dieséirculus vitiosusspielt vermutlich nicht nur fir das Auf-
treten einer Reihe sehr seltener degenerativer Erkrankungen, sondern auch fir den no
malen Alterungsprozess menschlicher Gewebe eine wichtige Rolle. Diese hypothetische
Annahme basiert auf folgenden Beobachtungen:

1. mitochondriale DNS-Mutationen lassen sich nicht nur im Rahmen degenerativer Er-
krankungen, sondern auch in normalem, gesundem menschlichen Gewebe nachwe
sen;

2. im normalen, gesunden Gewebe steigt der Gehalt an mitochondrialen DNS-Mutatio-
nen mit zunehmendem Gewebealter an;

3. diese Zunahme des Gehalts an mitochondrialen DNS-Mutationen geht einher mit einet
eingeschrankten Fahigkeit der Gewebe, Sauerstoff zu verbrauchen;

4. dies wiederum korreliert mit einer verminderten Fahigkeit der betroffenen Gewebe,
mittels oxidativer Phosphorylierung Energie zu erzeugen.

Zusammengenommen weisen diese vier Beobachtungen darauf hin, dass ein Kausalzi
sammenhang bestehen kénnte zwischen dem Entstehen mitochondrialer DNS-Mutatione
und dem fortschreitenden Alterungsprozess menschlicher Gewebe.

Die zuvor erwahnte Beobachtung, dass mitochondriale DNS-Mutationen im intrain-
dividuellen Vergleich in lichtgealterter Haut in deutlich erhéhtem Ausmal3 nachweisbar
sind, weist zudem darauf hin, dass sie flr den Lichtalterungsprozess der menschlichel
Haut von Bedeutung sein konnten. In der Tat haben weiterfiihrende Untersuchungen zwi-
schenzeitlich zeigen kénnen, dass keine Korrelation mit der intrinsischen Hautalterung
zu bestehen scheint. Neueste Untersuchungen haben zudem erstmals belegt, dass nit
nur eine Assoziation zwischen dem Auftreten von mitochondrialen DNS-Mutationen und
den klinischen Zeichen der chronischen Lichtschadigung besteht, sondern dass vielmet
UV-Strahlung kausal an der Entstehung mitochondrialer DNS-Mutationen beteiligt ist.
Dies konnte sowohh vitro als auchn vivo gezeigt werdenin vitro war es uns maglich,
durch eine repetitive, mehrmals durchgefiihrte UVA-Bestrahlung in priméaren humanen
dermalen Fibroblasten zeit- und dosisabhéngig mitochondriale DNS-Mutationen zu indu-
zieren'? Das Auftreten dieser mitochondrialen DNS-Mutationen war von funktioneller
Relevanz, denn es kam zu einer Beeintrachtigung einer Reihe von mitochondrialen Funk:
tionen und interessanterweise auch zu einer verstarkten Expression von Genen, die a
der Pathogenese der Lichtalterung beteiligt sind, wie z. B. von Matrixmetalloproteinasen.
Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass das Entstehen mitochondrialer DNS-Mutationen
die molekulare Grundlage der UV-induzierten Lichtalterung darstellen konnte. Kirzlich
konnten wir zeigen, dass ahnliche Veranderungen auglvo induziert werden kénnen.

12y/gl. Berneburget al. (1999).
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So war es mdglich, in zuvor nicht UV-exponierter Haut bei gesunden Freiwilligen durch
eine mehrfach taglich durchgefiihrte repetitive Bestrahlung tber eine und zwei Wochen
eine deutliche Zunahme des Gehalts an mitochondrialen DNS-Mutationen zu induzieren.
Diese Zunahme lieR sich in der Dermis, nicht jedoch in der Epidermis beobaéhten.

Interessanterweise blieben die einmal induzierten mitochondrialen DNS-Mutationen
auch nach Beendigung der repetitiven Bestrahlung in einem erhéhtem Ausmalf3 tber Jahre
hinweg weiter bestehen. Von besonderem Interesse ist hierbei, dass es bei einigen der Pro-
banden auch ohne weitere Bestrahlung zu einer kontinuierlichen Zunahme des Gehalts an
mitochondrialen DNS-Mutationen kam. Dies ist der etstgivo-Hinweis darauf, dass die
eingangs erwéhnte Hypothese von der Existenz ébmesilus vitiosusder durch das Ent-
stehen von mitochondrialen DNS-Mutationen in Gang gesetzt wird und zu einem verstark-
ten Alterungsprozess ursachlich beitragt, in der Tat in menschlichen Geweben im Allge-
meinen und in der aktinisch geschadigten menschlichen Haut im Besonderen zu existieren
scheint. Aktuell im IUF durchgefliihrte Arbeiten untersuchen, inwieweit das Auftreten der
mitochondrialen DNS-Mutationen die zuvor beschriebenen molekularen, biochemischen
und zellularen Veranderungen, die fur die lichtgealterte menschliche Haut charakteristisch
sind, zu erklaren vermogen.

Chromophore und Mediatoren der Lichtalterung

Das wichtigste Chromophor fir die UVB-Bestrahlung in der menschlichen Haut ist die
zellulare DNS. UVB-Strahlung ist in der Lage, in der DNS zwischen benachbarten Py-
rimidinbasen eines DNS-Stranges Photoprodukte zu induzieren. Hierbei handelt es sich
hauptsachlich um Zyklobutanpyrimidindimere und 6-4 Photoprodukte. Obwohl die ex-
akte kausale Bedeutung UVB-induzierter DNS-Schéden fuir den Prozess der Lichtalterung
bisher nur unzureichend untersucht worden ist, gibt es eine Reihe von sehr gewichtigen
Grunden fur die Annahme, dass die Generation von DNS-Photoprodukten als Ausloser fur
eine Vielzahl der zuvor beschriebenen Vorgange fungieren kann. So besteht beispielsweise
heute kein Zweifel mehr daran, dass die UVB-induzierte Generation von Zytokinen in
epidermalen Keratinozyten auf der Entstehung von Zyklobutanpyrimidindimeren beruht.
Zudem konnten wir kirzlich erstmals zeigen, dass die topische Applikation von DNS-re-
paraturenzymbhaltigen Liposomen, die in der Lage sind, spezifisch UVB-induzierte Zyklo-
butanpyrimidindimere zu reparieren, dazu fihrt, dass es zu einer signifikanten Hemmung
der UVB-induzierten Induktion der Matrixmetalloproteinase-1 in der Epidermis kommt.
Neben Nukleinsauren sind aber auch Proteine in der Lage, als Chromophore fiir UVB
zu fungieren. Als Aminosauren sind hier neben Tryptophan und Tyrosin die im dermalen
Kollagen und Elastin enthaltenen Aminoséduren Desmosin und Isodesmaosin zu nennen.
Oxidative Prozesse sind vermutlich von herausragender Bedeutung fir das Entste-
hen UVA-induzierter biologischer Wirkungen in der menschlichen Haut. Von besonde-
rer Wichtigkeit scheint in diesem Zusammenhang die Generation von Singulett-Sauerstoff
zu sein. So konnten wir in Kooperation mit dem Institut fir Physiologische Chemie |
(Direktor: Univ.-Prof. Dr. H. Sies) unserer Universitat zeigen, dass Singulett-Sauerstoff
ein wichtiger Mediator der UV-induzierten Generation von mitochondrialen DNS-Mu-

13vgl. Berneburget al. (2000).
14vgl. Berneburget al. (2000).
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tationen in dermalen humanen Fibroblasten‘isBariiber hinaus spielt Singulett-Sau-
erstoff auch eine wesentliche Rolle als Mediator der UVA-induzierten Expression der
Matrixmetalloproteinase-1 in dermalen humanen Fibroblasten. Zudem wurde beobach-
tet, dass neben Singulett-Sauerstoff auch Hydrogenperoxid an der UVA-induzierten Ex-
pression der Matrixmetalloproteinasen-1, -2 und -3 beteiligt®istn Gegensatz hierzu
erscheint die UVB-induzierte, durch oxidativen Stress vermittelte Expression von MMP-1
und MMP-3 vor allem durch Hydroxyl-Radikale und Lipidperoxidations-Produkte vermit-
telt zu sein. Reaktive Sauerstoffspezies sind zudem in der Lage, auf die Synthese elast
scher Fasern in der menschlichen Haut einzuwirken. So kommt es nach einer Generatio
von reaktiven Sauerstoffspezies zu einer verstarkten Expression von Tropo-Elastin-mRN$
— ein Mechanismus, der wesentlich zur solaren Elastogenese beitragen konnte.

Hautalterung durch andere exogene Noxen

Weitere Umweltnoxen, die wesentlich am Alterungsprozess der menschlichen Haut be-
teiligt sind, sind Tabakrauch, Infrarotstrahlung und Ozon. Darliber hinaus ist zumindest
theoretisch davon auszugehen, dass letztlich jede Umweltnoxe, die in der Lage ist, in die
Haut einzudringen und oxidativen Stress hervorzurufen, flr vorzeitige Alterungsprozesse
von pathogenetischer Bedeutung sein kénnte. Da hinsichtlich der zu Grunde liegender
molekularen Mechanismen vor allen Dingen fur den Tabakrauch, die Infrarotstrahlung
und im geringerem Ausmal3 auch fur eine Ozonbelastung experimentelle Daten verfiigba
sind, sollen hier diese drei exogenen Noxen im Detail diskutiert werden.

Tabakrauch und Hautalterung

Epidemiologische Studien haben eindeutig gezeigt, dass eine Assoziation besteht zwi
schen dem Rauchen von Tabak und dem Alterungsprozess der menschlichen Haut. S
kommt es bei Rauchern signifikant haufiger zur Ausbildung einer ausgepragten Falten-
bildung im Bereich der Gesichtshaut als bei Nichtrauchern. Dieser Unterschied lasst siclt
nicht nur bei jingeren, sondern auch bei alteren Menschen (Durchschnittsalter 76 Jahre
nachweisen. Neuere epidemiologische Untersuchungen weisen zudem darauf hin, dass T
bakrauch ein Faktor ist, der unabhangig vom Lebensalter und unabhangig von der Sonner
exposition zur Hautalterung beitragtlm Einklang mit dieser epidemiologischen Beob-
achtung stehen mechanistische Studien, die sich mit der Analyse der molekularen Grund
lagen der durch Tabakrauch induzierten vorzeitigen Hautalterung beschaftigen. So konntt
gezeigt werden, dass nicht nur eine UV-Bestrahlung, sondern auch eine Stimulation mit
Tabakrauch in primaren humanen dermalen Fibroblasten zu einer signifikanten Aufregula-
tion der Expression der Matrixmetalloproteinase-1 fiihrt und dass die kombinierte Stimu-
lation einen additiven Effekt hat. Neben einer Induktion der Matrixmetalloproteinase-1
wurde in In-vitro-Untersuchungen nach Stimulation von Fibroblasten auch eine deutli-
che Aufregulation der Matrixmetalloproteinase-3 Expression, und zwar in beiden Fallen
sowohl auf der mRNS- als auch auf der Proteinebene, beobachtet. Im Gegensatz hierz

15vgl. Berneburget al. (1999).
16'vgl. Berneburget al. (2000).
17vgl. Yin et al.(2000).
18\/gl. Yin et al.(2000).
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kam es zu keiner veranderten Expression der gewebespezifischen Inhibitoren der Ma-
trixmetalloproteinasen, d.h. von TIMP-1 und TIMP-<3Zigarettenrauch hat aber auch
direkte Wirkung auf die Kollagenbiosynthese. So zeigte sich in humanen Fibroblasten,
die mit einem wasserloslichen Extrakt, der aus Tabakrauch hergestellt worden war, behan-
delt wurden, dass es zu einem verminderten Gehalt an Kollagen im Uberstand der Zellen
kam. Dies ging einher mit einer ca. 40-prozentigen Reduktion der Kollagenbiosyrthese.

In weiterfihrenden Untersuchungen konnte zudem gezeigt werden, dass diese durch Ta-
bakrauch induzierten Verdnderungen durch reaktive Sauerstoffspezies vermittelt werden,
denn es war mdoglich, sie durch Zugabe von Antioxidantien, insbesondere von Singulett-
Sauerstofffangern, zu inhibieren. Die Rolle der verminderten Expression der Matrixme-
talloproteinase bei durch Tabakrauch induzierter vorzeitiger Hautalterung wurde zudem
kirzlich in In-vivo-Untersuchungen bestatigt. Mittelsal timePCR wurde nachgewie-

sen, dass der Gehalt an MMP-1 mRNS in der Haut von Rauchern signifikant héher ist als
in der Haut von Nichtrauchern, wohingegen kein Unterschied beobachtet werden konnte,
wenn die Expression des gewebespezifischen Inhibitors der Matrixmetalloproteinase-1
(TIMP-1) untersucht wurde.

Uber weitere Mechanismen, die an der durch Tabakrauch induzierten vorzeitigen
Hautalterung beteiligt sein konnten, gibt es bislang keine Informationen. Grundsatzlich
kann aber davon ausgegangen werden, dass viele der zuvor fir UV beschriebenen Me-
chanismen auch fur die durch Tabakrauch induzierte Hautalterung relevant sind. So ist
beispielsweise bekannt, dass in Lungenepithelzellen Tabakrauch in der Lage ist, mitochon-
driale DNS-Mutationen zu generieren. Auch wenn dies bislang noch nicht fir kultivierte
humane dermale Fibroblasten oder aber fir die menschlicheiMaivio gezeigt werden
konnte, liegt doch zumindest die Vermutung nahe, dass ganz ahnliche Wirkungen auch fir
die Hautalterung von Bedeutung sein kénnten. Eine weitere Aufklarung dieser Mechanis-
men ist fur die exakte Beurteilung von kosmetischen Strategien, die die Haut vor einem
vorzeitigen Alterungsprozess schiitzen sollen, von grof3er Bedeutung.

Infrarotstrahlung

Sonnenstrahlung, die auf die menschliche Haut auftrifft, umfasst einen Spektralbereich
von 290 bis 4.000 nm und damit neben der ultravioletten Strahlung (290 bis 400 nm) auch
sichtbares Licht (400 bis 700 nm) sowie Infrarotstrahlung (700 bis 4.000 nm) (Abb. 1). Zu-
dem wird die menschliche Haut nicht nur nattrlicher Infrarotstrahlung ausgesetzt, sondern
auch Infrarotstrahlung aus kinstlichen Strahlungsquellen. Hierzu gehéren neben therapeu-
tisch eingesetzten Infrarotbestrahlungsgeraten, die beispielsweise in der Physiotherapie
oder bei der Krebsbehandlung als adjuvante Therapieprinzipien verwendet werden, auch
die kontaminierende Infrarotbestrahlung, die von UVA-Bestrahlungsgeraten stammt, wie
sie beispielsweise in Sonnenstudios verwendet werden. Man muss heute davon ausgehen,
dass Infrarotstrahlung &hnlich wie auch UV-Strahlung in der Lage ist, eine Reihe von bio-
logischen Wirkungen an der menschlichen Haut auszulésen. So konnte bereits vor mehr
als 20 Jahren von Kligman erstmals gezeigt werden, dass eine chronische Infrarotbestrah-
lung in enthaarten Albinomeerschweinchen Hautveranderungen hervorruft, die klinisch

9vqgl. Yin et al.(2000).
20gl. Yin et al.(2000).
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und histologisch denjenigen entsprechen, die sich nach einer durch UV-Strahlung hervor-
gerufenen Elastose beobachten lassen.

Lange Zeit war die molekulare Grundlage dieser durch Infrarotstrahlung hervorgerufe-
nen Hautalterung nicht bekannt. Neueste Untersuchungen von Mitarbeitern des IUF habei
nun erstmals gezeigt, dass Infrarotstrahlung in der Lage ist, die Expression von Genen
die ursachlich am Lichtalterungsprozess der menschlichen Haut beteiligt sind, zu induzie-
ren?! So zeigte sich sowolih vitro als auchn vivo, dass eine Bestrahlung kultivierter hu-
maner Fibroblasten bzw. menschlicher Haut mit sehr niedrigen, physiologisch relevanter
Dosen von Infrarot-A-Strahlung (760 bis 1.400 nm) zu einer signifikanten Induktion der
Matrixmetalloproteinase-Expression auf mRNS- und Proteinebene kommt. Die weitere
Analyse der zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen dieser Genexpression erge
sodann, dass Infrarotstrahlung ein potenter Aktivator des MAP-Kinasen-Signalwégs ist.
So fuhrt eine Infrarotbestrahlung in humanen dermalen Fibroblasten zu einer Aktivierung
der MAP-Kinasen ERK 1/2 und p38. Diese Aktivierung ist von funktioneller Bedeutung,
denn eine Hemmung der ERK 1/2-Aktivierung mit Hilfe eines spezifischen Inhibitors ver-
hinderte die durch Infrarotstrahlung induzierte Expression der Matrixmetalloproteinase-
122 Diese Untersuchungen zeigen, dass Infrarotstrahlung, dhnlich wie UV-Strahlung, in
der Lage ist, molekulare Veranderungen in der menschlichen Haut hervorzurufen, die ur-
sachlich zum beschleunigten Alterungsprozess beitragen kénnen.

Ozon und andere Umweltnoxen

Da viele der in der Umwelt vorkommenden Noxen in der Lage sind, oxidativen Stress zu
induzieren, ist es nahe liegend, dass neben UV-Strahlung, Tabakrauch und Infrarotstrah
lung auch weitere Umweltfaktoren zum vorzeitigen Alterungsprozess der menschlichen

21vgl. Schiekeet al. (2002).
22/gl. Schiekeet al. (2002).
23/gl. Schiekeet al. (2002).
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Haut beitragen. Ein Beispiel hierfir ist Ozon, das einer der Hauptbestandteile von Smog
ist, wie er in stark verkehrsbelasteten Regionen wahrend der sonnenreichen Jahreszeit auf-
tritt. Ozon ist ein potentes Oxidans. Daher wurde eine Reihe von Untersuchungen durch-
gefuhrt, um die biologische Wirkung von Ozon auf die menschliche Haut zu erf&ssen.
Untersuchungen an der Maushaut ergaben beispielsweise, dass eine Exposition mit Ozon
zu einer Verminderung des Gehalts an Antioxidantien fuhrt, die sicktiatum corneum
nachweisen lassefi.Besonders empfindlich gegeniiber einer Ozonexposition zeigte sich
hier das imstratum corneunvorhandene Vitamin E. Interessanterweise wurden &ahnli-
che Effekte auch nach einer UV-Bestrahlung beobachtet. Die Kombination aus UV und
Ozon, die physiologisch hoch relevant ist, da es gerade in der sonnenreichen Jahreszeit
zu einer vermehrten Ozonbildung in Gebieten mit einer hohen Verkehrsdichte kommt,
zeigte eine weitere Potenzierung dieses Effektes. Neben den Wirkungen auf das Stratum
corneum und die dort vorhandenen antioxidativen Systeme scheint Ozon aber auch Wir-
kungen auf tiefere Schichten der Haut austiben zu kénnen. Nach einer Ozonexposition von
haarlosen Mausen konnte in der Haut dieser Tiere eine 20fache Aufregulation des Hitze-
schockproteins 27 sowie eine verzogerte Induktion des Hitzeschockproteins 70 und der
Hamoxigenase-1 beobachtet werden. Zudem zeigte sich eine deutliche Aufregulation der
Expression der Matrixmetalloproteinase-9, und zwar sowohl auf mMRNS- als auch auf Pro-
teinebene&® Obwohl diese Untersuchungen noch keinen direkten Zusammenhang mit ei-
nem vorzeitigen Alterungsprozess der menschlichen Haut aufzeigen, legen sie doch nahe,
dass Ozon in der Lage ist, das antioxidative Potential der menschlichen Haut zu beeinflus-
sen und auch in ihren tieferen Schichten Stressantworten hervorzurufen, die letztlich zu
einem vorzeitigen Alterungsprozess beitragen konnen.

Ein weiterer Umweltfaktor, der von immer gré3er werdender Relevanz fir die mensch-
liche Gesundheit ist, sind Staube. Obwohl zurzeit allgemein davon ausgegangen wird, dass
feine und insbesondere ultrafeine Partikel nicht in die menschliche Haut eindringen kon-
nen, weisen neuere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe darauf hin, dass zumindest eine
follikulare Penetration moglich ist. Die pathogenetische Bedeutung des Eindringens von
feinen und ultrafeinen Partikeln in die Haarfollikel ist zurzeit noch unbekannt. In diesem
Zusammenhang ist auch wichtig, dass diese hautphysiologischen Untersuchungen bisher
ausschlief3lich an Menschen mit intakter Hautbarriere durchgeftihrt worden sind. Es ist gut
vorstellbar, dass im Falle einer geschadigten Barriere, wie sie sich z. B. bei Personen mit
atopischer Diathese findet, eine Partikelpenetration stattfindet, die Gber die ausschliel3lich
follikulare Route hinausgeht. Da feine und insbesondere ultrafeine Partikel auf Grund ih-
rer grof3en Oberflache sehr gut in der Lage sind, oxidative Prozesse zu induzieren, ist es
zumindest theoretisch vorstellbar, dass sie ebenfalls zu einem vorzeitigen Alterungspro-
zess der menschlichen Haut beitragen konnen. Diese Hypothese wird zurzeit in aktuellen
Untersuchungen Uberprift.

AbschlieRende Bemerkungen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den letzten Jahren enorme Fortschritte erzielt
worden sind bei der Aufklarung der molekularen Mechanismen, durch die Umweltfakto-

24Vgl. Weberet al. (2001).
25Vgl. Weberet al. (2001).
26\/gl. Weberet al. (2001).



Medizinische Fakultiit 117

ren die menschliche Haut vorzeitig altern lassen. Die hierbei am Modellorgan Haut ge-
wonnenen Erkenntnisse sind in mehrfacher Hinsicht fir andere Organsysteme von Be
deutung und haben zu einem besseren generellen Verstandnis grundlegender molekul
rer Alterungsprozesse beigetragen. Eine wesentliche Aufgabe der Forschung der n&chste
Jahre wird es sein, die bislang gemachten Beobachtungen zu einem Gesamtkonzept z
sammenzufigen, das es erlaubt, Epiphdnomene von kausal bedeutenden Veréanderung
zu unterscheiden. Dies wiederum wird es ermdglichen, die Bemihungen um die Entwick-
lung effektiver protektiver und vielleicht auch verjingend wirkender Malinahmen auf eine
wissenschatftlich fundierte, rationale Basis zu stellen.
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