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Zusammenfassung

Als Schutzmechanismus gegen schadliche Einfliisse von aufSen
steht der Haut ein aus verschiedenen Komponenten zusammen-
gesetztes antioxidatives Netzwerk zur Verfiigung. Freie Radikale,
die durch die Einwirkung von Umweltfaktoren - wie Luftschad-
stoffe, Ozon, UV-Strahlung und Chemikalien - entstehen, kénnen
iiber das antioxidative Netzwerk der gesunden Haut abgebaut
und unschddlich gemacht werden. Aktuelle In-vivo-Studien
beim Menschen belegen nun auch in junger Haut eine Abnahme
der antioxidativ wirkenden Proteine sowie die Zunahme der Pro-
teinoxidation unter wiederholter UV-Einwirkung. Damit liegt ein
deutlicher Hinweis dafiir vor, dass der UV-induzierte oxidative
Stress fiir das so genannte Photoaging der Haut eine wichtige
Rolle spielt. Ein von uns entwickelter Photooxidationstest er-
moglicht den Nachweis photosensibilisierender bzw. protektiver
Eigenschaften von Wirkstoffen. Fiir die Vitamine E und C konnte
so die zentrale Bedeutung bei der Entgiftung freier Radikale
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigen neueste Studien,
dass die positive Wirkung durch Vitamin C bei gleichzeitiger
Applikation von Vitamin A (Retinol) noch verbessert wird.

Oxidativer Stress und antioxidatives Netzwerk in der Haut

Als dufere Barriere des Organismus ist die Haut verschiedensten
Umweltfaktoren ausgesetzt, die fiir die Hautalterung relevant
sind. Viele dieser Faktoren - so Luftschadstoffe, Ozon, natiirliche
und kiinstliche UV-Strahlung, Chemikalien oder Irritanzien -
entfalten ihren schdadigenden Einfluss {iber die Bildung freier Ra-
dikale, die dann ihrerseits makromolekulare Strukturen in der

Abstract

To protect skin against environmental stress the human organ-
ism is equipped with a complex antioxidative network. This an-
tioxidative network is able to eliminate free radicals generated
from environmental factors like air pollutants, ozon, UV radiati-
on or chemicals. There are evidences from recent in vivo studies
that UV-induced stress is an important factor for photoaging of
human skin. We developed a photooxidation test which is able
to detect photosensitizing and, accordingly, protective effects of
sunscreens as well as antioxidants. Vitamins C and E were shown
to synergistically inhibit photooxidative stress in skin.

Haut wie DNA, Proteine und Lipide angreifen (Abb.1). Mit zu-
nehmendem Alter steigt die Konzentration freier Radikale in der
Haut ebenso wie in anderen Organsystemen des Korpers deut-
lich an; umgekehrt verringert sich die Menge der protektiv wir-
kenden Antioxidanzien. Eine derartige Auslenkung des natiirli-
chen Redoxgleichgewichtes zugunsten oxidativer Bedingungen
bezeichnet man als oxidativen Stress. Wird dieser in der Haut
durch UV-Strahlung induziert, so wird er praziser als photooxi-
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Abb.1 Faktoren, die (iber die Bildung freier Radikale die Haut schadi-
gen kénnen.

dativer Stress spezifiziert. Oxidativer Stress kann nicht allein
durch freie Radikale, d.h. Molekiile mit ungepaarten Elektronen
wie das Superoxidanion oder das extrem reaktive Hydroxylradi-
kal, ausgeldst werden. Auch die in der Haut in Gegenwart eines
Photosensitizers durch UVA- oder UVB-Strahlung gebildeten
Molekiile Singulett-Sauerstoff bzw. Wasserstoffperoxid (H,0,)
sind duflerst kurzlebig und werden daher mit den freien Radika-
len als reaktive Sauerstoffspezies zusammengefasst.

In der gesunden Haut werden die unter UV-Strahlung entstande-
nen freien Radikale zum GrofRteil durch die antioxidativen Enzy-
me Katalase und Superoxiddismutase abgebaut und damit un-
schddlich gemacht. Reagieren nicht detoxifizierte Radikale mit
mehrfach ungesattigten Fettsduren in den Zellmembranen, so
bilden sich Lipidperoxidradikale, die ihrerseits durch Vitamin E
entgiftet werden konnen. Aus diesem Prozess geht das Vitamin
selbst als Radikal hervor. Fiir seine Regeneration wird anschlie-
Rend Vitamin C benétigt. Beide Vitamine werden daher auch als
Ko-Antioxidanzien bezeichnet. Vitamin C wiederum interagiert
mit weiteren antioxidativen Systemen, z.B. dem Glutathion-Sys-
tem, um erneut fiir antioxidative Reaktionen bereit zu sein. Da-
mit steht in der Haut ein aus mehreren Komponenten zusam-
mengesetztes antioxidatives Netzwerk zur Verfiigung, mit des-
sen Hilfe freie Radikale auf unterschiedliche Weise entgiftet wer-
den kénnen (Abb. 2) [1].

Die Rolle von oxidativem Stress und Photoaging

Aus In-vivo-Studien beim Menschen liegen mittlerweile Hinwei-
se dafiir vor, dass der UV-induzierte oxidative Stress fiir das so
genannte Photoaging der Haut eine wichtige Rolle spielt. Sie be-
stitigen damit experimentelle Befunde, denen zufolge UVB-
Strahlung und H,0, in Keratinozyten dosisabhdngig zu einer
Oxidation von Proteinen fithren [2].
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Abb.2 Das antioxidative Netzwerk der Haut [1].
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Unsere Arbeitsgruppe konnte in vergleichenden Untersuchun-
gen an Biopsien von jungen Probanden (<30 Jahre) und {iber
60-jahrigen Versuchspersonen eine ausgepragte Abnahme an-
tioxidativer Enzyme in der gealterten Haut, vor allem im Bereich
der Hautbarriere und in der papilliren Dermis, nachweisen [2].
Betroffen ist insbesondere die Katalase, die im Alter wesentlich
schwdcher exprimiert wird als bei den jungen Probanden. In Epi-
dermis und Stratum corneum fallen die Unterschiede in den an-
tioxidativen Enzymen zwischen junger und Altershaut dagegen
nicht so deutlich aus (Abb. 3).

Der fehlende antioxidative Schutz fiihrt in vivo zu vergleichba-
ren Veranderungen in der Haut, wie sie sich auch in vitro durch
UV-Bestrahlung bzw. H,0,-Exposition induzieren lassen. So fin-
det man bei den dlteren Probanden in lichtexponierten Haut-
arealen mit deutlicher solarer Elastose eine dramatische Akku-
mulation photooxidierter Proteine gleichfalls vor allem in der
Dermis. Weniger stark ausgeprégt ist die Proteinoxidation in
der lichtgeschiitzten Haut, z.B. im Bereich des Unterleibs. Bei
den jungen Probanden ist ein derartiges Photoaging dagegen
auch in lichtexponierter Haut noch nicht festzustellen [2].

In einer weiteren Studie an gesunden jungen Probanden im Alter
zwischen 20 und 35 Jahren konnten wir nachweisen, dass eine
wiederholte UV-Einwirkung bereits nach einem relativ kurzen
Zeitraum deutliche Proteinschdden auslést. Die Versuchsperso-
nen wurden im Glutealbereich mittels Solarsimulator mit UV-
Licht in suberythematogener Dosis bestrahlt. Die initiale Strah-
lendosis betrug 0,5 MED (minimale Erythemdosis); sie wurde
tdglich um 10-45% gesteigert. Nach Beendigung des zehntdgi-
gen Protokolls, das mit den Bedingungen wdhrend eines Som-
merurlaubs recht gut vergleichbar ist, lief§ sich auf der bestrahl-
ten Seite eine statistisch signifikante Abnahme des Katalase-
Spiegels im Stratum corneum und parallel eine ebenfalls signifi-
kante Zunahme der Proteinoxidation in Stratum corneum und
Dermis im Vergleich zur lichtgeschiitzten Seite messen [2]. Diese
Studie liefert damit einen {iberzeugenden Hinweis fiir die Bedeu-
tung von oxidativem Stress beim Photoaging.

Vitamin E als natiirliches antioxidatives Schutzsystem
der Haut

Dem hauteigenen Vitamin E kommt eine zentrale Rolle als anti-
oxidativem Schutzmechanismus zu. Insbesondere in der Ge-
sichtshaut ist a-Tocopherol, das hauptsdchlich im Organismus
vorkommende Vitamin-E-Isomer, in einer hohen Konzentration
vorhanden, die den a-Tocopherol-Spiegel in der Haut des Ober-
arms um mehr als das Dreifache iibersteigt [3]. Unseren Untersu-
chungen zufolge wird Vitamin E mit dem Sebum in groBer Men-
ge an die Hautoberfliche transportiert. Von hier kann es an-
schlieBend in das Stratum corneum repenetrieren. Dieser Se-
bum-vermittelte Vitamin-E-Transport wird - wie alle Talgdrii-
senprozesse — hormonell gesteuert.

Die Hautbarriere ist damit physiologischerweise reich an a-Toco-
pherol. Allerdings kann der natiirliche Vitamin-E-Vorrat in den
Hautoberflichenlipiden bereits durch UVA-Strahlung in sehr
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Abb.3 Deutliche Abnahme in der Expression antioxidativer Enzyme
und gleichzeitige Anhdufung oxidierter Proteine in der lichtgealterten
menschlichen Haut [2].

niedriger Dosierung drastisch verringert werden. Schon bei UVA-
Dosen zwischen 10 und 40 Joule/cm? ist in vivo ein steiler Abfall
des Vitamin-E-Spiegels in den Oberflichenlipiden von initial
120 pmol/mg Sebum auf rund 10 pmol/mg Sebum messbar [4].
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Ermittlung von photooxidativem Stress

Steht Vitamin E aufgrund der UV-Strahlung nicht mehr in ausrei-
chender Menge als Radikalfinger an der Hautoberfliche zur Ver-
fligung, steigt der oxidative Stress an. Dies dufZert sich in einer
vermehrten Entstehung toxischer Lipidoxidationsprodukte, die
mittels Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) nachge-
wiesen werden konnen. Als Markersubstanz fiir den oxidativen
Stress konnten wir ein Photooxidationsprodukt identifizieren,
das in lichtgeschiitzter Haut nur in sehr niedriger Menge vorhan-
den ist. Bereits bei einer Bestrahlung mit minimalen UVA-Dosie-
rungen steigt die Konzentration dieser Substanz jedoch rasch
und steil an [4]. Diese Substanz wurde von uns vorldufig als ,,un-
identified sebum lipid photooxidation product” (USLPP) bezeich-
net.

In dem von unserer Arbeitsgruppe entwickelten und inzwischen
patentierten Sebum-Photooxidationstest (SPT) kann dieses Oxi-
dationsprodukt jetzt genutzt werden, um Wirkstoffe auf ihre
photosensibilisierenden bzw. protektiven Eigenschaften hin zu
untersuchen. Das einfache Testsystem besteht aus einer Trdger-
substanz (Sebutape®), auf die Hautoberflichenlipide aufgetragen
werden. Nach Applikation der Testsubstanz wird das System mit
UVA, UVB oder solarsimulierter UV-Strahlung in definierter Do-
sis bestrahlt und anschlieRend die Bildung von USLPP in der
HPLC ermittelt. In ersten Untersuchungen konnte unsere Ar-
beitsgruppe zeigen, dass die Entstehung dieses Oxidationspro-
duktes durch Auftragen eines Lichtschutzfaktors fast vollstindig
verhindert werden kann. Die antioxidativ wirkenden Vitamine C
und E inhibieren die Lipidoxidation einzeln nur partiell. Bei kom-
binierter Applikation wirken die beiden Ko-Antioxidanzien je-
doch synergistisch und unterbinden die Bildung von USLPP unter
UV-Strahlung ebenso effektiv wie ein Lichtschutzfaktor [5].

Protektive Wirkmechanismen von Vitamin C in der Haut

Mittlerweile konnten in neueren Untersuchungen mehrere Me-
chanismen identifiziert werden, {iber die Vitamin C als Radikal-
fanger wirkt. Grundsatzlich spielt das Vitamin eine wichtige Rol-
le beim Erhalt des Kollagennetzwerkes in der Haut. In In-vitro-
Systemen verhindert Vitamin C die Autoinaktivierung von Pro-
lyl-Hydroxylase und Lysyl-Hydroxylase, zweier Schliisselenzy-
me der Kollagen-Biosynthese, da es die Oxidation der Eisenato-
me im katalytischen Zentrum der Enzyme unterbindet [6]. In
vivo lief3en sich durch Applikation eines 5 %-igen Vitamin-C-Pra-
parates eine Verminderung des Hautfaltenreliefs und eine ver-
mehrte Bildung elastischer Fasern erreichen.

Die positive Beeinflussung der Hautstruktur durch Vitamin C
kann bei gleichzeitiger Applikation von Vitamin A (Retinol), das
epitheliale Differenzierung und Zellproliferation moduliert bzw.
stimuliert, noch verbessert werden. Beide Vitamine haben einen
giinstigen Effekt auf die Expression von Molekiilen der extrazel-
luldren Matrix und wirken so der Faltenbildung entgegen. Hier-
fiir spricht eine dreimonatige Studie an 8 postmenopausalen
Frauen, die zweimal tdglich ein Kombinationsprdparat mit Reti-
nol und Vitamin C (Reti C™) auf die Innenseite eines Oberarms

auftrugen [7]. Als Kontrolle wurde auf dem kontralateralen Arm
der Trdgerstoff appliziert. Die topische Anwendung des Kombi-
nationsprdparates fiihrte zu einer signifikant verringerten Ex-
pression der Keratin-mRNA, wadhrend Amino- und Carboxypro-
kollagen-Peptidasen, d. h. die posttranslationellen Reifungsenzy-
me von Prokollagenen, sowie die Metalloprotease 2 (MMP2) und
der MMP-Inhibitor TIMP2 signifikant starker exprimiert wurden.
Auch der Spiegel von Fibrillin-1-mRNA wurde durch das Verum-
prdparat signifikant erhéht. Wie die Autoren ausfiihren, ist die
positive Beeinflussung der biosynthetischen Aktivitit von Fibro-
blasten mit vermehrter Enzymsynthese auf Vitamin C zuriickzu-
fithren. Dagegen wirkt Retinol giinstig auf Keratinozyten, indem
es deren Reifung verzégert und die Fibrillin-Synthese steigert.
Diese doppelblinde Studie entkraftet {iberzeugend die Argumen-
te von Kritikern der topischen Applikation, denen zufolge extern
aufgetragene Substanzen nicht in tiefere Hautschichten pene-
trieren und somit wirkungslos seien. Eine derart differenzierte
Modulation der Genexpression in Fibroblasten wie in der vorge-
stellten Untersuchung ist jedoch nur méglich, wenn Vitamin A
und C bis in die Dermis gelangen.

Weitere antioxidative Systeme

Bei Versagen der beschriebenen Radikalfinger und bereits er-
folgter Oxidation von Makromolekiilen werden weitere, mittler-
weile identifizierte Schutzsysteme aktiv. Vorldufigen Resultaten
unserer Arbeitsgruppe zufolge, ist von einer starken Induktion
dieser Enzymsysteme durch UV-Strahlung auszugehen. Zukiinf-
tige Untersuchungen miissen zeigen, inwieweit dieses Enzym-
system zum Schutz gegen photooxidativen Stress genutzt und
fiir Antiaging-Strategien eingesetzt werden kann.
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