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Oxidativer Stress:
vom molekularen Mechanismus zur Klinik

Ocxidativer Stress — Einleitung

Aerobe Stoffwechselvorginge, photobiologische Effekte, korpereigene Abwehrprozesse
und exogene Noxen fithren zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Or-
ganismus.! Zu diesen reaktiven Intermediaten zihlen freie Radikale wie das Superoxid-
radikalanion, Peroxylradikale, das Nitroxyl- und das Hydroxylradikal, aber auch nicht-
radikalische Verbindungen wie Singulettsauerstoff, Wasserstoffperoxid oder Peroxynitrit.
Zellmembranen, DNA und Proteine sind Zielstrukturen der ROS. Sie werden in Oxida-
tionsreaktion modifiziert und in ihrer Funktion beeintrichtigt. Oxidative Veridnderungen
an biologisch bedeutsamen Makromolekiilen spielen eine Rolle in der Pathogenese zahl-
reicher Krankheiten; so beispielsweise bei Krebs, Herz-Kreislauf- und neurodegenerati-
ven Erkrankungen, Diabetes mellitus oder Katarakt.” Uber lingere Zeitriume akkumu-
lierte oxidative Schéden fithren zu Funktionseinschrinkungen der Zelle und werden als
Schliisselprozesse des Alterns angesehen. ROS werden aber auch gezielt vom Organis-
mus synthetisiert. Auf Grund ihrer Reaktivitit eignen sie sich zur Zerstdrung eindringen-
der Mikroorganismen und werden von Zellen des Immunsystems gebildet und freigesetzt.
Stickstoffmonoxid ist zentraler Bestandteil von Signalkaskaden.

Der unkontrollierten Bildung von ROS steht ein Netzwerk antioxidativer Verteidigungs-
systeme gegeniiber. Die Verteidigungsstrategie des Organismus gegen Oxidantien ist viel-
faltig und auf mehreren Ebenen organisiert: Pravention, Interzeption und Reparatur. Es
ist zu unterscheiden zwischen niedermolekularen Stoffen und antioxidativ wirksamen En-
zymsystemen, die spezielle Aufgaben wahrnehmen und sich in ihrer Wirkung ergiinzen.
Erstere haben als herausragende Vertreter antioxidativ wirksame Vitamine, z. B. Ascorbat
(Vitamin C) und Tocopherole (Vitamin E), sowie sekundire Pflanzenstoffe wie Caroti-
noide ((3-Carotin, Lycopin, Zeaxanthin, Lutein usw.), Flavonoide und Anthocyane. Auf3er-
dem zéhlen Spurenelemente wie Selen und Zink dazu, die als Bestandteile von Proteinen in
Form spezieller Aminoséuren (Selenocystein, Selenomethionin) bzw. als Strukturkompo-
nenten (Zinkfinger, Zink-Metallothionein) von Bedeutung sind. Glutathion als spezielles
Tripeptid wird in praktisch allen Zelltypen als Redoxmetabolit verwendet, synthetisiert
aus den Aminoséuren Cystein, Glycin und Glutamat.

Der Terminus ,,Oxidativer Stress* beschreibt eine Stoffwechsellage, die durch eine
Auslenkung des Fliegleichgewichts zwischen Oxidantien auf der einen Seite und dem
Netzwerk der antioxidativen Verteidigung auf der anderen Seite zugunsten der Oxidan-
tien charakterisiert ist. Geringfiigige Auslenkungen im Rahmen eines Normbereiches sind

1 vagl. Sies (1986).
2 Vgl. Sies (1997).




102 Helmut Sies, Wilhelm Stahl,Lars-Oliver Klotz und Peter Brenneisen

als ,,physiologischer oxidativer Stress* bezeichnet worden, wihrend stirkere Auslenkun-
gen zu Adaptationsprozessen, z. B. zur Induktion antioxidativ wirksamer Enzyme oder zu
Prozessen wie Apoptose oder Nekrose fiihren.

Unter Beriicksichtigung des Bildungsmechanismus und abhingig von der beteiligten
reaktiven Sauerstoffspezies kann eine fokussierte Definition vorgenommen werden. Man
spricht dann von nitrosativem, photooxidativem oder erndhrungsabhingigem oxidativen
Stress.

Ein aktueller Schwerpunkt der biochemischen und medizinischen Forschung auf dem
Gebiet des oxidativen Stresses betrifft Fragen der Krankheitsprivention.> Grundlage ist
der Gedanke, dass Antioxidantien der Schiddigung durch Oxidantien entgegenwirken bzw.
diese verhindern konnen.* Die Privention zielt vornehmlich auf Langzeitprozesse, die in
der Pathogenese degenerativer Erkrankungen bedeutsam sind und physiologisch auch im
Prozess des Alterns ablaufen. Die bisher vorliegenden Ergebnisse sind widerspriichlich,
es deutet sich jedoch an, dass zur Privention das gesamte antioxidative Netzwerk gestérkt
werden muss. Die Supplementierung mit Einzelsubstanzen ist vermutlich nicht ausrei-
chend.

Um eine sinnvolle Beurteilung der Bedeutung prooxidativer Prozesse in der Pathoge-
nese degenerativer Erkrankungen vorzunehmen, ist die Messung von Parametern des oxi-
dativen Stresses am Menschen erforderlich. Dies sollte vorzugsweise mit nicht invasiven
Methoden geschehen. Die Analyse von Komponenten in Korperfliissigkeiten, etwa die
Messung der Schiddigung von Proteinen, DNA und Lipiden, sowie die Verfolgung der
Plasmaspiegel von Antioxidantien und so genannten Biomarkern dient der Einschitzung
oxidativer Schidigungen. Von besonderem biochemischem Interesse ist die Erkenntnis,
dass ROS zentrale Signaltransduktionskaskaden in den Zellen beeinflussen.> Uber Signal-
ketten von phosphorylierenden Enzymen (MAP-Kinase-Kaskaden) wird die Expression
zahlreicher Gene gesteuert, die proliferative oder apoptotische Ereignisse vermitteln.

Das Gebiet des oxidativen Stresses hat sich zu einer interdisziplindren Forschungsrich-
tung entwickelt, in der sowohl die molekularen Mechanismen oxidativer Schidigungen als
auch deren klinische Bedeutung untersucht werden. An dieser Stelle sei darauf hingewie-
sen, dass der Begriff insbesondere in der Laienpresse iiberstrapaziert wird. In welchem
Umfang oxidative Schadigungen ursichlich, d.h. auslésend, an Krankheiten beteiligt sind,
wird weiterhin zu untersuchen sein. Sicher ist, dass bei praktisch allen degenerativen Er-
krankungen oxidative Reaktionen im Rahmen der Zellschiddigung zu beobachten sind; ob
dies die Folge oder die Ursache des initialen auslésenden Prozesses ist, bleibt zu kliren.

Oxidativer Stress — Signaltransduktion

Eine zentrale Frage betrifft die Wahrnehmung von kurzlebigen ROS als zelluldres Signal,
das dann als Ausloser fiir die genannten regulatorischen Prozesse dient. Spezifische Re-
zeptoren, wie sie fiir Hormone oder Neurotransmitter existieren, deren Wirkung sie ver-
mitteln, existieren fiir ROS nicht. Ausnahme ist das Stickstoffmonoxid (NO), dessen Bin-
dung an die Hamgruppe der 16slichen Guanylatzyklase die Bildung von cGMP stimuliert.
Im Falle der ROS und ihrer Signaleffekte muss vielmehr von ,.Zielstrukturen gesprochen

3 Vgl. Sies (2003).
4 Val. Sies et al. (1998).
5 Vgl. Sen et al. (2000).
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werden, die durch ROS oxidiert werden, wobei Produkte entstehen, die wiederum Signal-
wirkung in der Zelle entfalten.® Beispiele hierfiir sind oxidative DNA-Schiden, die von
der Zelle erkannt werden, zur Aktivierung von Signalwegen fithren und eine Reparatur
oder einen Wachstumsstopp zur Folge haben. Auch Produkte der Lipidperoxidation, wie
4-Hydroxynonenal oder Malondialdehyd, aktivieren zelluldre Signalkaskaden.

Oxidantien wirken zudem direkt auf Signalproteine ein, deren Oxidation zu Funktions-
veranderungen fiihrt. Beispiele fiir solche Proteine sind Tyrosinphosphatasen. Im aktiven
Zentrum aller bisher bekannten Tyrosinphosphatasen befindet sich ein oxidationsempfind-
licher Cysteinrest, der fiir die Enzymaktivitit unerlésslich ist. Oxidation und Inaktivierung
dieser Phosphatasen fiihren zu einer gesteigerten Phosphorylierung der durch die Enzyme
regulierten Substrate. Solche Substrate sind Rezeptortyrosinkinasen, die somit nach Belas-
tung von Zellen mit Oxidantien phosphoryliert und aktiviert werden. Der Mechanismus der
Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen und nachgeschalteter Signalwege durch Oxidan-
tien ist also die Oxidation und Hemmung eines negativen Regulators, einer Phosphatase.”

Chinone werden in der Chemotherapie von Krebserkrankungen eingesetzt. In der Zelle
induzieren Chinone oxidativen Stress; so genanntes Redox Cycling fithrt zur Bildung von
Superoxidradikalanionen und anderen ROS. Uber Alkylierungsreaktionen werden zusitz-
lich zelluldre Thiole blockiert und die antioxidative Kapazitit der Zelle gesenkt. Die Be-
lastung von Leberepithelzellen mit Menadion und anderen Chinonen fiihrt zur Aktivierung
des Rezeptors fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR), die sich als gesteigerte Ty-
rosinphosphorylierung in der Zellmembran ablesen ldsst (Abb. 1) und weiter zur Aktivie-
rung der extrazellulir regulierten Kinasen (ERK) 1 und 2 fiihrt (Abb. 2). Als Mechanismus
der Aktivierung des EGFR konnte die Hemmung einer Tyrosinphosphatase nachgewiesen
werden, die den EGFR reguliert. Dieser Signalweg wird auch durch andere Chinone® oder
ROS? beeinflusst. Der Aktivierung von ERK 1 und ERK 2 folgen in der Regel Stimula-
tion von Zellwachstum und Proliferation, die fiir die Modulation des Zellzyklus und eine
gesteigerte Genexpression verantwortlich ist.

Eine besondere Art der Anpassung von Zellen an die Belastung mit Stressfaktoren er-
folgt auf Ebene der Kopplung von belasteten Zellen mit den direkten, unbelasteten Nach-
barzellen, die liber so genannte Gap Junctions erfolgt. Connexine, die Bausteine der Gap
Junctions, wurden als Zielstrukturen von ERK 1 und ERK 2 beschrieben. Gap Juncti-
ons sind Ansammlungen von Zell-Zell-Kanilen, die aus je zwei von benachbarten Zellen
bereitgestellten Halbkanilen bestehen, die wiederum aus je sechs Connexinen aufgebaut
sind. Uber diese Kanile kommunizieren benachbarte Zellen im Sinne des Austauschs elek-
trischer Signale und niedermolekularer (< 1 kDa) Substanzen, wie cAMP oder Calciumio-
nen. Die Phosphorylierung der Connexine fiihrt in der Regel zur Abnahme der interzel-
luldren Kommunikation iiber Gap Junctions.

Auch bei der Behandlung von Leberepithelzellen mit Menadion und anderen Chinonen
wird dieser Effekt beobachtet. Aktivierung von ERK durch Menadion fiihrt zur Phos-
phorylierung des Connexin 43 und zur Abnahme der Zell-Zell-Kommunikation tiber Gap
Junctions (Abb. 2). Dies lésst sich im Sinne eines zelluldren Schutzmechanismus interpre-

6 vgl. Klotz (2002).

7 Vgl. Abdelmohsen ef al. (2003) und Klotz et al. (2002).
8 Vgl. Abdelmohsen et al. (2003).

9 Vgl. Klotz et al. (2000).
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Kontrolle Chinon

Abb. 1: Gesteigerte Tyrosinphosphorylierung (griin) in der Zellmembran von Rattenleberepithelzellen
nach Stimulation mit Chinonen (Menadion 50 M) als Hinweis auf die Aktivierung des Rezep-
tors des epidermalen Wachstumsfaktors. Die Zellkerne sind blau angeféarbt.
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Abb. 2: Aktivierung des Rezeptors des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) fUhrt zur Stimulation
der extrazellular regulierten Kinasen (ERK) 1 und 2, die durch Phosphorylierung von Conne-
xinen (hier: Cx43) zur Abnahme der Zell-Zell-Kommunikation (ZZK) tUber Gap Junctions bei-
tragen.

tieren. Unterbrechen der Kommunikation schiitzt die unbelastete Nachbarzelle vor dem
toxischen Agens (Menadion) und vor toxischen Abbauprodukten aus dem Metabolismus
der sterbenden Zelle.

Nitrosativer Stress

Zur Gruppe der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen wird auch das freie Ra-
dikal Stickstoffmonoxid (NO) gezihlt. Das Molekiil hat zahlreiche spezifische biologische
Aufgaben und wird durch NO-Synthasen (NOS) im Organismus gebildet. NO-Synthasen
katalysieren aus L-Arginin und molekularem Sauerstoff die Bildung von NO und L-Citrul-
lin. Die Familie der NO-Synthasen besteht aus vier Mitgliedern, die sich beziiglich ihrer
zelluldren Expression und molekularen Regulation erheblich voneinander unterscheiden.
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Die beiden konstitutiv exprimierten Isoformen (cNOS) erfiillen primér Signalfunktionen,
z. B. im Endothel (eNOS) oder in Neuronen (nNOS), wihrend die dritte induzierbare Iso-
form (iNOS) erst nach inflammatorischen Stimuli exprimiert wird.

Bei Entziindungsreaktionen wird NO im Korper lokal in groBen Mengen durch die
iNOS synthetisiert; man spricht dann von ,,nitrosativem Stress“. Im Gegensatz zu vielen
anderen Radikalen ist NO relativ langlebig und nicht sehr reaktionsfreudig. Bei hohe-
ren NO-Konzentrationen konnen als NOy zusammengefasste hohere Stickoxide, wie z. B.
NO; und N5Og, entstehen. Diese Verbindungen haben ein wesentlich breiteres Reakti-
onsspektrum als NO und reagieren z. B. mit Thiolgruppen in Cysteinresten (Abb. 3).
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Abb. 3: Bei Entziindungsreaktionen werden Zytokine freigesetzt, die Gber Rezeptoren intrazellulare
Signalwege auslésen. Die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren bewirkt eine Expression der
iNOS. Gebildetes NO diffundiert aus der Zelle und kann mit Sauerstoff zu héheren Stickoxiden
(NOxy) reagieren. S-Nitrosothiole (RSNO) reichen NO intrazellular weiter und vermitteln die
Hemmung SH-abhangiger Enzyme sowie die Freisetzung von Metallen aus Metall-Schwefel-
Komplexen. Dariiber hinaus wirken sie auf Signaltransduktion und Transkription ein, blockieren
die mitochondriale Atmung und kénnen die DNA schadigen.

Zielmolekiile in Zellen bei nitrosativem Stress sind Proteine mit SH-Gruppen sowie
Proteine, die Metallionen wie Eisen, Zink oder Kupfer iiber Schwefelatome komplexieren.
Durch nitrosativen Stress konnen Signaliibertragungswege oder die Expression von Genen
beeinflusst werden.

Die iNOS-Aktivierung kann zur Infektabwehr durch Zellen des Immunsystems wie
Makrophagen oder neutrophile Granulozyten dienen. Heute kennt man akute oder chro-
nische Erkrankungen des Menschen, bei denen die iNOS exprimiert wird. Beispiele
sind Autoimmunerkrankungen (rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose, Typ-I-Diabetes)
oder neurodegenerative Erkrankungen (Alzheimer, Parkinson), Erkrankungen der Atem-
wege (Asthma), Entziindungen des Gastrointestinaltraktes (Colitis, Morbus Crohn) oder
der Haut (Psoriasis, Lupus Erythematosus, Sonnenbrand), Herzinfarkt und Schlaganfall,
Zahnfleischentziindung, AbstoBungsreaktionen nach Transplantationen sowie eine Reihe



106 Helmut Sies, Wilhelm Stahl,Lars-Oliver Klotz und Peter Brenneisen

von Krebserkrankungen.!? Die eigentliche Rolle von NO und iNOS in Pathogenese und
Ausprigung dieser Erkrankungen ist nur teilweise verstanden. So scheint die iNOS-Akti-
vitit beim Typ-I-Diabetes sowie bei neuronalen Erkrankungen bei der Gewebsschiadigung
mitzuwirken, wéhrend in der Haut — z. B. beim Sonnenbrand — eher ein priaventiver Effekt
im Vordergrund steht.!!

Um die Bedeutung von nitrosativem Stress bei entziindlichen Reaktionen besser ver-
stehen zu konnen und eventuell auch Therapien zu entwickeln, miissen die chemischen
Reaktionen in der Zelle verstanden werden. Eine wichtige Zielgruppe von Molekiilen
nach nitrosativem und auch nach oxidativem Stress sind Transkriptionsfaktoren, Prote-
ine, die auf bestimmte Signale hin an spezifische DNA-Abschnitte binden und die Tran-
skription steuern. Das héufigste Strukturelement fiir DNA-Bindungsdoménen sind so ge-
nannte Zinkfinger mit einem Zinkion, das von Schwefelatomen des Cysteins oder auch
von Stickstoffatomen des Histidins komplexiert wird. Unter nitrosativem Stress kommt es
zur Bildung von S-Nitrosothiolen und nachfolgend zu einer Freisetzung des Zinkions, was
wiederum zu einer Konformationsdnderung des Proteins fiihrt (Abb. 4).

Abb. 4: NO setzt Zinkionen aus Zinkfingerstrukturen frei. Nach S-Nitrosierung von Cysteinen in Zinkfin-
gern kann das Zinkion nicht mehr komplexiert werden. Eine Anderung der Proteinkonformation
und der Funktion des Proteins ist die Folge.

Auf diese Weise kann die Bindungsfihigkeit von Transkriptionsfaktoren an die DNA be-
einflusst werden, was zu einer verdnderten Genexpression fithren kann. Oxidativer Stress
fiihrt ebenfalls zur Zerstorung von Zinkfingerstrukturen. Im Gegensatz zu Modifikationen
infolge nitrosativen Stresses, kénnen Zellen diese Schiden jedoch nicht mehr reparieren. 1
Eine iNOS-Aktivitit kann auch zur Storung der Zink-Homdostase fiihren, da vermehrt in-
trazellulires Zn%+ freigesetzt wird.'3

NO in der Psoriasis

Die Psoriasis als chronische entziindliche Hauterkrankung ist durch lokales epidermales
Zellwachstum charakterisiert. Die molekularen Mediatoren, die zur Hyperproliferation der
Keratinozyten fiihren, sind noch weitgehend unbekannt. Als Mediator von Proliferation

10y ol Kroncke e al. (2000).
1'vgl. Suschek e al. (2001).
12 vgl. Kroncke et al. (2002).
13 Vgl. Spahl et al. (2003).
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und Differenzierung konnte NO eine Schliisselrolle bei der Wachstumsregulation in der
Psoriasis einnehmen. NO hemmt die Proliferation und induziert die Differenzierung. In
der Psoriasis jedoch fiihrt die iNOS-Expression zu keinem antiproliferativen Effekt auf
die Keratinozyten. Im Gegenteil: Die Psoriasis ist durch eine Hyperproliferation der epi-
dermalen Keratinozyten gekennzeichnet.

Eine mogliche Erklirung fiir dieses Paradoxon konnte eine erniedrigte NO-Synthese in
psoriatischen Lésionen sein, die nicht ausreicht, um einen antiproliferativen Effekt zu er-
zielen.'* Die Regulation der iNOS-Expression erfolgt im Wesentlichen auf der transkrip-
tionellen Ebene, wihrend die iNOS-Aktivitit vor allem von der intrazelluldren Konzen-
tration und Verfiigbarkeit von L-Arginin abhidngt. Die L-Arginin-Aufnahme in Hautzellen
wird durch kationische Aminosiuretransporter (CAT) reguliert. > Expressionsanalysen ha-
ben gezeigt, dass sowohl die konstitutive Isoform CAT-1 als auch der induzierbare Trans-
porter CAT-2 in psoriatischen Hautldsionen exprimiert werden. Damit ist eine fehlende
zelluldre L-Argininaufnahme als limitierender Faktor der NO-Synthese bei der Psoriasis
auszuschlieBen. Niedrige intrazellulire NO-Konzentrationen konnen aber auch als Folge
einer Aktivitdt anderer L-Arginin metabolisierender Enzyme, wie z. B. der Arginase, ent-
stehen. Normalerweise wird die Balance zwischen iNOS und Arginasen durch Zytokine
des TH1- und TH2-Typs invers reguliert: TH1-Zytokine induzieren die iNOS und repri-
mieren die Arginasen, wihrend umgekehrt TH2-Zytokine die Arginasen induzieren und
die iNOS-Expression hemmen. In der Entziindungsreaktion erfolgt die iNOS- bzw. die
Arginase-Expression sequenziell durch ein Umschalten von einer TH1- zu einer TH2-Re-
aktion. Uberraschenderweise ist im entziindlichen TH1-Milieu der Psoriasis die Arginase-
1 iiberexprimiert, begleitet von einer Ko-Expression der iNOS.'® L-Arginin kann also von
psoriatischen Keratinozyten auf zwei verschiedenen Wegen metabolisiert werden, was zu
einer Substratkompetition fiihrt (Abb. 5).

Diese Ergebnisse weisen der Arginase-1 eine neue Bedeutung in der Pathogenese der
Psoriasis zu, da sie die NO-Synthese in vivo limitiert. Weiterhin kommt es durch die Ar-
ginase-Aktivitit zu einer erhohten Synthese von L-Ornithin, das essenziell fiir die Po-
lyaminsynthese ist und damit die Hyperproliferation begiinstigt. Die Psoriasis ist somit
eine Hautentziindung, in der die NO-Synthese ungewohnlich niedrig ist. Moglicherweise
trigt eine unzureichende iNOS-Aktivitit in psoriatischer Haut zu einer unkontrollierten
chronischen Immunantwort bei, da eine erhdhte NO-Synthese einen Schutz vor starken
Immunreaktionen darstellt.

Photooxidativer Stress

Neben vielen positiven Effekten des Sonnenlichts auf unsere Gesundheit birgt die darin
enthaltene UV-Strahlung ein Risiko. In Abhéngigkeit von der Wellenlidnge dringt ein er-
heblicher Teil der UV-Strahlung in unterschiedliche Hautschichten (Abb. 6). Die kurz-
wellige, energiereiche UV-B-Strahlung gelangt bis in die oberen Schichten der Dermis
und kann zum einen die Zellen der Epidermis, die Keratinozyten und Melanozyten, und
zum anderen die Fibroblasten und Endothelzellen der Dermis schiddigen. Die energieir-

14 Vgl. Suschek ez al. (im Druck).
15 Vgl. Schnorr et al. (2003).
16 vgl. Bruch-Gerharz et al. (2003).
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Abb. 5: Substratkompetition zwischen iINOS und Arginase. Eine Uberexpression der Arginase-1 in
psoriatischen Keratinozyten fiihrt zu einer Substratkompetition mit der iNOS um L-Arginin und
limitiert die Synthese von NO.

mere UV-A-Strahlung erreicht auch tiefer liegendes dermales und zum Teil subkutanes
Gewebe.

Die Absorption der UV-Strahlung in der Haut erfolgt durch endogene Chromophore,
was zu unterschiedlich angeregten Zustéinden des jeweiligen Chomophors fiihrt. Derartige
photochemische Verdnderungen duflern sich beispielsweise an der DNA mit der Bildung
von Pyrimidindimeren nach UV-B-Bestrahlung.!” Als weitere Folge dieser komplexen
Wechselwirkungen mit zelluldren Strukturen ist die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
spezies bedeutsam, die in unphysiologisch hohen Konzentrationen als Folge hoher UV-
Dosen oder chronischer UV-Exposition zu oxidativem Stress der Zellen fiihren.'® Pho-
tooxidativer Stress fiihrt neben der Schidigung von zelluldren Makromolekiilen auch zur
Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden, deren Ablauf das Schicksal der Zelle be-
stimmt und die bei pathophysiologischen Prozessen der Haut eine Rolle spielen. Von be-
sonderem Interesse sind molekulare Mechanismen, die sowohl der frithzeitigen Alterung
der Haut (Photoalterung) als auch der Progression von UV-ausgeldsten Hauttumoren zu
Grunde liegen.

Bei der photogealterten Haut unterscheidet man den teleangiektatischen, atrophen Phé-
notyp von der hypertrophen Variante, die klinisch gekennzeichnet ist durch ausgeprigte
Elastose, tiefe Faltenbildung und ein ledriges Erscheinungsbild, gekoppelt mit verminder-
ter Riickstellkraft, Elastizitdt und verschlechterter Wundheilung. Photoalterung der Haut
ist ein komplexer Prozess, der verschiedene Hautschichten beeinflusst, wobei dem der-
malen Bindegewebe eine zentrale Rolle zuzuweisen ist. Residente Fibroblasten, die durch
die Expression spezifischer Gene den Aufbau und Abbau der vielfiltigen Komponenten
der extrazelluldren Matrix regulieren, verdndern sich durch UV-Strahlung von einem auf-

17V gl. Brenneisen et al. (2000).
18 vgl. Brenneisen et al. (1998).
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Abb. 6: Eindringtiefe der UV-Strahlung in die Haut.

bauenden, synthetisierenden Phénotyp zu einem degradativen, proteolytischen Phénotyp,
der grole Mengen an proteolytischen Proteinen, wie z. B. die Matrix abbauenden Me-
talloproteinasen (MMP), herstellt und diese in den Extrazelluldrraum abgibt. Die Familie
der MMPs umfasst Kollagenasen, Stromelysine, Gelatinasen und membranassoziierte Me-
talloproteinasen mit verschiedener Substratspezifitit, die abhingig von der Wellenldnge
induziert werden. Dies fiihrt zu einem Ungleichgewicht zwischen MMPs und ihren spe-
zifischen Gewebeinhibitoren (TIMPs, tissue inhibitors of MMPs) zugunsten der MMPs.
Infolge des Ungleichgewichts erfolgt ein verstiarkter Abbau von Komponenten der extra-
zelluldren Matrix, was letztlich die Photoalterung bedingt. Durch UV-Strahlung generierte
ROS aktivieren mitogen- und stressabhéngige Proteinkinasen und nachfolgend Transkrip-
tionsfaktoren, die die Induktion der entsprechenden MMPs fordern. Hervorzuheben ist
dabei der Transkriptionsfaktor AP-1."

Eine chronische UV-Exposition verbunden mit oxidativem Stress wird auch im Zusam-
menhang mit der Inzidenz von Hautkrebs gesehen (Abb. 7). Basaliome, Plattenepithelkar-
zinome und Melanome entstehen durch neoplastische Transformation der epidermalen
Keratinozyten bzw. Melanozyten. Diese Entwicklung ist ein Mehrstufenprozess (Initia-
tion, Promotion und Progression), dem genetische und epigenetische Veridnderungen zu
Grunde liegen und der eine Storung der zelluldren Homdoostase mit sich bringt. Die Ho-
moostase wird durch drei Kommunikationsprozesse aufrechterhalten. Neben der extra-
und intrazellulédren spielt die direkte Zell-Zell-Kommunikation (ZZK) tiber Gap Junctions
eine wesentliche Rolle. Storungen dieser Kommunikationsprozesse fordern die Krebsent-
wicklung.

Die molekularen Mechanismen, die einer Steigerung oder Verminderung der interzel-
luldren Kommunikation wihrend der Tumor-Stroma-Interaktion zu Grunde liegen, sind
bisher nur unzureichend untersucht. Eine Verminderung der metastatischen Aktivitéit der
Tumorzellen durch Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kommunikation der stromalen Zel-

19 Vgl. Brenneisen ef al. (2002).
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Tumorzelle

Geninduktion

Geninduktion

u. a. MMP-1/-3/-9 (stromaler)
Fibroblast

Kollagendegradation =) z. B. Photoalterung,
(= Gewebezerstérung, Invasion) Photokarzinogenese

Abb. 7: UV-Effekte und die Folgen.

len mittels Mikronéhrstoffen ist eine Moglichkeit der Kontrolle. In diesem Zusammen-
hang wurde gezeigt, dass neben einer gestorten (heterologen) ZZK zwischen stromalen
Fibroblasten und Tumorzellen die (homologe) ZZK zwischen den Fibroblasten mittels
eines parakrin wirkenden, von den Tumorzellen sezernierten Faktors signifikant vermin-
dert wird,?® der als der transformierende Wachstumsfaktor-beta 1 (TGF-{31) identifiziert
wurde.?! Eine Vorinkubation der stromalen Zellen mit Natriumselenit oder dem antioxi-
dativ wirkenden N-Acetylcystein erhilt die ZZK zwischen den stromalen Zellen, was fiir
eine Beteiligung von reaktiven Sauerstoffverbindungen in der Tumor-Stroma-Interaktion
spricht.

Photoprotektion durch Antioxidantien

Sonnenbrand, vorzeitige Hautalterung sowie ein erhohtes Risiko fiir Hauttumoren sind die
Folgen iiberméBiger Sonnenexposition; auch photoallergische und phototoxische Reaktio-
nen werden beobachtet. Photooxidative Prozesse spielen vermutlich eine zentrale Rolle in
der Pathogenese, daher liegt es nahe, Antioxidantien in der Photoprotektion zu verwenden.
Neben topischer Applikation kommt auch die endogene Anwendung von antioxidativen
Mikronéhrstoffen in Frage, obwohl deren Wirksamkeit noch kontrovers diskutiert wird. 2

Die meisten oralen Sonnenschutzmittel enthalten als wirksamen Bestandteil 3-Carotin,
oft in Kombination mit anderen Antioxidantien wie Vitamin E. Bisher vorliegende Un-
tersuchungen am Menschen zur photoprotektiven Wirkung von 3-Carotin und analogen

20 Vgl. Stuhlmann et al. (2003).
21 ygl. Stuhlmann ef al. (2004).
22 ygl. Sies und Stahl (2004).
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Verbindungen beziehen sich auf die Verhinderung oder Abmilderung des Sonnenbrands
(Erythema solare) und auf die akute Reaktion der Haut auf die Einwirkung ultravioletter
Strahlung (insbesondere UV-B-Strahlung). Die Studien zur Verwendung von -Carotin im
endogenen Sonnenschutz zeigen, dass nach einer Einnahme von 15 bis 30 mg pro Tag iiber
einen Zeitraum von etwa zehn bis zwolf Wochen Schutzeffekte erzielt werden konnen.?
Im Gegensatz zu topischen Sonnenschutzmitteln (z. B. Sonnencreme) kann durch Sup-
plementierung mit 3-Carotin nur ein moderater Lichtschutz erzielt werden. Die Vorteile
liegen jedoch in einem permanent vorhandenen Schutz, der alle Hautbereiche abdeckt.
Die Einnahme von (-Carotin erhoht den Grundschutz der Haut. Dies ist aber keinesfalls
ausreichend, um einen Schutz bei starker Sonnenexposition zu gewihrleisten. Hier sind
zusitzliche SchutzmafBinahmen erforderlich.

Unter Erhalt der schiitzenden Effekte kann (3-Carotin in den Préparaten zumindest teil-
weise durch andere Carotinoide ersetzt werden.?* Mit einer Kombination von Lycopin,
Lutein und 3-Carotin, in Dosen von 8 mg pro Tag von jeder Einzelverbindung, wurde die
gleiche Wirkung erzielt wie mit 24 mg 3-Carotin pro Tag allein. Auch mit Lycopinpri-
paraten aus synthetischen und natiirlichen Quellen wurden Untersuchungen zur Photopro-
tektion am Menschen durchgefiihrt.>> Nach Gabe von Lycopin im Dosisbereich von 8 bis
10 mg pro Tag iiber einen Zeitraum von zwolf Wochen war die Ausprigung des Erythems
nach UV-Exposition im Vergleich zum Ausgangswert vermindert. Die Effekte waren unter
Supplementierung mit Lycopin aus natiirlichen Quellen ausgeprigter, was auf zusétzliche
Inhaltsstoffe, wie z. B. Phytoen oder Phytofluen, zuriickgefiihrt wird.

Sonnenschutzeffekte kann man auch durch den Verzehr carotinoidreicher Nahrung er-
zielen. Zur Untersuchung der photoprotektiven Wirkung von Lycopin wurde als lycopin-
reiche Nahrungsquelle Tomatenpaste verwendet.?® Nach dem Verzehr von 40 g Tomaten-
paste pro Tag tiber einen Zeitraum von zehn Wochen (tdgliche Lycopinzufuhr von etwa
16 mg) war ein deutlicher Anstieg des Carotinoids im Serum zu verzeichnen; auch der
Carotinoidgehalt der Haut war erhoht. Die Intensitit des UV-induzierten Erythems wurde
vermindert. Das Ausmaf} des erzielten Effekts war dem einer Supplementierung mit (-
Carotin vergleichbar. Es ist also moglich, mit Nahrungsmitteln Sonnenschutz zu betreiben.
Als Mechanismus der Schutzwirkung werden die antioxidativen Effekte der Carotinoide
angesehen.?’

Flavonoide als antioxidative Mikronihrstoffe

Zu den Nahrungsfaktoren mit antioxidativer Wirkung gehoren auch Polyphenole, dar-
unter die Gruppe der Flavonoide, denen unter anderem protektive Wirkungen bei Herz-
Kreislauf-Erkrankungen zugeschrieben werden. Wichtige Quellen fiir Flavonoide sind ro-
ter Traubensaft und Rotwein, griiner und schwarzer Tee, Kakao und Schokolade, diverse
Obstarten und Fruchtsifte sowie griine Pflanzenteile und Zwiebeln. Auf Grund ihrer Struk-
tur sind Flavonoide in der Lage, ROS abzufangen und Metallionen zu komplexieren. Ne-
ben diesem klassischen Wirkprofil zeigen Polyphenole auch inhibitorische Effekte auf

23 Vgl. Sies und Stahl (2004) sowie Heinrich ez al. (2003).
24 Vgl. Heinrich et al. (2003).

25 Vgl. Aust et al. (im Druck).

26 Vgl. Stahl ez al. (2001).

27 Vgl. Sies und Stahl (2004).
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prooxidative Enzyme wie Lipoxygenasen, Myeloperoxidase, induzierbare NO-Synthase,
NADPH-Oxidase und Xanthinoxidase.

Epicatechin und andere Flavonoide hemmen dosisabhingig rekombinante menschliche
5-Lipoxygenase.?® Die 5-Lipoxygenase ist das Schliisselenzym der Biosynthese der Leu-
kotriene, einer wichtigen Gruppe von Entziindungsmediatoren, die bei verschiedenen Er-
krankungen eine Rolle spielen (Abb. 8). Der Verzehr flavanolreicher Schokolade fiihrt zur
Senkung des Plasmaspiegels an Leukotrienen. Auch andere Lipoxygenasen des Sdugeror-
ganismus, darunter die 15-Lipoxygenase-1, werden durch Flavonoide gehemmt.?

Der 5-Lipoxygenase-Weg

Membranphospholipide ~<€——— Zell-Stimuli

Phospholipasen

Arachidonséure
i 5-Lipoxygenase, Ca?, FLAP
LTA,
LTAHydrolase GSH-S-Transferase
LTBs LTCa, D4, Es

Abb. 8: 5-Lipoxygenase in der Leukotrienbiosynthese.

Die Myeloperoxidase (MPO) spielt eine Rolle bei der Infektabwehr. Mittels der durch
dieses Enzym gebildeten reaktiven Verbindungen t6ten die phagozytierenden Leukozyten
und Makrophagen pathogene Mikroorganismen ab. Die MPO modifiziert jedoch auch das
Low-Density-Lipoprotein (LDL) des Plasmas oxidativ, wodurch dieses in eine die Arterio-
sklerose fordernde Form umgewandelt wird. Bemerkenswerterweise reagiert die MPO in
Gegenwart von Wasserstoffperoxid nicht nur mit Chlorid unter Bildung von Hypochlorit,
sondern auch mit Nitrit, das dabei in das stark oxidierende und nitrierende NO,-Radi-
kal umgewandelt wird. Dadurch ist eine Verbindung der MPO mit dem Stoffwechsel des
Stickstoffmonoxids (NO) und den reaktiven Stickstoffspezies gegeben. Untersuchungen
zur MPO-vermittelten Lipidperoxidation im LDL zeigen, dass diese maf3geblich von der
Gegenwart von Nitrit abhingt; die Reaktion wird durch Flavonoide in mikromolaren Kon-
zentrationen unterdriickt.

Epicatechin hemmt die Nitrierung von Tyrosinresten im LDL durch das MPO-/Nitrit-
system sowie durch Peroxynitrit. Auerdem hemmen Epicatechin und oligomere Flava-
nole des Kakaos (Procyanidine) die durch Kupferionen katalysierte Oxidation des LDL.
Damit erweisen sich die Flavanole als Schutzstoffe fiir das LDL, woraus eine die Arte-
rioskleroseentwicklung hemmende Wirkung abgeleitet werden kann.

28 Vgl. Schewe et al. (2002).
29 Vgl. Schewe et al. (2001).
30 vgl. Kostyuk et al. (2003).
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Flavonoide in der Privention

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass eine gesteigerte Aufnahme von Flavano-
len mit einem geringeren Risiko verbunden ist, an einer Herz-Kreislauf-Erkrankung zu
erkranken. Kardiovaskulidre Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Diabetes, Rauchen und
hohe Blutfettwerte sind korreliert mit Schiddigungen der Endothelzellen der GefaBwinde.
Als wichtiger Parameter bei der Entstehung einer Gefd3verkalkung gilt die endotheliale
Dysfunktion, definiert als eingeschrinkte Weitstellung der Leitungsarterien bei physiolo-
gischen Reizen. In Kooperation mit Univ.-Prof. Dr. Kelm von der Klinik fiir Kardiologie,
Angiologie und Pulmologie wurden Studien durchgefiihrt, um den Einfluss von Flavano-
len aus Kakao auf den Stickstoffmonoxidstoffwechsel und eine bestehende endotheliale
Dysfunktion zu charakterisieren. Probanden mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wurde
ein flavanolreicher Kakao verabreicht. Der Flavanolgehalt dieses Kakaos entsprach mit
176 mg Flavanol pro 100 ml etwa dem eines Liters Rotwein. Der Grad der endothelialen
Dysfunktion wurde mittels hoch aufldsenden Ultraschalls bestimmt. Hierzu wurde zu-
nichst der Durchmesser der Arteria brachialis im Ellenbeugenbereich bestimmt. Nach
fiinfminiitiger Ischimie des distalen Unterarms durch Aufblasen einer Blutdruckman-
schette wurde eine Flusssteigerung im zufiithrenden Leitungsgefil3, der Arteria brachialis,
ausgelost. Damit geht am Endothel eine gesteigerte NO-Synthese einher, die die darun-
ter liegenden glatten Gefdllmuskelzellen relaxiert. Die Durchmessersteigerung wird als
Flow-mediated Dilation (FMD) bezeichnet. Die Messung der FMD stellt ein etabliertes
Verfahren zur nicht invasiven Quantifizierung der Endothelfunktion dar. Aus Plasmapro-
ben wurden die oxidativen Abbauprodukte des Stickstoffmonoxids (NO), Nitrit und Nitrat,
sowie bioaktives an Plasmaproteine gebundenes NO (RNO) bestimmt.

In einer Pilotstudie mit sechs Personen, die mit mindestens einem kardiovaskuldren
Risikofaktor belastet waren, ergab sich, dass die einmalige Aufnahme von 100 ml flava-
nolreichem Kakao zu einer signifikanten reversiblen Verdoppelung der FMD mit einem
Maximum zwei Stunden nach Aufnahme eines flavanolreichen Kakaos fiihrt. In einer
zweiten, randomisierten Doppelblindstudie im Crossover-Design zeigte sich bei weite-
ren 20 Probanden, dass der Verzehr von 100 ml eines flavanolreichen, nicht aber 100 ml
eines normalen Kakaos (Flavanolgehalt < 10 mg pro 100 ml) zu einer Verdopplung der
FMD und der RNO-Konzentration im Plasma zwei Stunden nach der Aufnahme fiihrt.3!
Durch die systemische Inhibition der endothelialen Isoform der NO-Synthase mittels In-
fusion von L-NMMA (L-N¢-Monomethylarginin), einem kompetitiven Inhibitor, konnte
eine durch flavanolreichen Kakao verbesserte FMD und gesteigerte RNO-Konzentration
auf Werte unterhalb der Ausgangsbedingungen zuriickgefiihrt werden. Dies legt die Ver-
mutung nahe, dass Flavanole im Kakao bei Personen mit kardiovaskuldrem Risiko die
Endothelfunktion iiber einen von der NO-Synthase abhingigen Mechanismus verbessern
konnen.

Intervention nach dem Programm ,,5 am Tag — Obst und Gemiise*

Epidemiologische Studien zeigen, dass die erhohte Zufuhr von Friichten und Gemiise mit
einem verminderten Risiko fiir verschiedene degenerative Erkrankungen korreliert ist. Die-
ser Befund wird zumindest teilweise auf die darin enthaltenen antioxidativ wirksamen

31 Vgl. Heiss et al. (2003).
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Mikronihrstoffe wie Carotinoide, Flavonoide oder Vitamin C zuriickgefiihrt. Unter pri-
ventivmedizinischem Aspekt wurde eine weltweite Kampagne, ,,5 am Tag — Obst und
Gemiise®, initiiert, die den erhohten Verzehr von Obst und Gemiise zur Vorbeugung von
Alterserkrankungen propagiert.

Im Rahmen dieser Kampagne wird in Kooperation mit Univ.-Prof. Dr. Siegrist vom In-
stitut fiir Medizinische Soziologie, dem Zusatzstudiengang Public Health und dem be-
triebsdrztlichen Dienst des Universititsklinikums Diisseldorf eine Studie durchgefiihrt,
die Zusammenhidnge zwischen dem Antioxidantienstatus und Risikofaktoren fiir Herz-
Kreislauf-Erkrankungen untersucht. Es soll nachgewiesen werden, ob durch die Inter-
vention mit ,,5 am Tag — Obst und Gemiise* eine Erhohung der Plasmaspiegel an Mi-
kronihrstoffen erreicht werden kann und Anderungen an Biomarkern fiir das Risiko von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen erfolgen.

Eigene Untersuchungen weisen darauf hin, dass bei verschiedenen Erkrankungen das
Antioxidantienmuster unterschiedlich beeinflusst ist.>> Die Bestimmung des Antioxidan-
tienmusters>? kann daher zur Entwicklung einer gezielten Supplementierungs- oder Ernzh-
rungsstrategie eingesetzt werden, erlaubt aber auch Riickschliisse auf pathobiochemische
Mechanismen der Erkrankung. Klinische Parameter wie Ejektionsfraktion des Herzes oder
Intima-Media-Dicke, die Schwere und Verlauf bestimmter Erkrankungen indizieren, sind
signifikant mit einem spezifischen Antioxidantienprofil und mit standardisierten Markern
fiir oxidativen Stress korreliert. Solche Korrelationen wurden in Arbeiten zu Biomarkern
des oxidativen Stresses und zum Antioxidantienstatus im Organismus von Patienten mit
Erkrankungen wie Hirninfarkt, Alzheimerdemenz und Herzinsuffizienz aufgezeigt.>*
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