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JEAN KRUTMANN und FRITZ BOEGE

Der Sonderforschungsbereich 728
s2yumweltinduzierte Alterungsprozesse‘

Seit dem 1. Juli 2007 wird der Sonderforschungsbereich (SFB) 728 ,,Umweltinduzierte
Alterungsprozesse* durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) gefordert. The-
matisch verbunden ist der SFB 728 mit dem seit dem 1. Juli 2004 bestehenden Gradu-
iertenkolleg 1033 ,,Molekulare Ziele von Alterungsprozessen und Ansatzpunkte der Alte-
rungspravention®, iber das bereits im Jahrbuch der Heinrich-Heine-Universitdt Diissel-
dorf 2003 berichtet wurde.! Aufgrund des eng verwandten Schwerpunktes unterstiitzen
sich die an beiden Forschungsbereichen beteiligten Wissenschaftler sowohl inhaltlich als
auch methodisch und arbeiten synergistisch zusammen. Durch diese wissenschaftlichen
Aktivitdten, die zudem gezielt die Forschungen des Instituts fiir umweltmedizinische For-
schung (IUF) an der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf gGmbH — einer extrauniversi-
tiren, der Wissenschaftgemeinschaft Leibniz (WGL) assoziierten Forschungseinrichtung —
integrieren, baut die Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf ihren Forschungsschwerpunkt
Umweltmedizin/Alternsforschung aus.

Der SFB 728 ist gekennzeichnet durch eine Vielzahl von internen und externen Ko-
operationen. Die meisten Arbeitsgruppen sind in medizinischen Instituten titig. Von den
insgesamt 14 Projekten werden sechs in Instituten des Universititsklinikums Diisseldorf
(Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II, Institut fiir Molekulare Medizin, Institut
fiir Neuropathologie, Institut fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Univer-
sitdtshautklinik, Zentralinstitut fiir Klinische Chemie und Labordiagnostik) und weitere
sechs am IUF bearbeitet. Jeweils eine Arbeitsgruppe ist Mitglied der Mathematisch-Na-
turwissenschaftlichen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (Lehrstuhl fiir
funktionelle Genomforschung der Mikroorganismen) und der Medizinischen Fakultit der
Universitit zu Koln (Zentrum fiir Physiologie und Pathophysiologie, Institut fiir Vegetative
Physiologie). Sprecher des SFB ist Univ.-Prof. Dr. Jean Krutmann (IUF); stellvertretender
Sprecher ist Univ.-Prof. Dr. Fritz Boege (Zentralinstitut fiir Klinische Chemie und Labor-
diagnostik).

Ziele

Altern ist eines der am wenigsten verstandenen Phidnomene der menschlichen Biologie.
Nach der allgemein akzeptierten Theorie des disposable soma® entsteht Altern aus einer

' Vgl. Krutmann und Boege (2004).
2 vgl. Kirkwood (1977: 301).
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Summe verschiedener Mechanismen, die die Lebensdauer von biologischen Systemen be-
grenzen. Um welche Abldufe es sich handelt oder wie sie beeinflusst werden konnten, ist
zurzeit allerdings kaum bekannt. In unserer Gesellschaft tritt aber bei steigender Lebens-
erwartung der natiirliche Alterungsprozess immer deutlicher zutage und gewinnt als Er-
krankungs- und Todesursache an Bedeutung. Die Beherrschung vieler der medizinischen
Probleme des hohen Alters bleibt jedoch bislang offen. Der SFB 728 mdochte zur Umkehr
dieses bedrohlichen Trends beitragen. Die beteiligten Wissenschaftler wollen Alterungs-
mechanismen auf molekularer Ebene aufklidren. Forschungsergebnisse sollen modellhaft
auf ganze Organe, unter besonderer Beriicksichtigung der Haut, auf Organismen und letzt-
lich auf den Menschen tibertragbar sein. Sie dienen als Grundlage fiir pharmakologische
Konzepte der Vorbeugung und Behandlung medizinischer Probleme des Alterns.

Wissensstand und Forschungsschwerpunkte

Die Funktionsdauer der meisten biologischen Systeme wird durch eine Vielzahl von Me-
chanismen limitiert, die in ihrer Summe bewirken, dass vor allem im postreproduktiven
Lebensabschnitt Maximalfunktionen, Reservekapazititen, die Anpassungsfahigkeit an un-
giinstige Lebensumstéinde sowie die Fahigkeit zur Kompensation von Defekten kontinu-
ierlich nachlassen. Obwohl Altern ein physiologischer Vorgang ist, wirft er in unserer
Gesellschaft ein quasipathologisches Problem auf. Im Zuge des zivilisatorischen Fort-
schritts konnten durch Verbesserung der medizinischen Versorgung, der Erndhrung, der
Hygiene und der Wohnqualitit die Kindersterblichkeit massiv gesenkt und viele weitere
Ursachen eines vorzeitigen Todes ausgeschaltet werden. Der in westlichen Gesellschaften
beobachtete Anstieg der Lebenserwartung ist die Folge. Er beruht im Wesentlichen nicht
auf einer Verldngerung der maximal moglichen Lebensspanne, sondern auf einem Anstieg
des Prozentsatzes derjenigen Individuen, die ein hohes Alter erreichen. Altern tritt da-
mit als Todesursache und Beeintriachtigungsfaktor der Lebensqualitdt immer mehr in den
Vordergrund. Bereits jetzt belasten ungiinstige und medizinisch relevante, physische und
psychische Begleiterscheinungen des hohen Alters (Gebrechlichkeit, mentale Behinderun-
gen, degenerative Erkrankungen) unsere Versorgungssysteme bis an die Leistungsgrenze.
Angetrieben wird diese Situation durch den stetig steigenden Anteil alter Menschen in
der Bevolkerung. Bedrohlich dabei ist, dass wir das humanbiologische Phinomen Alte-
rung bisher kaum verstehen. Es existieren zwar allgemein anerkannte Hypothesen, deren
Vorhersagen mittlerweile durch molekulare Befunde in einfachen Modellorganismen und
teilweise auch in Mausmodellen bestitigt werden, aber es ist weiterhin unklar, welche
Bedeutung diese Daten fiir den Menschen haben. AuBlerdem fehlen kausal begriindete,
medizinische Bewiltigungskonzepte, mit denen der menschliche Alterungsprozess so be-
einflusst werden kann, dass senile Verfallserscheinungen erst spéter im Leben eintreten
und der davon unbeeintrichtigte Lebensabschnitt linger andauert. Dieses Verstidndnis und
diese Konzepte gilt es nun zu entwickeln mit dem Ziel, die Nutzung der biologisch vor-
gegeben Lebensspanne zu verbessern, nicht sie zu verldangern.

Das biologische Phdnomen Altern erschlieit sich nicht intuitiv, da es entgegen ur-
spriinglichen Vermutungen keinem programmierten Prozess entspringt, sondern der Uber-
lagerung vielfiltiger Zufallsereignisse. Nach der Theorie des disposable soma liegt ein
Versagen der somatischen Homoostase zugrunde, das auf die stetige Akkumulation von
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stochastischen Schidden in Geweben und Organen zuriickzufiihren ist. Dieser Prozess ent-
faltet sich in einem chaotischen Wechselspiel aus multiplen endogenen und exogenen
Mechanismen der Beschiddigung von biologischen Makromolekiilen sowie inaddquaten
Reaktionen des biologischen Systems auf diese Schiden. Hinzu kommen vielfiltige In-
terferenzen exogener Noxen mit zelluldren Signalwegen und Erhaltungssystemen. Diese
und weitere bisher unbekannte Begrenzungsmechanismen verbinden sich zu komplexen
Wirkungsgefiigen, deren Einzelkomponenten in den verschiedenen Zellpopulationen, Ge-
weben und Organen des menschlichen Organismus unterschiedlich gewichtet sind. Daraus
ergibt sich, dass in der Alterung eines jeden Organsystems ein anderer Set von Mecha-
nismen wirksam wird und die genetische Verstirkung einzelner Alterungsmechanismen
niemals das Vollbild einer gleichmifig beschleunigten Alterung des Gesamtorganismus
hervorruft, sondern immer nur einen in einzelnen Organsystemen betonten, segmentalen
Phiinotyp. Uber die letzten 20 Jahre konnte in einfachen, kurzlebigen Modellorganismen,
wie Hefen, Fadenwiirmern und Taufliegen, eine ganze Reihe von molekularen Mecha-
nismen identifiziert werden, die an der Alterung beteiligt sind. Von diesen scheinen fiir
exogen angetriebene Alterungsprozesse der Haut nach heutigem Wissensstand folgende
Mechanismen eine Rolle zu spielen:

e die Destabilisierung des nukledren Genoms, Epigenoms und der Architektur von Zell-
kern und Zytoskelett,

e die Umschaltung zelluldrer Signalwege mit Induktion von Zellzyklusblockaden und
verschiedenen Formen des Zelltodes,

e die klonale Akkumulation mitochondrialer Fehlfunktionen in einzelnen Zellen des Ge-
webeverbandes sowie

e Milieuverdnderungen in der Gewebenische mit verdnderten Zell-Zell- und Zell-Ma-
trix-Interaktionen, verdnderter Vaskularisierung sowie Ab- und Umbauvorgéingen der
Extrazelluldrmatrix, die teilweise eine Folge der makromolekularen und zelluldren Be-
schiadigung sind und teilweise durch Umweltnoxen direkt ausgelost werden.

Destabilisierung von (Epi-)Genom und Zellkernarchitektur

In eukaryotischen Zellen kommt es unter dem stidndigen Einfluss exogener und endoge-
ner Noxen zur Akkumulation von Schédden in Nukleinsduren, Lipiden und Proteinen, die
sich in erster Linie in einer strukturellen und funktionellen Beeintridchtigung der nukle-
dren und mitochondrialen Genome manifestieren. Zellen verfiigen tiber Mechanismen und
Programme, um Schadensakkumulation und Dysfunktionen der makromolekularen Funk-
tionseinheiten zu erkennen und daraufthin mit verschiedenen, spezifischen Stressantworten
zu reagieren. Ein wesentliches Realisationsterrain der Schadensakkumulation, die man
heute als zentralen Motor der Alterung ansieht,? besteht aus den langlebigen Molekiilen
und Strukturen des Zellkerns und des nukleiren Genoms.* Der stringente und kausale Zu-
sammenhang zwischen Genominstabilitit und Zellalterung wird dadurch belegt, dass sehr
viele der bekannten segmentalen progeroiden Humansyndrome auf Defekten der Genom-
homoostase beruhen. Aus unserer Sicht wird die mit dem Alter voranschreitende Dege-
neration des nukledren Genoms im Wesentlichen von drei Prozessen getragen: von der

3 Vel. Kirkwood (2005: 437).
4 Vgl. Lombard et al. (2005: 497).
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Mutagenese des Erbmaterials Desoxyribonukleinsdure (DNS), Verdnderungen des Epige-
noms (DNS-Methylierung und Histoncode) und der Degeneration der Chromatinstruktur,
der Zellkernarchitektur und des Aktin-Zytoskeletts. Diese werden in einer Reihe von Teil-
projekten des SFB intensiv studiert.

Reprogrammierung der Gentranskription in gealterten Zellen

Verinderungen im Genexpressionsmuster sind ein so durchgédngiges Markenzeichen ge-
alterter Zellen und Gewebe, dass man mittlerweile den Alterungsprozess zumindest in
Teilen als transkriptionelle Reprogrammierung auffasst. Derzeit werden wenigstens vier
Gruppen von Mechanismen diskutiert, die zu diesem Phédnomen beitragen: (1) In der Re-
aktion einzelner Zellen auf fortgeschrittene Zustinde der Akkumulation intrinsischer und/
oder extrinsischer Beschiddigung der DNS und anderer makromolekularer Zellstrukturen
werden Seneszenz- und Zelltodprogramme ausgeldst, um eine maligne Transformation zu
verhindern. Dabei kommt es zur Aktivierung oder Inaktivierung verschiedener Genpro-
gramme in den betroffenen Zellen. (2) Daneben akkumulieren im Laufe der Alterung gan-
zer Organismen stochastische Verinderungen in epigenetischen Regulationsmechanismen
der Gentranskription. Diese gehen in diversen Zelltypen mit einer verdnderten DNS-Me-
thylierung einher. Neben globaler DNS-Hypomethylierung, die Genamplifikationen und
Genomdestabilisierung fordert, werden fokale Hypermethylierungen im Promotorbereich
bestimmter Gene beobachtet, die deren Transkription drosseln. (3) Weiterhin sind geal-
terte und seneszente Zellen durch eine degenerierte Zellkernarchitektur gekennzeichnet,
die unter anderem auf der Akkumulation defekter Spleivarianten des Kernhiillenproteins
Lamin A, der Stilllegung beschéddigter Chromatinbereiche und Zellkernproteine in Hetero-
chromatinfokussen sowie einer dynamischen Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts ba-
sieren. Die funktionelle Bedeutung dieser architekturalen Verdnderungen ist derzeit nicht
ganz klar, aber vieles deutet darauf hin, dass sich hierdurch wesentliche genregulatorische
Funktionen des Aktin-Systems, der Chromatinstruktur und des Epigenoms veridndern. (4)
Erndhrungsfaktoren und Umweltnoxen beeinflussen dieses Geschehen, indem sie entwe-
der direkt auf die Gentranskription Einfluss nehmen oder die oben angesprochenen Pro-
zesse modulieren und so indirekt zur transkriptionellen Reprogrammierung gealterter oder
gestresster Zellen und Gewebe beitragen. Wir wollen in unserem SFB durch eine Koordi-
nation verschiedener Untersuchungsstringe zur Aufkldrung dieses komplexen Wirkungs-
gefiiges beitragen.

Zelluliire Seneszenz und Zelltodprozesse

Zu den zelluldren Stressantworten gehort der reversible oder irreversible Eintritt in einen
nicht mehr replikationsfihigen Zustand (Seneszenz) oder die programmierte Selbstzer-
storung (Apoptose und Autophagie). Dabei handelt es sich um evolutionir konservierte
Mechanismen, die in Nematoden, der Taufliege Drosophila melanogaster und Sdugern zu
finden sind und die sich sehr wahrscheinlich entwickelt haben, um eine maligne Zelltrans-
formation zu verhindern. Zelluldre Seneszenz ist ein genetisch festgelegtes Programm, das
mit Ausnahme von Keim- und Stammzellen in allen Korperzellen entweder nach Ablauf
einer begrenzten Zahl an Zellteilungen oder als Antwort auf zelluldre Schédden aktiviert



Der Sonderforschungsbereich 728 ,,Umweltinduzierte Alterungsprozesse* 521

wird und iiber eine Zellzyklusblockade weitere Zellteilungen verhindert.> Seneszente Zel-
len zeigen eine Reihe charakteristischer, wenn auch bislang relativ unzureichend definier-
ter Veranderungen. Typische Merkmale sind ein vergroBertes Zytoplasma und eine abge-
flachte Morphologie sowie eine erhohte Expression der Beta-Galaktosidase, eines héufig
benutzten Markers fiir die Reprogrammierung der Genexpression in seneszenten Zellen.
Mit Hilfe dieses und anderer Marker konnte mittlerweile gezeigt werden, dass sich senes-
zente Zellen in alternden Geweben anreichern. Ebenso wird der Autophagie eine Rolle
in Alterungsprozessen zugeschrieben, da die Suppression von Autophagiegenen in lang-
lebigen Mutanten des Fadenwurms Caenorhabditis elegans (C. elegans) deren erhohte
Lebensspanne wieder verringerte. Der Prozess der Autophagie, der sich durch den lyso-
somalen Katabolismus intrazelluldrer Strukturen und Organellen auszeichnet, wird hiufig
durch Entzug von Wachstumsfaktoren induziert, kann aber auch durch exogene Stresszu-
stinde hervorgerufen werden. Im Gegensatz zur Seneszenz und Autophagie, in der betrof-
fene Zellen im Organismus verweilen konnen, werden durch den Prozess der Apoptose
ungewollte Zellen vollstindig eliminiert. Bei der iiberwiegenden Mehrheit der Organe und
Gewebe kommt es im Verlauf der Alterung zu einem Anstieg der Apoptoserate.

Obwohl die Rollen von Apoptose, Autophagie und zelluldrer Seneszenz im organisma-
len Alterungsprozess noch vollig unklar sind, scheinen sie auf jeden Fall von ambivalenter
Natur zu sein. Einerseits tragen diese Prozesse zur Einschrinkung der Regenerationskapa-
zitdt von gealterten Geweben und Organen bei und 16sen dadurch alterungstypische Ver-
dnderungen im Mikromilieu der Gewebenische aus, wihrend sie andererseits auch Krank-
heiten verhindern, die von gealterten Zellen ausgehen konnen. Ahnlich wie die zellulire
Seneszenz wird auch Apoptose als Antwort auf erhohte DNS-Schiadigung, Telomerver-
kiirzung, oxidativen Stress oder eine inaddquate Expression von Onkogenen aktiviert. Es
ist daher zunichst nicht verwunderlich, dass beiden zelluliren Prozessen dhnliche, konser-
vierte Signalwege zugrunde liegen. Welche Bedingungen jedoch dariiber entscheiden, ob
eine Zelle seneszent oder durch Apoptose und andere Zelltodprozesse vollstindig elimi-
niert wird, ist weitgehend unbekannt. Obwohl diesen Prozessen dhnliche Signalmediatoren
zugrunde liegen, sind die zelluldren Endpunkte jedoch erstaunlich unterschiedlich. Ange-
sichts der unzweifelhaften Bedeutung von Seneszenz und Apoptose fiir den organismalen
Alterungsprozess des Menschen werden die verschiedenen Mechanismen, die diese Zellre-
aktionen induzieren, in letzter Zeit zunehmend als Ansatzpunkte einer Therapie diskutiert,
die auf eine Verbesserung der Organhomdostase und -funktion im Alter abzielt. Dieser
Ansatz ist allerdings hochst ambivalent, weil es in Méusen, je nachdem welcher der bei-
den alternativen Signalwege blockiert wird, entweder zu einer Beschleunigung oder einer
Verlangsamung des Alterungsprozesses kommt. Bevor dieser Weg eingeschlagen werden
kann, ist es deshalb notwendig, das komplexe Wechselspiel zu verstehen, von dem Senes-
zenz und Apoptose (und andere Formen des programmierten Zelltodes) auf zelluldrer und
molekularer Ebene reguliert werden.

Degeneration der mitochondrialen DNS

Gewebe alter Organismen sind durch eine Akkumulation defekter mitochondrialer Geno-
me in einzelnen Zellen gekennzeichnet. Diese fiihrt ab einem gewissen Heteroplasmiegrad,

3 Vgl. Passos und von Zglinicki (2005: 466).
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also ab einem bestimmten Verhiltnis von mutierten zu unmutierten Genomkopien, zu einer
manifesten mitochondrialen Dysfunktion und damit zum Ausfall der Funktion einzelner
Zellen im Gewebeverband, was zu den alterungsbedingten Degenerationserscheinungen
vieler Organe beitrigt. Vor allem in der regulatorischen D-Loop-Region der mitochondria-
len DNS wurde eine Reihe von Punktmutationen gefunden, deren Gehalt mit fortschrei-
tendem Alter deutlich zunimmt® und in einigen Gewebeproben dann bis zu 60 Prozent
der mt-DNS-Kopien betrifft. In erster Linie werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie
zum Beipiel Superoxid, fiir die hohe Mutationsrate des mitochondrialen Genoms verant-
wortlich gemacht. Superoxid kann auf zwei Arten die DNS schédigen: einerseits durch
Oxidation von Basen, andererseits kann es durch Interaktion mit dem DNS-Riickgrat zu
Einzel- oder Doppelstrangbriichen kommen. Derartige Schidden beeintridchtigen in hohem
Male die Atmungskettenaktivitit in den betroffenen Zellen.

Viele Studien wurden durchgefiihrt, um an Gewebeproben beziechungsweise in Kultur
genommenen Fibroblastenzellen eine Korrelation zwischen mitochondrialer Atmungsket-
tenaktivitidt und dem Alter der Spender zu finden. Aber auch die umfangreichste Studie, in
der Skelettmuskelbiopsien von mehr als 200 gesunden Probanden zwischen zehn und 90
Jahren analysiert wurden, zeigte nur eine moderate Abnahme der Aktivitit einiger, nicht
aber aller mitochondrialer Atmungskettenkomplexe. Allerdings spiegeln diese Ergebnisse
nur den lange bekannten Befund wider, dass nur wenige Zellen mitochondriale DNS-Mu-
tationen aufweisen, diese aber mit einem massiven mitochondrialen Defekt mosaikartig ins
Gewebe eingestreut sind. Schon wenige solcher Zellen konnen kausal an der Dysfunktion
alternder Gewebe beteiligt sein, da in vielen Organen erst der intakte Gewebeverband sei-
ne volle Funktionsfihigkeit gewihrleistet. Gute Beispiele dafiir sind die Erregungsleitung
im Herzen, die Kontraktion der Skelettmuskulatur und die kooperative Leistung von Neu-
ronenverbédnden, deren Funktion jeweils durch das schwichste der in Serie geschalteten
Funktionselemente limitiert wird. Die Akkumulation mitochondrialer Fehlfunktionen ist
ein Markenzeichen gealterter Zellen und Gewebe und wahrscheinlich urséchlich und maf3-
geblich an umweltinduzierten Alterungsprozessen beteiligt. Die Ereigniskaskade jedoch,
die von umweltinduzierten strukturellen Verinderungen in Mitochondrien (zum Beispiel
mitochondriale DNS-Schédden) zu nachhaltigen Fehlfunktionen der Atmungskette und von
dort zu den globalen Strukturverinderungen und Fehlfunktionen des gealterten Gewebes
fiihrt, ist derzeit nicht eindeutig geklart.

Es ist ein die Teilbereiche iibergreifendes Ziel des SFB, herauszufinden, wie diese Pro-
zesse ablaufen, wie sie von oxidativem Stress und Umweltfaktoren angestoflen und ver-
stiarkt werden, welche endogenen Prozesse dabei mitwirken und welche Rolle der Gesamt-
prozess fiir die extrinsische Alterung der Haut und anderer Gewebe spielt. Zwei zentrale
Aspekte dieses Fragenkomplexes werden untersucht: Der Mechanismus der mitochon-
drialen DNS-Mutagenese und der Einfluss von mitochondrio-nukleédren Signalwegen. Am
Modell Haut wird von Teilprojekten des SFB die Hypothese, dass Alterung durch exogene
mitochondriale DNS-Mutagenese und klonale Expansion defekter mitochondrialer Geno-
me verursacht wird, systematisch iiberpriift, indem Miduse mit hautspezifischen Defek-
ten der mitochondrialen DNS-Homdostase generiert werden. Ein weiterer Mechanismus,
der im Rahmen des SFB eingehend untersucht wird, ist die Aktivierung von Signalkas-

6 Vgl. Michikawa ef al. (1999: 774).
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kaden zwischen Mitochondrien und Zellkern durch diskrete beziehungsweise transiente
Storungen in der Atmungskette, die iiber die Induktion von Matrix-Metalloproteinasen zu
alterungsrelevanten Verdnderungen im Gewebe fiithren konnen.

Die Haut als Modellorgan

Es wird derzeit nur sehr unvollkommen verstanden, auf welchen Wegen sich molekulare
und zelluldre Alterungsprozesse in die Alterung eines ganzen Organs oder Organismus
umsetzen. Im Grundsatz konnen drei Kategorien von Mechanismen eine Rolle spielen:

1. Unmittelbare Effekte extrinsischer Alterungsnoxen: Umweltfaktoren kénnen eo ipso —
also ohne die Induktion makromolekularer Schidden oder zelluldrer Alterungsvorgén-
ge — strukturelle und funktionelle Verdnderungen des Gewebes induzieren, die zur
Organalterung beitragen.

2. Organalterung als Folge umweltinduzierter molekularer Degeneration: Chronisch ein-
wirkende Umweltfaktoren konnen mittelbar, das heif3t iiber die sich in den betroffe-
nen Zellen beziehungsweise Geweben entwickelnde molekulare Degeneration eine Si-
gnalantwort und in der Folge zelluldre Funktionen auslosen, die die Gewebenische
strukturell und funktionell verindern und hierdurch die fiir ein bestimmtes Organ oder
Gewebe typischen Alterungssymptome verursachen.

3. Erschopfung der regenerativen Reserve: Durch den Verbrauch teilungsfahiger Vorldu-
ferzellen und/oder die Anhdufung von seneszenten Zellen kommt es zu einer Beein-
trichtigung der Selbsterneuerungs- beziehungsweise Reparaturfihigkeit, die zur typi-
schen Atrophie des gealterten Gewebes beitrigt.

Jede dieser drei Kategorien umfasst eine Vielzahl von Einzelmechanismen, die sich
gegenseitig beeinflussen konnen. Umweltinduzierte Organalterungsprozesse sind somit
komplexe systembiologische Vorgédnge. Sie werden nur unzureichend verstanden und ein
die Einzelmechanismen hierarchisierendes und integrierendes Modell der umweltinduzier-
ten Organalterung existiert bislang nicht.

Die Haut ist ein nahezu ideales Modellorgan, um diese komplexen Zusammenhénge sys-
tematisch zu studieren, da sie als Grenzflachenorgan von extrinsischen Alterungsprozessen
unmittelbar betroffen ist. Extrinsische Alterungsprozesse der Haut werden hauptsichlich
durch ultraviolette (UV) Strahlung verursacht. Daher wird der Begriff Lichtalterung syn-
onym verwendet.” Weitere fiir die Hautalterung relevante Umweltnoxen sind Strahlung
im nahen Infrarotbereich und Tabakrauch. Die extrinsische Hautalterung ist als Modell fiir
umweltinduzierte Organalterung besonders gut geeignet, da die klinischen, histologischen
und molekularen Verdnderungen der extrinsischen Hautalterung charakteristisch und von
denen des intrinsischen Hautalterungsprozesses unterscheidbar sind. Die den Alterungs-
prozess anzeigenden Organverinderungen konnen entweder bereits mit dem bloflen Au-
ge abgelesen (Atrophie, Faltenbildung) oder durch einfache Funktionstests (Hautbarrie-
refunktion, Wundheilungsfiahigkeit) nachgewiesen werden oder sind an vergleichsweise
einfach zu gewinnendem bioptischem Material histologisch und molekular belegbar.

In Forschungsarbeiten der letzten Jahre hat man fiir jede der oben genannten Kategori-
en Mechanismen identifiziert, die spezifische strukturelle und funktionelle Charakteristika

7 Vgl. Krutmann und Gilchrest (2006: 33).
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der extrinsisch gealterten Haut erkldren. Allerdings stehen diese Beobachtungen weitge-
hend unverbunden nebeneinander. Die Komplexitit der umweltinduzierten Hautalterung
wird durch eine Reihe weiterer Befunde belegt, deren pathogenetische Einordnung derzeit
noch nicht moglich ist. So finden sich in lichtgealterter Haut im Bereich der oberen Der-
mis, das heiflit innerhalb der Region, die durch die stdrksten strukturellen Verdnderungen
des dermalen kollagenen Bindegewebes charakterisiert ist, vermehrt intrazelluldr gelager-
te oxidierte Proteine. Es ist vollig unbekannt, ob dieses Phdnomen primér oder sekundér
mit dem Alterungsprozess zusammenhéngt und welche pathogenetische Bedeutung es fiir
Verdnderungen der extrazelluldren Matrix hat. Der obere Dermisbereich weist zudem ein
entziindliches Infiltrat auf. Die Einwanderung von Entziindungszellen wurde schon vor
Jahrzehnten beschrieben und mit dem Begriff der Heliodermatitis belegt, ohne dass bis-
her die pathogenetische Relevanz dieses Befundes aufgeklidrt werden konnte. Auch Ver-
dnderungen des Gefdllmusters lassen sich in der extrinsisch gealterten Haut beobachten.
Sie sind vermutlich ebenfalls von pathogenetischer Bedeutung, denn In-vivo-Studien am
Modell der Hairless-Maus haben gezeigt, dass eine chronische UV-Exposition mit einer
vermehrten GefdBneubildung in der Dermis einhergeht. Eine Hemmung der Gefidfneu-
bildung fiihrte zur Hemmung der UV-induzierten Neovaskularisierung und bemerkens-
werterweise auch zur Reduktion der UV-induzierten Faltenbildung. Die beteiligten mole-
kularen Mechanismen sind jedoch vollkommen unbekannt. Es steht zudem aufler Zweifel,
dass auch epidermale Verdnderungen an der Pathogenese der Lichtalterung der Haut betei-
ligt sind. So ist die lichtgealterte Haut durch vielfiltige Storungen der Hautbarrierefunk-
tion gekennzeichnet, die zum Beispiel zu Permeabilititsstorungen, zur Hauttrockenheit,
aber auch zu einer verminderten antioxidativen Kapazitit der Hornschicht fiithren konnen.
Der relative Beitrag dermaler versus epidermaler Prozesse am extrinsischen Alterungs-
prozess der Haut ist jedoch wenig untersucht. Strukturelle Verdnderungen der dermalen
Matrix aufgrund von extrinsischen Alterungsprozessen haben vielgestaltige funktionelle
Konsequenzen und umfassen ein Spektrum von Organverinderungen, die teilweise nur
von kosmetischer Relevanz sind, teilweise aber auch Krankheitscharakter haben, da sie
die Organfunktion der Haut wesentlich beeintrichtigen. Hierzu zidhlen Symptome wie Xe-
rosis, Pruritus, verminderte Hautbarrierefunktion, eine vermehrte Hautvulnerabilitit und
gravierende Wundheilungsstorungen. Alle die Hautalterung betreffenden Phinomene und
Beobachtungen stehen derzeit noch unverbunden nebeneinander und sollen im SFB 728
durch einen integrierten Forschungsansatz hinsichtlich ihrer pathogenetischen Bedeutung
und Hierarchie beleuchtet werden.

Organisationsstruktur und Forschungsziele

Der SFB 728 ist in die drei Teilbereiche A, B und C gegliedert. Diese Einteilung haben
wir von der anfangs genannten Theorie des disposable soma abgeleitet, in der man von
einem dreistufigen Prozess des Alterns ausgeht. Alle Teilprojekte des SFB iiberpriifen ein-
zelne Abschnitte der Alterungshypothese und leiten Strategien der Alternspridvention ab,
die dann in einheitlichen Gewebe- und Tiermodellen gemeinsam erprobt werden. In den
drei Teilbereichen wird ein kohirentes Verstindnis der einzelnen Stufen des Geschehens
erarbeitet. Uber die Teilbereiche hinweg werden komplexe Alterungsmechanismen in ko-
ordinierten Kooperationen untersucht.
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Teilbereich A: Degradation von Makromolekiilen

Die erste Stufe des Alterungsprozesses wird angesto3en durch die irreversible Akkumu-
lation exogen ausgeloster oder endogen entstandener und exogen verstirkter Schidden in
den langlebigen Makromolekiilen der Genome und des Zytoskeletts. Teilbereich A unter-
sucht die Abnutzung zelluldrer Makromolekiile durch das Wechselspiel exogener Stres-
soren und endogener Prozesse des DNS-Metabolismus und der Chromatinstrukturierung.
Im Zentrum steht die Degeneration der nukleidren und mitochondrialen Genome sowie der
Architektur von Zellkern und Zytoskelett. Die Projekte des Teilbereichs A priifen letzt-
endlich die Frage, wie exogene Primérverinderungen einzelner Makromolekiile in ihrer
Interaktion mit endogenen Prozessen des Metabolismus und der Zellteilung zu einer nach-
haltigen und autonom fortschreitenden Degeneration und Dysfunktion der Globalstruktur
fiihren. Es werden drei Mechanismen gepriift, von denen wir glauben, dass sie zu diesem
Prozess wesentlich beitragen: (1) Verstirkung exogener DNS-Veriinderungen und Uber-
tragung indirekter DNS-Noxen auf das Genom durch DNS-Topoisomerasen und andere
DNS-strukturverdndernde Enzyme; (2) Verlust der Transkriptionskontrolle durch Desta-
bilisierung des epigenetischen Netzwerkes, durch Dysregulationen der Aktin-Zytoskelett-
Dynamik in Zytoplasma und Zellkern und durch exogen induzierte Aggregation und De-
generation nukledrer Struktur- und Funktionsproteine; (3) Fehlverteilung des genetischen
Materials wihrend der Mitose durch extrinsische Stérungen von Kinetochor, Spindelappa-
rat, Zentrosom und Spindelkontrollmaschinerie sowie der essenziellen Aktivitit von DNS-
Topoisomerase II.

Teilbereich B: Seneszenz und Apoptose

In der zweiten Stufe des Alterungsprozesses werden Zellen infolge der Akkumulation dau-
erhafter Schiden transkriptionell reprogrammiert und/oder iiber ein Netzwerk von Bewil-
tigungs- und Entscheidungsmechanismen in verschiedene Formen des Zelltodes oder der
zelluldren Seneszenz hineingetrieben. Die Projekte des Teilbereichs B untersuchen also
die Mechanismen, durch die Zellen eine kritische Degeneration ihrer makromolekularen
Systeme und andere nachhaltige Stressfolgen erkennen, die Signalketten, die darauthin
aktiviert werden, und die Entscheidungswege, die schlieBlich zu verschiedenen Formen
von zelluldrer Seneszenz und Zelltod fiihren.

Nach derzeitigem Verstdndnis steht im Zentrum dieser zelluldren Entscheidungswege
der Tumorsuppressor p53, der sowohl proapoptotische als auch zellzyklusinhibierende
Zielgene induzieren kann. Ein Teilprojekt untersucht die Regulation dieser als klassisch
betrachteten Signaldrehscheibe durch die kiirzlich identifizierten pS3-Isoformen und de-
ren vielfdltige posttranslationale Modifizierungen und/oder eine unterschiedliche Kom-
partimentierung sowie die Bedeutung dieser Mechanismen fiir den zelluldren Alterungs-
prozess. Ein weiteres Teilprojekt untersucht den Einfluss von Signalprozessen auf dieses
Geschehen, die iiber die stressinduzierte Hemmung von FoxO-Transkriptionsfaktoren zur
negativen Regulation der Bildung protektiver und die zelluldre Seneszenz potenziell ver-
zogernder Faktoren fiihrt. Weitere Teilprojekte untersuchen (1) den Einfluss mitochondrio-
nukledrer Regulationswege auf Seneszenz- und Zelltodprozesse; (2) retrograde, also von
Mitochondrien ausgehende und nukleédre Prozesse beeinflussende Signalkaskaden; (3) die
Translokation nukleédrer und zytoplasmatischer Proteine in die Mitochondrien infolge von
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Zellstress; (4) Signalprozesse, die nach Belastung mit Infrarotstrahlung von den Mitochon-
drien in Gang gesetzt werden, und deren Beitrag zur Regulation zelluldrer Alterungspro-
zesse; (5) die Assoziation der nukledren Telomerase-Reverse-Transkriptase mit mt-DNS
sowie die Regulation dieses neuen mitochondrialen Wegs durch stressinduzierte Kinasen.

Die iibergeordnete Fragestellung dieses Teilbereichs ist, wie verschiedene Formen des
exogenen Zellstresses mit den jeweiligen Effektorprogrammen interagieren, nach welchen
Regeln hierbei bestimmte Konstellationen von exogenem Stress und zelluldirem Kontext
in spezifische Zellendstufen miinden und welche Faktoren und Einflussgrofen dies len-
ken. Ein weiteres Augenmerk gilt der Frage, wie die ambivalenten Aktionen der beteilig-
ten Effektorsysteme durch Wirkstoffe gezielt beeinflusst werden konnen. Die spezifische
Ausrichtung des SFB 728 auf extrinsische Alterungsprozesse der Haut wird in allen Teil-
projekten des B-Bereichs durch geeignete zellulire Modellsysteme abgebildet. Durch die-
se einheitlichen Experimentierplattformen wird eine optimale Zusammenarbeit mit den
Teilprojekten des Teilbereichs A und eine Aufwirtskompatibilitit zu den organismalen
Experimentiersystemen des Teilbereichs C gewihrleistet.

Teilbereich C: Organ- und Systemalterung

In der Auseinandersetzung des Zellverbandes und der Extrazelluldrmatrix mit seneszen-
ten oder apoptotischen Zellendstufen werden in der dritten Stufe des Alterns schlieBlich
Dysfunktionen und strukturelle Defekte auf das Gewebe iibertragen. Aulerdem kommt es
durch strukturverdndernde Umweltsignale auch auf unmittelbarem Wege zu Veridnderun-
gen des Mikromilieus in der Gewebenische. In ihrer Kumulation rufen diese Prozesse den
Phinotyp des gealterten Gesamtorgans hervor. Diese Prozesse der Gewebe- und Organal-
terung werden im Teilbereich C untersucht, der dariiber hinaus allen librigen Teilprojekten
einheitliche Gewebe- und Tiermodelle zur Erprobung molekularer Alterungsmechanismen
verfiigbar macht. In diesem Teilbereich interessiert uns (1) wie Umweltfaktoren direkt —
also ohne die Induktion makromolekularer Schiden oder zelluldrer Alterungsvorginge —
strukturelle und funktionelle Verinderungen des Gewebes induzieren, die zur Organal-
terung beitragen, (2) wie Umweltfaktoren mittelbar, das heifit iiber die sich in den be-
troffenen Zellen beziehungsweise Geweben entwickelnde molekulare Degeneration, die
Gewebenische strukturell und funktionell verdndern und hierdurch Organalterung verur-
sachen und (3) wie Umweltnoxen durch den Verbrauch teilungsfdhiger Vorlduferzellen
und/oder die Anhdufung von sich nicht mehr teilenden, das heifit seneszenten Zellen die
Selbsterneuerungs- beziehungsweise Reparaturfihigkeit des alternden Organs beeintrich-
tigen. Das ilibergeordnete Ziel des Teilbereichs C ist die Entwicklung und Durchfiihrung
eines koordinierten, integrierten Forschungsansatzes, der es am Ende erlauben wird, um-
weltinduzierte Alterungsmechanismen in ihrer wechselseitigen Bedeutung fiir Organalte-
rungsprozesse einzuordnen.

Hierzu erfolgt in allen Teilprojekten des C-Bereichs eine Fokussierung auf die Lichtal-
terung der Haut als Modellorgan fiir umweltinduzierte Alterungsprozesse. Um eine Ver-
gleichbarkeit der in den einzelnen Teilprojekten erhobenen Befunde zu ermoglichen,
werden die Bestrahlungsprotokolle hinsichtlich der verwendeten Emissionsspektren, der
Bestrahlungsleistung und -dosen standardisiert. In diesem methodischen Verbund beschif-
tigt sich eine Reihe von Teilprojekten mit direkten, durch UV-Strahlung induzierten alte-
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rungsrelevanten Verdnderungen des Hautorgans. Untersucht wird (1) die Wirkung von UV-
Strahlung auf die DNS-Methylierung und die sich hieraus fiir die Hautalterung ergebenden
Konsequenzen; (2) die UVB-induzierte Aktivierung des Arylhydrocarbon-Rezeptor-Si-
gnalweges, die Folgen, die dies fiir den Kollagenstoffwechsel der Haut hat sowie mog-
liche Wechselwirkungen mit der circadianen Rhythmik der Haut und der Wirkung von
Ostrogenen; (3) die molekulare Grundlage der UVB-induzierten Verringerung des Hyalu-
ronsduregehaltes der lichtgealterten Haut; (4) durch welche Mechanismen sich UV-indu-
zierbare beziehungsweise -induzierte Deletionen des mitochondrialen Genoms in Hautal-
terungsprozesse iibersetzen. Wir erwarten uns von dem methodisch eng vernetzten und
inhaltlich komplementiren, integrierten Forschungsansatz im Teilbereich C eine Vielzahl
neuer systembiologischer Erkenntnisse zur Lichtalterung der Haut im Speziellen und zur
umweltinduzierten Organalterung im Allgemeinen.

Untersuchungsmodelle und Methodenschwerpunkte

Zur Untersuchung der umweltinduzierten Alterungsprozesse werden von allen SFB-Teil-
projekten iiberwiegend einheitliche Untersuchungsmodelle verwendet. Auf zellulédrer Ebe-
ne sind dies vor allem primére humane dermale Fibroblasten, einheitlich hergestellte der-
male und komplette humane Hautidquivalentmodelle, das Hairless-Mausmodell sowie von
Teilprojekten des SFB hergestellte, konditionale Méuse. Zudem sind innerhalb des SFB
die Belastungs- beziehungsweise Bestrahlungsprotokolle standardisiert und die Methodik
zur Erfassung der Lichtalterung der Haut auf molekularer, histologischer und klinischer
Ebene durch eine zentrale Methodenplattform vereinheitlicht. Durch diese Ma3nahmen
soll im Sinne eines integrativen Forschungsansatzes eine grotmogliche Vergleichbarkeit
der in den einzelnen Teilprojekten erhobenen Befunde gewihrleistet werden.

Innerhalb der letzten 15 Jahre hat sich C. elegans als ein besonders geeigneter Modell-
organismus zur Erforschung der Genetik von Alterungsprozessen etabliert.® Der Wurm
ist ein représentatives Modellsystem, um den Alterungsprozess multizelluldrer Organis-
men darzustellen und pharmakologische Wirkungen auf diesen Prozess zu studieren, die
auch fiir Sdugetiere relevant sein konnen. C. elegans ist genetisch vollstidndig charakteri-
siert und leicht manipulierbar. Eine groe Anzahl von Mutanten und viele transgene Re-
portergenstimme werden durch das ,,Caenorhabditis Genetic Center* verwaltet und frei
zugédnglich gemacht. Es existieren dariiber hinaus zahlreiche, robuste Standardmethoden
zur Erzeugung von mutierten oder transgenen Stdimmen sowie zur posttranskriptionellen
Genabschaltung.

Alle Teilprojekte konnen auf eine SFB-eigene Core Facility fiir Fluoreszenzmikroskopie
lebender Zellen und Gewebe zugreifen. Diese besteht aus zwei konfokalen Laserscanning-
mikroskopen. Die Aufnahmeeinheiten der Systeme befinden sich in CO,-begasbaren In-
kubationskammern und erméglichen so die Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen iiber
lange Zeitriume. Beide Instrumente decken einen breiten Standardwellenbereich ab (An-
regung von 364 bis 633 Nanometer) und ermoglichen komplementér die quantitative Er-
fassung von Fluoreszenzintensititen fiir Mobilitéts- und Interaktionsstudien. Die beiden
Mikroskope ergénzen sich gegenseitig dadurch, dass eines der beiden einen UV-Laser zur
Untersuchung lokaler UVA-Schidigungen und das andere eine 405-Nanometer-Diode zur

8 Vgl. Schaffitzel und Hertweck (2006: 557).
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Verwendung von photoaktivierbarem GFP (green fluorescent protein) besitzt. 3-D-Bild-
dekonvolution und nicht-lineare Datenregression sind an beiden Systemen etabliert. Die
betreuenden Arbeitsgruppen besitzen langjahrige Erfahrungen mit allen gidngigen fluores-
zenzmikroskopischen Analysetechniken. Die Lebendzellmikroskopie des SFB 728 wird
komplettiert durch ein Cell Observer-System der Firma Zeiss, das auf einem vollmoto-
risierten inversen Fluoreszenzmikroskop basiert. Durch das geschlossene Inkubationssys-
tem werden Langzeitaufnahmen von lebenden Zellen in fast jedem Kultursystem moglich.
So ldsst sich die Wirkung altersrelevanter Substanzen auf eine Zelle beziehungsweise auf
ein bestimmtes, GFP-markiertes Protein iiber sehr lange Zeitraume auf Einzelzellniveau
darstellen. Dariiber hinaus steht den Teilprojekten an den beiden konfokalen Laserscan-
ningmikroskopen je eine Mikroinjektionsanlage sowie ein etabliertes Verfahren zur In-
vivo-Untersuchung der Proteolyse zur Verfiigung.

Die Chromatin-Immunprizipitationstechnologie ist eine Kernexpertise im SFB und
wird von drei Teilprojekten sowie dem molekularbiologischen Zentrallabor des Biolo-
gisch-Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich Heine Universitit (Univ.-
Prof. Dr. Karl Kohrer) systematisch ausgebaut und erweitert. Eine Reihe weiterer Teilpro-
jekte des SFB 728 baut spéter auf dieser Methodenplattform auf.

Die Tandem-Affinititsreinigung (TAP) und die proteomische Charakterisierung von
Multiproteinkomplexen wurden von zwei Teilprojekten des SFB im Rahmen ihrer Vor-
arbeiten etabliert. In Zusammenarbeit mit diesen beiden Teilprojekten sowie dem Gradu-
iertenkolleg 1089 ,,Proteininteraktionen und -modifikationen* stehen Expressionsvektoren
fiir verschiedenen TAP-Tags sowie diverse Sdulenmaterialien fiir die sequenzielle Affini-
tatsreinigung zur Verfiigung. Expertise besitzt der SFB 728 zudem intern als auch tiber
das Proteinanalytische Zentrallabor des BMFZ (Dr. Sabine Metzger) bei proteomischen
Verfahren zur Charakterisierung der Immunprézipitate. Fiir alle Teilprojekte des SFB 728,
die Identifizierung und Charakterisierung von Interaktomen anstreben, steht dariiber hin-
aus ein regelméBiger Arbeitskreis und ein Methodenserver des Graduiertenkollegs 1089
offen, in denen das lokale Wissen und die Erfahrungen mit der TAP-Technologie und
nachgeschalteten proteomischen Verfahren gesammelt und ausgetauscht werden.

Ausblick

Das ultimative Ziel des SFB 728 ist die Modulation limitierender Alterungsmechanismen
durch therapeutische und priaventive Manahmen zur Forderung eines ,,gesunden® Alterns
im Sinne der Verlidngerung des durch senilen Verfall nicht kompromittierten Lebensab-
schnittes. Diese Aufgabe haben wir zweifach fokussiert: Wir konzentrieren uns auf extrin-
sische Alterungsprozesse, die durch Faktoren der Umwelt, Erndhrung und Lebensfiihrung
angetrieben werden und wohl am ehesten medizinisch beeinflussbar sind, sowie auf die
Hautalterung, bei der extrinsische Mechanismen die fithrende Rolle spielen und die von
anderen Hauterkrankungen klar abgrenzbar ist. Wir werden spiter priifen, inwieweit die
an diesem Organ erhobenen Befunde auf die extrinsische Alterung anderer Organe wie
beispielsweise das Zentralnervensystem und das Kardiovaskularsystem tibertragbar sind.
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