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Die Rolle des TRPV1 Rezeptors bei der warmebedingten Hautalterung

E. Besic Gyenge™, S. Breitenbach”, B. Suter”, S. Hettwer”, B. Obermayer”

er TRPV1 Rezeptor ist bei Stress durch Warme und Chemikalien ein SchlUsselsensor in der Haut. Die kontinuierliche Stimulation

dieses Rezeptors fihrt zu empfindlicher Haut und vorzeitiger Hautalterung. Der Albatrellus ovinus Extrakt enthalt Grifolinderivate,
welche diesen Rezeptor blockieren. Durch Bindungsversuche nach dem ELISA Verfahren konnten sowohl ICs, Werte im niedrigen
Mikromolekularbereich als auch eine Blockierung der neuronalen Freisetzung festgestellt werden. In-vivo-Studien, durchgefiihrt mit
einem TSAll-neurosensorischen Analysator und IR-A-Bestrahlung, zeigten in einer Hitze-Stress Situation nach Verwendung einer kos-
metischen Formulierung mit Albatrellus ovinus Extrakt, eine Wohltat fur die Haut. Albatrellus ovinus Extrakt eignet sich zur Beruhi-
gung empfindlicher Haut und schitzt vor warme- und chemikalienbedingten Stressfaktoren. Im Folgenden wird diskutiert, inwieweit
eine Blockierung des TRPV1-Rezeptors zur Verhinderung einer warmebedingten Hautalterung beitragt.
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Einfihrung

Die Hautalterung, als eine progressive und sehr komplexe Ent-
wicklung, ist nicht nur ein Ergebnis von spezifisch genetisch
bedingten Prozessen. Sie wird hauptséchlich durch &uBere
Faktoren aus der Umwelt beschleunigt. Die Haut verliert durch
Bilden von Falten und Verfarbungen, besonders auf Hand, Ge-
sicht und Dekolleté, ihr jugendliches Aussehen. Da diese Kor-
perteile dem Sonnenlicht am meisten ausgesetzt sind, ist es
offensichtlich, dass dauerhafter Kontakt mit Sonnenstrahlung
ein bedeutender ausldésender Faktor fur die Hautalterung ist.
Die Sonnenstrahlung besteht aus 7 % UV, 39 % sichtbare und
54 % Infrarotstrahlung (IR) [1]. Nicht nur UV, sondern auch In-
frarotstrahlung kann die Haut schadigen. So kénnen mindes-
tens 60 % der Sonneneinstrahlung Hautschaden verursachen
oder zu gereizter oder empfindlicher Haut fihren und infolge
dessen zur lichtbedingten Hautalterung (Dermatoheliose). Die
lichtbedingte Hautalterung ist ein kumulativer Prozess, der im
Laufe der Jahre fortschreitet.

UVB-Strahlen sind primére Mutagene, die durch die Epidermis
eindringen und bis in das Stratum papillare der Dermis gelangen.
Beim Kontakt mit UVB resultieren daraus hauptséchlich direkte
DNA- und Proteinschaden sowie Entziindungen, die kurzfristig
betrachtet, Sonnenbrand und eine sehr schmerzempfindliche
Haut verursachen. Auf langer Sicht fiihren sie zu starker lichtbe-
dingter Hautalterung und Krebs. UVA-Strahlen sind in der Lage,
tiefer in die Dermis einzudringen und sie sind der Hauptgrund
fur den Abbau der Dermis. Eine langanhaltende UVA-Strahlung
erzeugt reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Elastin und Kolla-
gen zerstoren, was zu einer reduzierten Dicke der Dermis fuhrt.
Diese Vorgange losen zudem eine Entzindung aus, die den Hau-
tabbau durch Freisetzung der Kollagenase erhéht. Vor kurzem
wurde festgestellt, dass Infrarotstrahlung (IR-A) ebenfalls einen
signifikanten Beitrag zu den Prozessen der lichtbedingten Hau-

talterung leisten [2]. Infrarot produziert ebenfalls ROS und spielt
eine wichtige Rolle bei Entziindungen. Es beeintrachtigt die
dermal-epidermale Junktionszone, reguliert verschiedene Mat-
rix-Metallproteasen hoch und reduziert die Expression von Schlis-
selgenen der extrazelluldren Matrix wie Collagen und Elastin. Als
solches spielt der dauerhafte Kontakt mit IR-A eine wichtigere
Rolle bei der vorzeitigen Hautalterung als erwartet. Schon eine
relativ geringe Temperaturerhéhung fihrt zu einem Kollagen-
abbau [3] und die Bildung freier Radikale ist wesentlich erhoht
[4]. Es ist ganz offensichtlich, dass IR- und Warmebelastung die
gleichen Prozesse zur Hautalterung auslésen wie sie bei der
Exposition gegendber UV-Strahlung stattfinden. Da Infrarot-
strahlung vergleichbar ist mit Warme, kénnen wir den Begriff
. Thermal Ageing” fur Warme und IR-induzierte lichtbedingte
Hautalterung benutzen.

Der TRPV1 (Transient Rezeptor Potential Vanilloid 1) Rezeptor
ist ein gut erforschter Teil der temperaturempfindlichen Calci-
umkandle. Uber die kosmetische Verwendung von TRPV1-Re-
zeptorblockern zur Beruhigung empfindlicher Haut wurde
bereits an anderer Stelle berichtet [5]. TRPV1 ist nicht nur an
der Schmerzwahrnehmung beteiligt, sondern spielt auch eine
wichtige Rolle bei der vorzeitigen Hautalterung. Konzepte
Uber den Einfluss von Hitze und in der Folge durch Aktivie-
rung des TRPV1-Rezeptors induzierte Hautentzindungen und
Effekte der Hautalterung fehlen nach wie vor. Es ist bekannt,
dass der Gehalt an TRPV1 in der Haut alterer Menschen ho-
her sind, was darauf hindeutet, dass dieser Rezeptor an dem
eigentlichen Alterungsprozess beteiligt ist [6]. Dartber hin-
aus erhoht die UV-Strahlung die TRPV1-Werte, was bedeu-
tet, dass TRPV1 an der lichtbedingten Hautalterung beteiligt
ist. Hier bringen wir ein neues Konzept der Hautalterung na-
mens ,Thermal skin ageing” vor (Abb.1), die durch konti-
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nuierlichen Hitzestress auf der Haut verursacht wird. Auf der
Oberflache von Keratinozyten ist neben Neuronen auch der
TRPV1-Rezeptor zu finden [7, 8]. TRPV1 wird durch Tempera-
turen von mehr als 40°C aktiviert und ruft eine entzindliche
Reaktion hervor, die zu einer erhéhten MMP1-Freisetzung und
anschlieBend zu einem gesteigerten Kollagenabbau fihrt [8,
9]. Somit ware die Hemmung von TRPV1 ein guter Ansatz zur
Verhinderung von , Thermal skin ageing”, ebenso wie zur Un-
terstlitzung der Hautberuhigung als Neurokosmetikum [8, 9].
Als Inhibitor wurde 3 % Albatrellus ovinus Extrakt (DEFENSIL®-
SOFT; INCI: Propanediol, Albatrellus ovinus Extract, Citiric
Acid) in einer Formulierung verwendet. Dieser Extrakt, aus ei-
nem essbaren Pilz, enthalt bioaktive phenolische Verbindun-
gen wie Grifolin, Neogrifolin und Scutigeral.

Materialien und Methoden
IC5, -Messungen

Die Messungen wurden wie in [10] beschrieben durchgefuhrt.
Kurz gesagt, der TRPV1 Rezeptor wurde mit einem Gemisch aus
0.2 nM [3H]- radioaktiv markiertem Resiniferatoxin (RTX) und
100 nM nicht markiertem RTX inkubiert. Die Freisetzung des
Radioliganden nach Bindung von kompetitiven Stoffen wurde
mittels Szintigrafie gemessen. Die ICs-Werte wurden mit der
Hill-Gleichung und den erhaltenen Messdaten berechnet.

CGRP-Freisetzung
Es wurde die Fahigkeit von Grifolin getestet, die Freisetzung neu-

ronaler Calcitonin-Gen-verwandte Peptide (CGRP) durch vorge-
schaltete Hemmung des TRPV1 Rezeptors zu unterbinden. Da-

-~ -
Heat

¢

4 ‘\' ‘

Collagen .
Photoageing .
Thermal ageing

Abb.1 TRPV1 spielt eine groBe Rolle bei der licht- und wérmebe-
dingten Hautalterung. Die Darstellung vermittelt die Rolle von
TRPV1 bei UV- und Wérme induzierter MMP1-Aktivitat: Warme
und UV-Licht 16sen TRPV1 aus und erhohen dessen Aktivitat. Durch
die Ansteuerung von TRPV1 wird die MMP1-Aktivitat erhdht und
der Collagen- und Matrix Protein-Abbau gefordert. Dies fihrt
letztendlich zu Hautalterung.
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Inhibition of neurogenic inflammation
CGRP release (pg/ml)

600 W Unstimulated

-32% -34% W No Grifolin
. B Grifolin 10 uM
400 -68% M Grifolin 30 uM
100% ko _gey  Grifolin 100 M
| Grifolin 300 pM

*kk

200

N

Mean + SEM;
n=3;

** =p<0.01
*** =p<0.001
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Abb.2 Grifolin reduziert die Reizung der Nervenenden. Ko-Kulturen aus
Nervenzellen und Keratinozyten wurden mit Losungen, welche sowohl
mit als auch ohne Grifolin versetzt waren, vorinkubiert. AnschlieBend
wurde mit 300 nM Capsaicin stimuliert. Dargestellt sind die Freisetzung
des pro-inflammatorischen Neuropeptids CGRP und der Prozentsatz der
Hemmung. Die CGRP-Freisetzung wurde dosisabhéangig durch Grifolin
gehemmt. Gezeigt sind Mittelwert (Mean) + SEM. Student’s t-test.

fur wurden sensorische Neuronen mit normalen menschlichen
epidermalen Keratinocyten (NHEK) ko-kultiviert und 30 Minuten
mit 30 uM Capsaicin stimuliert, um den TRPV1 Rezeptor zu ak-
tivieren. Die CGRP Freisetzung wurde mit verschiedenen Grifolin
Konzentrationen durch quantitative ELISA-Technik untersucht.

In-vivo Studien

Alle Studien wurden nach den Grundsdtzen der guten La-
borpraxis (GLP) und der guten klinischen Praxis (GCP) und
in Ubereinstimmung mit den Anforderungen des Qualitéts-
sicherungssystems durchgefihrt. Die Studien wurden unter
Berticksichtigung der Helsinki Deklaration des Weltarztebun-
des durchgefuhrt. Alle Studienteilnehmer gaben zu Beginn
der Studie ihre schriftliche Zustimmung. Einzelheiten der Stu-
dienprotokolle sind im Bereich Ergebnisse dargestellt.
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Ergebnisse

Grifolin, Neogrifolin und Scutigeral zeigen eine
ausgezeichnete Affinitat zu TRPV1

Grifolinderivate aus dem Albatrellus ovinus zeigten eine hohe
Bindungsstarke (ICsq) im niedrigen Mikromolekularbereich
(15-30 pyM). Scutigeral zeigte die hochste Starke mit 14.7
UM. Grifolin und Neogrifolin erwiesen sich ebenfalls als sehr
wirksam mit 18.8 uM und 30.8 uM.

Grifolin wirkt einer neurongesteuerten Entziindung
entgegen

Grifolin zeigte bei der Ko-kultur aus sensorischen Neuronen und
NHEK eine konzentrationsabhdngige Hemmwirkung der Capsai-
cin induzierten CGRP Freisetzung (Abb.2). Weniger als 10 uM
Grifolin (~ 0.0003 %) hemmten bereits 1/3 der CGRP Freisetzung.
86 % der hemmenden Wirkung konnten mit 300 uM erreicht
werden, ohne die zelluldre Lebensfahigkeit zu beeintrachtigen.

Albatrellus ovinus Extrakt schiitzt vor Hitze-Stress und
beruhigt hyperalgetische Haut

In einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten, randomisierten
Studie wurde an 17 Probanden mit kaukasischer Haut, im Al-
ter von 26-63 Jahren, ihre Hitzeschmerzschwelle mit einem
TSA Il Neurosensor Analyser (Medoc, Israel) analysiert. Dabei
wurde eine mittig am Unterarm platzierte 9 cm? Thermode mit
einer Temperatur-Rampe im Bereich von 32°C und 50°C mit
einer Steigung von 0.5 °C/s angewandt. War die Hitzeschmerz-
schwelle erreicht, so drlckte der Teilnehmer einen Knopf, um
den Aufwarmprozess zu stoppen. Die Messung wurde nach
14 Tagen wiederholt, nachdem eine Formulierung mit 3% Al-
batrellus oviunus Extrakt (Verum) oder Placebo, zweimal tag-
lich, an dem einen und anderen Unterarm aufgetragen wur-
de. AnschlieBend wurde eine Creme
mit 240 yM Capsaicin (ABC-Cream,
Hansaplast, Germany) auf beiden Un-
terarmen appliziert. Nach 60 Minuten
wurde zur Uberpriifung der hype-
ralgetischen Haut die Hitzeschmerz-
schwelle erneut aufgezeichnet.

Beim Startwert wurden keine unter-
schiedlichen Werte der Hitzeschmerz-
schwellen zwischen den linken und
rechten Armen der Studienteilneh-
mer festgestellt. Nach 14 Tagen An-
wendung der Testformulierungen

MW Baseline
Placebo

B Albatreflus ovinus
extract 3%

Mean + SEM;
n=17;
**=p<0.01

Abb.3 Albatrellus ovinus Extrakt erhoht die Hitzeschmerzschwelle. Links: 3 % Albatrellus ovinus
Extrakt fr 14 Tage mittig am Unterarm angewendet, erhohte die Hitzeschmerzschwelle signifi-
kant (p < 0,01) um 1.5°C. Die Placebo Formulierung zeigte keinen signifikanten Anstieg. Rechts:
Die Aktivierung des TRPV1 Rezeptors mit 240 uM Capsaicin verringerte die Hitzeschmerzschwelle
signifikant (p < 0,01) auf dem mit Placebo behandelten Arm, wéhrend die Formulierung, die

3% Albatrellus ovinus Extrakt enthielt, keine signifikante Veranderung gegentiber dem Startwert
aufzeigte. N = 17. Dargestellt sind Mittelwert (Mean) + SEM. Student’s t-test.

konnte bei Placebo keine signifikan-
te Erhohung beobachtet werden,
wahrend mit Albatrellus ovinus Ext-
rakt eine signifikante Erh6hung von
1.5°C nachgewiesen wurde (Abb. 3,
links). Die Induktion hyperalgetischer
Haut mit Capsaicin zeigte bei Placebo
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eine signifikante Abnahme der Hitzeschmerzschwelle von
1.4°C im Vergleich zum Startwert. Beim Verum ergab sich
keine signifikante Anderung (Abb. 3, rechts).

Albatrellus ovinus Extrakt verbessert IR-induzierte
Barriereschdaden und Hautrotungen

In einer anekdotischen Studie an zwei mannlichen Proban-
den (34 und 44 Jahre) mit kaukasischer Haut wurden zwei
Bereiche mittig auf dem vorderen Unterarm mit einer For-
mulierung behandelt, die 0 % (Placebo) oder 3 % Albatrellus
ovinus Extrakt (Verum) enthielt. 30 Minuten nach der Ap-
plikation wurde die Haut far 10 Minuten einem Standard-
Breitstrahl-IR-Strahler (Philips Infrarot PAR38 150W) bei 200
mW/cm? kreisférmig bestrahlt. Diese IR-Dosis entspricht 80
min Bestrahlung in der europdischen Mittagssonne. Die Hau-
trétung durch IR-Kontakt wurde durch kolorimetrische Ana-
lyse mit einem Haut-Kolorimeter CL400 (a * -value; Courage
& Kazhaka Electronic, Deutschland) aufgezeichnet und die
Wirkung auf die Hautbarriere durch Tewametrie (TEWL, Te-
wameter TM300, Courage & Kazhaka Electronic, Germany)
gemessen.

Skin reddening upon IR-mediated heating
a-values (au), Person #1

+66%

TEWL-values (g/hm?), Person #1
80
Placebo e
W Aibatrellus ovinus 60
12 extract 3%

+27% 40

1:I"‘w\_._‘_' A

20 [=127%
IR o

g 0 1530 &0 90 120

Time (min)
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Barrier impairment upon IR-mediated heating
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W Aborrelius ovinus
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Direkt nach der IR-A-Bestrahlung zeigten beide Bereiche eine
ausgepragte Rotung (Abb.4). Wahrend die entziindliche Reak-
tion in der mit Albatrellus ovinus behandelten Region innerhalb
des IR exponierten Bereichs blieb, verteilte sich die Rétung in
der mit Placebo behandelten Region auBerhalb des exponierten
Bereiches. Die ausgepragte RGtung blieb fir 30 Minuten stark
sichtbar und verschwand auf der Verum-Seite nach etwa 1-2
Stunden. Dies spiegelt sich auch in den parallel erfassten a-Wer-
ten wieder. Auf der Placebo-Seite wurde eine ziemlich dauerhaf-
te Hautrétung erzeugt, welche erst nach 5 Stunden verschwand.
Durch die Untersuchung des TEWL konnte wahrend der Erho-
lungsphase eine ausgepragte Zunahme des transepidermalen
Wasserverlustes aufgezeichnet werden, welcher im mit Placebo
behandelten Bereich im Vergleich zur mit Verum behandelten
Flache signifikant erhoht war (Abb.4 unten links). Ahnliche Er-
gebnisse wurden bei dem zweiten Probanden festgestellt.

Diskussion

CGRP ist ein Mediator, der nach der Aktivierung des TRPV1
Rezeptors freigesetzt wird [11]. Die Freisetzung von CGRP
fahrt zu einer erhéhten Durchblutung und ent-
zindlichen Reaktionen, was Hautalterung zur
Folge hat. Durch die Unterdrickung der Akti-
vierung des TRPV1 Rezeptors kann eine ab-
geschwachte Entzindungsreaktion erwartet
werden. In-vitro Messungen der TRPV1 Rezep-
tor induzierten CGRP Freisetzung zeigten eine
hemmende Wirkung von Grifolin (Abb.2).
Dieses Ergebnis sowie die Verbesserung der
Capsaicin induzierten Hitzeschmerzgrenze, die
Abschwdchung der Hautrétung und des TEWL
nach Anwendung des Albatrellus ovinus Ext-
raktes, deuten auf eine wichtige Abschaltung
der Reaktionen hin, die der Aktivierung des
TRPV1 Rezeptors nachgeschaltet sind. CGRP
spielt eine wichtige Rolle bei der Versorgung
von psoriasiforme Dermatitis [12]. Wahrend die
Denervierung (Entnervung) der Haut zu einer
Verbesserung der Bedingung fuhrt, ergab die
Anwendung von CGRP den entgegengesetzten
Effekt. Bei der atopischen Dermatitis finden sich
zusatzlich mehr CGRP enthaltende Nervenfa-
sern sowie ein erhohter Gehalt an zirkulieren-
dem CGRP. Eine Verringerung dieses Entzln-

Abb.4 Infrarot induzierte Hautrétung ist bei Blockierung des TRPV1 Rezeptors

dungsmediators kdénnte somit zur Erhaltung

weniger stark Oben: Der linke kreisférmige Bereich mittig auf dem vorderen
Unterarm wurde mit 3 % Albatrellus ovinus Extrakt behandelt und die rechte
Seite mit Placebo. Eine 10-mindtige Bestrahlung mit einer IR-A-Lampe induzierte
eine leichte Hautrotung auf beiden Seiten, welche auf der Verum behandelten
Seite deutlich schneller verschwand. Linke Felder: Originalfotos; rechte Felder:
Schwarz/Wei3 Umwandlung. Unten links: a-Werte wurden gegen die Erho-
lungszeit aufgetragen. Die IR-A Lampe wurde bei t = 0 min. ausgeschaltet. Eine
schnellere Erholung wurde mit dem Verum erreicht. Unten rechts: Hier wurde
die Entwicklung des TEWL gegen die Erholungszeit aufgetragen. IR-A Bestrah-
lung verursacht bei Placebo einen hoheren TEWL im Vergleich zum Verum.
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einer normalen Hautfunktion beitragen.

Wichtig ist, dass der TRPV1 Rezeptor hauptsach-
lich ein Warme Rezeptor ist und Infrarot (oder
Hitzestress) die TRPV1 Rezeptor Aktivitat auf
natlrliche Weise auslost. Eine 10-mindtige Be-
strahlung der Haut mit 200 mW/cm?, entspre-
chend einer 80-mindtigen Bestrahlung unter der
europdischen Mittagssonne, verursachte eine
leichte Hautrotung auf der Haut einer Testperson
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(Abb. 4). Eine ausgepragte Rotung von Verum- und Placebo
behandelten Bereichen wurde beobachtet und durch Mes-
sung des a-Wertes bestatigt. Wahrend die Hautrétung auf
der Verum Seite nach 1-2 Stunden verschwand, dauerte es
auf der Placebo Seite 5 Stunden. Daraus lasst sich schlieBen,
dass die TRPV1 Rezeptor Hemmung durch die Grifolinderi-
vate zu einer schnelleren Abnahme des CGRP Spiegels und
schlieBlich zu einer schnelleren Reduktion der Mikrozirku-
lation fuhrt. Infolgedessen vermuten wir weniger entziind-
liche Reaktivitat auf der Verum Seite und somit auch eine
geringere Hautalterung. (Abb.5). Die enorme Zunahme des
TEWL kann vor allem als eine erhéhte Verdunstung durch
die Erwarmung des Gewebes und die erhdhte Aktivitat von
SchweiBdrisen angesehen werden. Da die Anwesenheit von
3% Albatrellus ovinus Extrakt diesen Effekt signifikant ver-
ringerte (p < 0,001), hatte die Anwesenheit von TRPV1 Re-
zeptorblockern vermutlich eine vorteilhafte Wirkung auf die
Hautbarriere. Tatsachlich wurde festgestellt, dass empfindli-
che Haut eine Tendenz zu hoheren TEWL-Werten aufweist,
die somit durch Blockierung des TRPV1 Rezeptors reduziert
werden kénnen [13]. Diese Ergebnisse und unsere Studien
deuten darauf hin, dass die topische Anwendung von na-
tdrlichen TRPV1 Rezeptor Antagonisten, insbesondere Gri-
folinderivate aus Albatrellus ovinus extrahiert, die Hautal-
terung abschwachen und die durch Chemikalien, Hitze und
Bestrahlung mit UV und IR verursachten Missempfindungen
sowohl auf normaler Haut als auch auf empfindlicher Haut
verringern.
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Sensor und reagiert auf potenziell schadliche Reize wie Hitze, Sauren und interne/externe Entziin-

dungsmolekule. Die Aktivierung von TRPV1 fuhrt sowohl zu Schmerzen, Juckreiz und Missemp-
findung als auch zu entzlindlichen Stress und Matrixabbau. Selektive Hemmung und Beruhigung
dieses Rezeptors bietet nicht nur sofortige Schmerzlinderung fiir empfindliche oder irritierte Haut,

sondern verhindert auch durch TRPV1 herbeigefligte vorzeitige Alterung.
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