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1.2 Lebensdauer: Genetische Determinierung und lebensverlangernde Strategien

1.2.1 Altern als zelluldrer und/oder
systemtheoretischer Prozess

Altern ist ein grundlegender physiologischer Pro-
zess, der ausnahmslos in allen arbeitsteiligen mul-
tizelluldren Organismen auftritt. In dieser Arbeit
werden wir uns beim Begriff ,,Spezies besonders
auf Mammalia beziehen - auf Abweichungen wird
hingewiesen. Aus medizinisch-biologischer Sicht
umfasst der Begriff , Altern“ die regressive Phase
des stetigen Wandels von Struktur und Funktion,
den Biirger (1947) als Biomorphose bezeichnete
(Abb. 1.2.1).

Ganz allgemein konnen wir das Altern auch als
Anhidufung von ungiinstigen und nachteiligen An-
derungen charakterisieren, welche das Todesrisiko
erh6hen. Betrachtet man die altersabhingigen Ver-
dnderungen physiologischer Parameter des Men-
schen, so stellt man fest, dass nach einer Phase ra-
schen Zuwachses an funktioneller Kapazitit ein
progressiver Abbau funktioneller Féhigkeiten er-
folgt. Die Riickbildungsphase der Biomorphose
wird allgemein als Altern im engeren Sinne oder
Seneszenz bezeichnet.

Wenn wir vom Altern sprechen, interessiert uns
in erster Linie das Altern des Gesamtorganismus —
aus praktischem Interesse das des Menschen und
verschiedener Haustiere, im Rahmen der Grund-
lagenforschung das von Versuchstieren.

Die Biomorphose physiologischer Funktionen
verlduft bei allen Sdugetieren in weitgehend analo-
ger Weise, sodass die an Sdugetieren gewonnenen
tierexperimentellen Befunde auch Schliisse auf Ge-
setzmifligkeiten der Biomorphose anderer Spezies
dieser Klasse erlauben.
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Wenn auch das Altern ein komplexer biologi-
scher Prozess ist, der auf den physiologischen Ebe-
nen erst Erklirungsmoglichkeiten fiir die dabei
auftretenden Verdnderungen des Organismus lie-
fert, diirfen wir nicht aufler Acht lassen, dass auf
molekularer und zelluldrer Ebene Vorgidnge ablau-
fen, die grundlegend auch fiir das organische Al-
tern sind.

Zwar hat Rosen (1975) tiberzeugend nachgewie-
sen, dass Organismen auch dann altern, wenn die
Zellen selbst keine Alterung zeigten, also ihre opti-
male Funktion unabhidngig von der Zeit immer
erfiillten, doch gelidnge es den Zellen trotzdem nur
dann, das Altern des Organismus zu verhindern,
wenn sie in der Lage wéren, immer von neuem die
Interaktionen zwischen ihnen so zu justieren, dass
die Funktion der iibergeordneten Ebene (Organe)
auf optimalem Niveau aufrecht erhalten werden
kann. Diese Eigenschaften von Zellen konnten bis
jetzt nur in eingeschrianktem Mafle beobachtet wer-
den. Ein betrdchtlicher Teil neuerer experimentell-
gerontologischer Untersuchungen befasst sich mit
altersabhingigen Verdnderungen im molekular-zel-
luldren Bereich, wobei Verdnderungen der Nukleo-
proteine und Fehler der Proteinsynthese die wich-
tigsten Arbeitshypothesen tiber das Altern darstel-
len. Stabilitdt, Verfuigbarkeit und fehlerfreier Fluss
genetischer Information sind grundlegende Bedin-
gungen fiir die Erhaltung von Struktur und Funk-
tion. Es liegt nahe, in diesem Bereich fundamentale
Alternsprozesse zu vermuten (Abb. 1.2.2).

Es erschopft sich also, auch in sehr alten Orga-
nismen, individuell kein Gewebe, Organ oder Sys-
tem funktionell, es sind also ihre kombinierte Ti-
tigkeit, Wechselwirkung und Interdependenz, die
das Uberleben als Ganzes bestimmen (Abb. 1.2.3).
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Abb. 1.2.1. Biomorphose und Vitalitit. Das biologische Al-
ter und damit die Veranderung von Struktur und Funktion
(Biomorphose) spiegelt sich in einem Parameter, den man
Vitalitdt nennt und der die Anderungen der Gesamtkapazitit

angibt. Diese steigt wihrend der Entwicklung bis zu einem
Maximum, um dann bis zum Tod auf Null abzusinken. Wird
die Abszisse normiert, ergeben sich dhnliche Kurven fiir alle
Sdugetierspezies und fiir viele andere Vertebraten
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Abb. 1.2.2. Hierarchie der Alternsprozesse. In der linken Spal-
te ist die organische Ebene dargestellt, auf der Alternsprozesse
auftreten, in der mittleren deren Manifestation und in der
rechten Spalte die messbaren Kenngroflen. Altern taucht zu-

Der erwachsene Organismus wird in erster Linie
durch mindestens zehn Mechanismen in einem
funktionalen Zustand erhalten, welche zusammen
einen substanziellen Anteil aller biologischen Pro-
zesse darstellen. Schliefllich versagen diese Erhal-
tungsmechanismen - vielleicht weil der physiolo-
gisch-anatomische Entwurf mit einem ewigen Le-
ben unvereinbar ist. Weiter ist einsichtig, dass alle
Mechanismen in quantitativ und qualitativ ver-
schiedener Weise zur Erhaltung beitragen, sind
doch alle an der Bewahrung der Homdgostase be-
teiligt.

erst auf der molekularen Ebene auf, ist das Resultat zufélliger
Prozesse und auch eines genetischen Plans, setzt sich auf allen
Organisationsebenen fort und fithrt schliefllich zum Tod. Ge-
gen den Alternsprozess arbeiten Langlebigkeitsstrategien

1.2.2 Inter- und intraspezifische Unterschiede
der Lebenserwartung: Allgemeine
Betrachtungen und genetische Studien
an Wirbellosen, Saugern und Mensch

Die maximale Lebenserwartung (MLP oder MLSP,
»maximum life span potential®) jeder Spezies
hingt von der Wirksamkeit der Erhaltung von Zel-
len und Geweben ab und es ist einsichtig, dass
diese Erhaltung in langlebigen Arten wirksamer
ist. Weiter ist offensichtlich, dass eine umgekehrte
Beziehung zwischen Reproduktionspotenzial und
MLP besteht: die verfiigbaren metabolisch-energe-
tischen Mittel miissen zwischen dem Einsatz in
Fortpflanzung und in Erhaltung des erwachsenen
Somas aufgeteilt werden.

Gerontologen haben in dieser Hinsicht immer
auf die vorhandenen Modelle der Genetiker und
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Abb. 1.2.3. Normaler und entarteter Informationsweg. Ent-
artete Wege fithren zu verschiedenartigen Schéden. In nor-
malen Zellen werden die selten auftretenden Schiden durch
Reparaturmechanismen auf niedrigem Niveau gehalten (di-
cke Pfeile). Bei deren Zusammenbruch kommt es zu abnor-
malen Wegen (diinne Pfeile)

Immunologen zuriickgegriffen. Diese Arten unter-
scheiden sich in Bezug auf ihre Lebenserwartung,
aber auch in Bezug auf morphologische und funk-
tionale Eigenarten. Dabei sind eine Fiille von Da-
ten fiir folgende Arten vorhanden: Hefen, andere
Pilze (Podospora, Neurospora), Protozoen (Amoeba,

Tabelle 1.2.1. Maximale Lebenserwartung von Invertebraten

Ciliaten: Tetrahymena pyriformis, Paramecium),
Algen (Volvox carteri), Radertierchen (Rotifer vul-
garis), Nemathelminthes (Fadenwiirmer: Caeno-
rhabditis elegans), Insekten (Frucht- und andere

Fliegen: Drosophila melanogaster, Musca domesti-

ca), die Miusestimme und Menschen. Die unter-

schiedliche genetische Ausstattung bedingt eine
unterschiedliche MLP und ist auf die spezifische

Selektion zuriickzufiihren (Tabelle 1.2.1, 1.2.2).
Der Umfang und die Vielfalt der Erscheinungen,

auf die wir bei der Betrachtung des alternden Pha-
notyps treffen, zeigen Folgendes: Altern lduft in
verschiedenen Arten unterschiedlich ab, ebenso in
verschiedenen Individuen innerhalb einer Art und
in verschiedenen Organen, Systemen und Geweben
innerhalb eines Individuums (Abb. 1.2.4), weiter
in verschiedenen Zellen innerhalb eines Organs, in
verschiedenen Organellen und auch Makromolekii-
len innerhalb einer Zelle. Es gibt vier Kennzeichen
fiir die Beschreibung und den Vergleich der Al-
ternsgeschwindigkeit in verschiedenen Arten:

e die MLP,

e die mittlere (durchschnittliche) Lebenserwartung
(LE) (50% Uberlebende einer Kohorte, d.h. einer
innerhalb eines bestimmten Zeitraums gebore-
nen Population),

e die initiale Mortalititsrate (IMR, bestimmt
durch die Hauptursache fiir den Tod im frithen
Leben) und

e die Verdopplungszeit der  Mortalitédtsrate
(MRDT, ,mortality rate doubling time®, welche
die Beschleunigung der Mortalitét ausdriickt).

Gattung Art MLP Wo ermittelt?
Schwimme Suberites carnosus 15a G
Nesseltiere Cereus pedunculatus 85-95a G
Plattwiirmer Taniarhynchus saginatus >35a K
Schlauchwiirmer

Fadenwiirmer (Nematoda) Wucheriea bancrofti 17a K

Ridertierchen (Rotifera) Callidina 15 m G
Ringelwiirmer

Vielborster Sabella pavonina >10a G
Gliederfiiller

Spinnentiere Filistata insidiatrix 1l1a G

Krustentiere Astacus 15-25a XXX
Insekten

Fliegen Drosophila melanogaster 9s G

Termiten Neotermes castaneus >25a w

Hautfliigler Lasius niger >19a G
Stachelhduter Seeigel (Echinus esculentus) >8a w
Weichtiere

Schnecken (Gastropoda) Patella vulgata 15a W, WT

Muscheln (Bivalvia) Margaritana margaritifera 70-80a W, WT

MLP maximale Lebenserwartung, G Gefangenschaft, K Kohortenstudien, WT Wachstum, W Wildtiere, a Jahre, 11 Monate,

s Wochen.
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Tabelle 1.2.2. Maximale Lebenserwartung von Vertebraten

Gattung Art

Primaten Rhesusaffe
Gorilla

Homo sapiens (Mensch)

Katze
Hund
Braunbir

Raubtiere

Schaf

Schwein

Pferd

Indischer Elefant

Huftiere

Hausmaus
Hausratte
Eichhérnchen
Stachelschwein

Nager

Fledermiuse Vampirfledermaus

Indische Fruchtfledermaus
Vogel Ringeltaube
Mowe
Steinadler
Eule

Anakonda
Schnappschildkréte
Alligator
Galapagos-Schildkréte

Reptilien

Afrikanische Klauenkrote
Gemeine Krote
Japanischer Molch
Ochsenfrosch

Amphibien

Fische Kabeljau
Hecht
Heilbutt
Guppy
Stor

MLP Wo ermittelt?

45a
54a
122a

28a
34a
47a

20a
27a
46a
70a

3a
5a
24a
27a

20a
3la

35a
44a
46a
68a

29a
>58a

52a
<100a

15a
36a
25a
16a

S0sSs S000 0000 =0 0000 0000 000 O60

>20a
>40a
>60a
6a

>80a WT

===
==
CE=

MLP maximale Lebenserwartung, G Gefangenschaft, WT' Wachstum, W Wildtiere, a Jahre, m Monate, s Wochen.

Die MLP und MRDT sind spezifisch fiir die Arten,
da sie die grofiten Unterschiede zwischen diesen
aufweisen (1:40). Dies zeigt, dass diese Kennzei-
chen durch eine signifikante genetische Kompo-
nente bestimmt werden, wie es Finch (1990) auf
mehreren hundert Seiten ausgefiihrt hat.

1.2.3 Genetische Determination von Altern
oder von lebensverlingernden
Strategien

Immer noch besteht eine kontroverse Diskussion
dariiber, ob das Altern in der Evolution selektiert
wurde und von einem oder mehreren Genen ein

kontrollierter ~Alternsprozess determiniert wird
oder ob die oben erwihnten lebenserhaltenden
Strategien selektiert wurden, d.h. die fiir diese ko-
dierenden Gene, die dann fiir die jeweilige MLP
relevant wurden. Die meisten Daten stiitzen jedoch
einen stochastischen Alternsprozess, dem von le-
bensverlingernden Strategien entgegengearbeitet
wird. Selektiert wird fiir reproduktiven Erfolg, was
keinen Spielraum fiir die Selektion von Altern und
Tod lédsst. Evolutiondre Krifte arbeiten nur fiir Le-
bensprozesse.

Dafiir, dass Altern doch einen genetischen Be-
zug aufweist, sprechen verschiedene Beobachtun-
gen:

e die praktische Grenze der MLP innerhalb einer

Art,

e Zwillingsuntersuchungen und Erbkomponenten,
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Abb. 1.2.4. Abnahme an Substanz und Funktion. Die Balken
geben die Prozent erhaltener Funktion im 80. Lebensjahr in
Bezug auf das 30. Lebensjahr (=100%) an. HG Hirngewicht,
KG Korpergewicht, GU Grundumsatz, GKW Gesamtkorper-
wasser, ZZ zerebrale Zirkulation, GZM Gesamtzellmasse, DL
Dauerleistung, HI Herzindex, GF glomerulédre Filtrationsrate,
FPN Fasern in peripheren Nerven, HFmax maximale Herz-
frequenz, VK Vitalkapazitit, HMK Handmuskelkraft, AG
Atemgrenzwert, RPF renaler Plasmafluss, ES Expirations-
stof3, max0, maximale Sauerstoffaufnahme, KFL Kompressi-
onsfestigkeit Lendenwirbel, vpH-Reg Geschwindigkeit der
pH-Regulation, TIP Thymushormone im Plasma

e vorzeitiges Altern von Mutanten und

e genetische Marker fiir auflerordentliche MLP.
Wie beide Ansichten zu vereinen sind, soll spi-
ter weiter ausgefiihrt werden.

Die genetische Basis der Lebenserwartung versucht
Kirkwood (1985, 1991) anhand von drei Theorien
zu erkldren. Diese hat er nach neuesten Unter-
suchungen erst kiirzlich tiberarbeitet und zusam-
mengefasst (Kirkwood u. Austad 2000) und aus-
fihrlich in einem Gemeinschaftswerk (Finch u.
Kirkwood 2000) und in seinen letzten Biichern
»Aging Vulnerability: Causes and Interventions®,
»Atlas“ und ,,The End of Age“ (Kirkwood 2001)
dargestellt. Im Folgenden werden die betreffenden
Bereiche kurz umrissen.

1.2.3.1 Alternsprogramme

Viele Beobachtungen weisen auf eine weite Verbrei-
tung von Alternsprogrammen hin. So korreliert die
Linge der Reifungsphase mit der Linge der Phase
der Seneszenz, sodass dhnlich programmierte gene-
tische Prozesse beides kontrollieren konnten (Russel

1978); viele Hormone haben einen Einfluss auf bei-
de Phasen (Everitt u. Meites 1989, Regelson 1983,
Gresik et al. 1986, Pierpaoli et al. 1991).

Solche Anderungen bei der Aufrechterhaltung
der Homoostase im Endokrinium oder Nervensys-
tem konnen entweder programmiert sein oder auf-
grund eines Verlusts der Transkriptionskontrolle
auftreten, was zur Programmtheorie des Alterns
fithrte.

Dagegen spricht, dass Wildtiere nicht lang ge-
nug leben und daher die natiirliche Selektion nur
eine sehr begrenzte Gelegenheit hat, einen direkten
Einfluss auf den Alternsprozess auszuiiben. Jedes
hypothetische das Altern beschleunigende Gen wi-
re unvorteilhaft fiir das Individuum. Mit steigen-
dem Alter tritt eine progressive Schwichung der
Selektionskraft auf. Diese ist zu schwach, um die
Anhédufung von Keimzellmutationen mit spét auf-
tretenden schidlichen Effekten zu verhindern. Me-
dawar (1952) spricht vom ,Selektionsschatten®
Daher ist es sehr unwahrscheinlich, dass Altern
per se selektiert wurde.

1.2.3.2 Keimzellgene

Gene in Keimzellen kénnen Mutationen enthalten,
die zwar fiir die Reproduktion vorteilhaft sind, je-
doch spiter schddliche Wirkungen zeigen; wenn
solche in Regionen auftreten, die fiir Proteine ko-
dieren, bei denen die Selektion nicht so streng ist,
fithrt diese spdter zu Schidden und Seneszenz (Wil-
liams 1957), was zur Theorie der pleiotropen Gene
tithrte.

Eine kleine giinstige Wirkung frith im Leben
kann eine spiter schddliche iiberwiegen. Dies fiihrt
zu den nachstehend erlduterten Uberlegungen.

1.2.3.3 Programm fiir Langlebigkeit

Am wahrscheinlichsten ist, dass die Lebenserwar-
tung als Folge eines Tauschhandels (,trade-off“)
zwischen frither Fruchtbarkeit und spatem Uberle-
ben bestimmt wird. Die beste Anlage in die Erhal-
tung des Somas liegt immer unter der hypotheti-
schen Schwelle, die fiir Unsterblichkeit notwendig
wire. Aus diesen Uberlegungen ist die Theorie des
verfiigbaren  (disponiblen) Somas entstanden
(Kirkwood 2000), welche die zentrale Rolle des
Energiestoffwechsels und der Funktionen zur Er-
haltung des Somas bei der Festlegung der MLP
vorhersagt (Abb. 1.2.5).
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Abb. 1.2.5. Theorie des disponiblen Somas. Die Kurve zeigt
das Verhiltnis zwischen dem Einsatz metabolischer Ressour-
cen und Darwin-Tauglichkeit. Die notwendigen Ressourcen
fir unendliche Lebenserwartung, ohne Altern, wiirden die
Tauglichkeit immer unter den optimalen Wert reduzieren.

Es kdme also zu einer optimalen Zuteilung der
Stoffwechselressourcen zwischen der Erhaltung des
Somas und der Reproduktion. Eine wirksame Er-
haltung des Somas ist nur notwendig, um einen
fehlerfreien physiologischen Zustand so lange auf-
recht zu erhalten, bis eine verniinftige Aussicht fiir
das Uberleben in der Wildnis besteht. Da wir wis-
sen, dass nur ein minimaler Bruchteil der Indivi-
duen ein hoheres Alter erreicht, ist einzusehen,
dass ein weiteres Zuteilen der Energieressourcen
in somatische Erhaltungsprozesse nichts zur Selek-
tion beitrédgt. Dies legt nahe, dass Individuen mehr
Energie zur Aufrechterhaltung der Homdostase,
Thermogenese (Berry u. Bronson 1992) und Re-
produktion einsetzen, obwohl dadurch spiter
Schiden auftreten, die unter anderem zur Senes-
zenz fithren kénnen.

Allgemein gilt, dass die MLP des Wildtyps nied-
rig ist, wenn das Niveau der exogenen Mortalitdt
hoch ist - mit all den oben erwdhnten Folgen, was
sich auch auf die MLP derselben Spezies in
geschiitzter Umgebung auswirkt. Daher erkldrt
sich die unterschiedliche MLP der Mammalia, wo-
bei die in der Wildnis besonders geschiitzten Ar-
ten (gepanzerte, fliegende und grofle Tiere, aber
besonders der Mensch) eine sehr hohe MLP auf-
weisen. Der Mensch hat ein extrem leistungsfahi-
ges Gehirn, was eine bessere Arterhaltung ermog-
licht, besonders in Hinblick auf die Aufzucht der
Nachkommen, und zwar auch durch die vorvor-

Um maximale Tauglichkeit zu erreichen, resultiert der opti-
male Aufwand zur Erhaltung in endlicher Lebenserwartung.
Der fiir unendliche Lebenserwartung bendtigte Aufwand, d.
h. Unsterblichkeit, wiirde immer die Tauglichkeit reduzieren
(Kirkwood 1985, Kirkwood u. Austad 2000)

hergehende Generation, also die Grofleltern (Haw-
kes et al. 1998). Ein weiterer Selektionsvorteil in
Bezug auf die MLP ist das Lernen (Niedermiiller
u. Hofecker 1994).

Viele weitere Untersuchungen an verschiedenen
Arten, auf die hier nur kursorisch eingegangen
werden kann, bestitigen die Uberlegungen dieser
evolutiondren Alternstheorie (Klass u. Hirsh 1976,
Masoro 1998, Walford u. Spindler 1997, Shanley u.
Kirkwood 2000, Partridge et al. 1999, Buck et al.
2000, van Voorheis u. Ward 1999, Walker et al.
2000, Finch 1990).

Der Schluss, den wir aus all diesen Unter-
suchungen und Befunden ziehen konnen, ist, dass
verschiedenartigste Gene die MLP bestimmen, wo-
bei sie aber nicht den Alternsprozess per se beein-
flussen, denn nichts weist auf ihre Selektion hin.
Altern ist also nicht programmiert, sondern ent-
steht weitgehend aus der Anhdufung somatischer
Schidden, da begrenzte Energie in die Erhaltung
und Reparatur des Somas angelegt wird. Dariiber
hinaus existieren schddliche und pleiotrope Gene,
welche in hoherem Alter eine ungiinstige Gen-
expression verursachen. Welche Gene an der Be-
stimmung der MLP beteiligt sind, soll im Folgen-
den diskutiert werden.
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1.2.4 Beteiligung von Genen an altersspezifi-
schen Merkmalen und Besonderheiten

Die Untersuchung altersspezifischer Merkmale
kann Schutz- und Risikofaktoren identifizieren. So
ist die Identifikation von Genen, die am erfolgrei-
chen Altern beteiligt sind, ein wichtiger Beitrag zu
genetisch-epidemiologischen Studien des Alterns.
Untersucht werden folgende Merkmale:

das Uberleben;

das erweiterte Uberleben (es konnen z.B. Risi-
kofaktoren gegen ein anderes Risiko schiitzen),
wobei MLP, aktive Lebenserwartung und Gesund-
heitserwartung, das verzogerte oder beschleunigte
Risiko fiir Multimorbiditdt und unerkannte alters-
bezogene Pathologien eine Rolle spielen;

die Geschwindigkeit von Altersverdnderungen
(diese werden von genetischen Faktoren bestimmt,
die eben nicht nur physiologische Funktionen zu
einem bestimmten Zeitpunkt bestimmen);

die genetischen Polymorphismen dieser Merk-
male (Gene fiir die Selektion erhéhter MLP oder
in denen die allelische Variation mit der MLP ver-
bunden ist - s. Tabelle 1.2.5, 1.2.6);

die Gene, die progeroide Syndrome verursachen,
und

die Gene, die quantitative Merkmale beeinflus-
sen, deren Niveau Mortalitdtsraten aus vielfaltigen
Ursachen vorhersagen kann.

1.2.4.1 Vitagene

Durch Selektion wird ein effizientes Vitagennetz-
werk aufgebaut, um die Erfiillung des Lebens-
zwecks zu garantieren: die Fortpflanzung und den
Fortbestand der Generationen. Die Suche nach Ge-
nen, welche den Alternsprozess programmieren
sollten - Gerontogene - ist also obsolet. Auch
wenn bei manchen Arten solche Gene zu existie-
ren scheinen (agel bei C. elegans usw.) kann sich
der Begriff Gerontogene nur auf die funktionale
Umwandlung des Vitagennetzwerks beziehen, her-
vorgerufen durch die dauernde Anhiufung von zu-
talligen Schdden, also einen verdnderten Zustand
der Vitagene; d.h. Gerontogene existieren nur vir-
tuell.

Auf den verschiedenen Ebenen der multizelluld-
ren Organisation finden sich eine Fiille von Genen:
a) auf molekularer Ebene: Erhaltung und Repara-

tur des Genoms, Genauigkeit der Informations-
tibertragung, Umsatz von Makromolekiilen,

Synthese von Stressproteinen, Zerstérung freier
Radikale (,,reactive oxygen species®, ROS);

b) auf zellulirer Ebene: Aufrechterhaltung des
Differenzierungszustands, =~ Regulation  der
Stoffwechselprozesse und der Zellteilung, Auf-
rechterhaltung der Homdostase, der Stabilitét
des zelluliren Milieus (pH, Ionen, Molekiile,
Viskositit), der Stabilitit der Membranen;

c) auf der Gewebs- und Organebene: Neutralisati-
on und Entfernung toxischer Molekiile, Gewe-
beregeneration und Wundheilung, Zelltod und
-ersatz und

d) auf physiologischer Ebene: neuronale, humora-
le, Immun- und Stressantwort, Thermoregula-
tion.

Es ist unseres Erachtens jedoch sinnlos, von genau
10 oder 27 oder 131 Genen zu sprechen, wenn
man bedenkt, dass ein Gen mehrere Strategien
oder mehrere Gene zusammen eine Strategie ko-
dieren kénnen. Dariiber hinaus miissen die ver-
schiedenen Leseraster, das ,Silencing® (Verstum-
men der transkriptionalen Aktivitdt durch ein be-
stimmtes Sequenzmotiv), und alle regulatorischen
Wechselwirkungen von der Replikation bis tiber
die Translation hinaus, beriicksichtigt werden,
denn jedes trdgt in verschiedenem Ausmaf3 zur
Kodierung lebensverlingernder Strategien bei.

Uns werden nur die Ebenen a) und b) interes-
sieren, die beiden anderen werden nur dann
berticksichtigt, wenn molekular-zelluldre Prozesse
betroffen sind.

Etwa ein Viertel der Mammaliagene sind konsti-
tutive Gene (,housekeeping genes®), die ohne wei-
tere Regulation allein aufgrund der Wechselwir-
kungen zwischen RNA-Polymerase und Promotor
exprimiert werden. Sie kodieren oft fiir Funktio-
nen, die in allen Zellen gebraucht und deshalb
tiberall exprimiert werden. Alle iibrigen sind ge-
websspezifisch und induzierbar (Antequera u. Bird
1993). Deutliche Altersverdnderungen sind nur in
induzierbaren Genen bzw. in deren Genexpression
zu finden. Im Gegensatz zur Entwicklung als pro-
grammiertem und gut koordiniertem Prozess ist
Altern, wie oben ausgefiihrt, eine stochastische
und nichtdeterministische Erscheinung. Die Gene,
welche die MLP bestimmen, wurden in Uberein-
stimmung mit der Lebensgeschichte einer Art se-
lektiert, um die essenzielle Lebenserwartung zu si-
chern, also die optimale Zeit, die fiir erfolgreiche
Reproduktion notwendig ist. Diese Gene - zuerst
von Cutler (1973, 1985) als ,longevity determinant
genes“ (LDG) oder ,anti-aging genes“ bezeichnet
- werden Langlebigkeit sichernde Gene (,,longevity
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assurance genes“ (Jazwinski 1996, D’Mello et al.
1994) oder heute einfacher Vitagene genannt (Rat-
tan 1998a,b, 2001).

Wir konnen uns die Vitagene in ein Netzwerk
organisiert vorstellen, zu dem verschiedene Syste-
me gehoren: die DNA-Reparatur, das Immunsys-
tem, die Signaltransduktionselemente, antioxidati-
ve Prozesse, Informationsweitergabe, Stressabwehr,
Wundheilung usw. Obwohl es nach den bisherigen
Ausfithrungen nicht sinnvoll erscheint, von ,,Ge-
rontogenen® zu sprechen, also von Genen, welche
den Alternsprozess per se beeinflussen, ist es viel-
leicht angebracht, in heuristischem Sinn diesen
Terminus zu verwenden, um genabhingige bioche-
mische Prozesse zu beschreiben, die mit dem Al-
tern zu tun haben (Rattan 1995a). Denn spét wir-
kende frithe Mutationen und die schon erwihnte
antagonistische Pleiotropie von Genen, welche fiir
giinstige Wirkungen in der frithen Entwicklung se-
lektiert wurden und spéter - nach der Reprodukti-
onsphase - schidliche Auswirkungen zeigen, um-
fassen ein Repertoire von Genen, deren mutierte
Allele den Alternsprozess beschleunigen oder ver-
langsamen koénnen (Miller 1999). Doch auch diese
sind im eigentlichen Sinn Vitagene.

1.2.4.2 Genexpression

Besonders interessant ist, dass die Expression der
Vitagene in verschiedenen Arten vollig undhnlich
ist; aber auch innerhalb einer Art werden verschie-
dene metabolische Wege kodiert. Besonders einge-
hende Untersuchungen der Hefealternsgenetik hat
Jazwinski (1998, 1999) durchgefithrt und einige
Gene und ihre Produkte identifiziert, wie die lagl-
und lag2-Gene, welche fiir eine Transmembran-
domiéne kodieren, die Signalwege bestimmenden
ras] und ras2, welche den Inositphospholipid-
umsatz stimulieren und am MAP-Kinase-Weg be-
teiligt sind (Abb. 1.2.6), und den sir-Komplex, der
aus vier Loci besteht, die eine transkriptionelle
Stilllegung von Telomeren (Abb. 1.2.7) und HM-
(»haploid mating“-)Loci bewirken (Sinclair et al.
1997). Im Caenorhabditis (C.) elegans sind die bis-
her identifizierten Gene an der Signaltransduktion
beteiligt (Abb. 1.2.8), das agel reguliert die Phos-
phatidylinosit-3-Kinase (PI3K), die Gene daf2 und
dafl6 kodieren fiir ein insulinrezeptorartiges Pro-
tein bzw. eine Familie von Transkriptionsfaktoren
und das trkl ist am Aufbau des Tyrosinkinase-
rezeptors 1 beteiligt (Morris et al. 1996, Kimura et
al. 1997, Lin et al. 1997, Murakami u. Johnson
1998). In der Drosophila (D.) melanogaster ist das

Methusalem-Gen mth ebenso mit erhohter MLP
und Widerstand gegeniiber Stress verkniipft, wobei
es eine Homologie gegeniiber G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptoren aufweist (Lin et al. 1998). Das klot-
ho-Gen der Maus, eine membranstindige Protein-
f-Glukosidase (Kuro-o et al. 1997), und das
menschliche Werner-Syndrom-Gen wrn, eine DNA-
Helikase (Yu et al. 1996), verursachen neben vor-
zeitigem Altern eine Vielzahl an Krankheiten.

Weiter wurden bei der Maus MHC-Regionen als
mogliche Gerontogene identifiziert (Gelman et al.
1988) und beim Menschen bestimmte Allele des
HLA-Locus, der Apolipoproteine und des Angioten-
sinkonvertierungsenzyms (ACE) mit seiner hohen
Lebenserwartung in Verbindung gebracht (Schich-
ter et al. 1994, Jian-Gang et al. 1998). Es gibt auch
wichtige Hinweise darauf, dass DNA-Reparatur-Ge-
ne, wie die ercc-(,excision repair)-Gene in Médusen
und Ratten, mit dem Altern verdndert werden (van
Duin et al. 1988, Louda u. Niedermiiller 1994).

Weitere mogliche Vitagene sind die clk-
(»clock®)-Gene, die bisher nur in C. elegans identi-
fiziert wurden. Sie werden mit dem Zeitmanage-
ment des Zellzyklus in Verbindung gebracht (La-
kowski u. Hekimi 1996), was natiirlich auch die
meisten anderen an der Regulation des Zyklus be-
teiligten Gene zu Kandidaten macht, besonders die
p53- und rb-Gene (Pipkin et al. 1997, Chang et al.
1999, Hsieh et al. 2000) und die damit verbunde-
nen cyclinabhingigen Kinaseinhibitorgene, wie
p16 und p21"9"#! (Stein et al. 1999, Chang et al.
2000, Duli¢ et al. 2000, Medcalf et al. 1996, Pantoja
u. Serrano 1999) in Mammalia. Schlief8lich ist auch
das jiingst in C. elegans entdeckte age2-Gen von
Interesse (Yang u. Wilson 1999).

Abschlielend konnen wir bemerken, dass prin-
zipiell alle Gene des Genoms als Vitagene in Frage
kommen, jedoch nur ein Bruchteil von ihnen und
besonders solche, die den induzierbaren angeho-
ren, eine wirklich bedeutende Langlebigkeits- und
MLP bestimmende Wirkung als Vitagene ausiiben.

1.2.5 Langlebigkeit (,longevity”) als Merkmal

Die MLP ist leicht zu messen. Die Lebenserwar-
tung ist einfach das Alter zum Todeszeitpunkt
oder als anspruchsvolleres Mafl das integrierte
Mortalitdtsrisiko, abgeleitet aus der Summe jahr-
licher Risiken bis zum Tod. Doch wenn wir die Le-
benserwartung als kontinuierliche Variable (Abb.
1.2.9) betrachten, begegnen wir praktischen He-
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Abb. 1.2.6. Ras-MAP-Signalweg. Dieses vereinfachte Schema
zeigt die Phosphorylierungsaktivierung einiger Genprodukte
iiber eine MAP-Kinase-Kaskade ausgehend von Ras (und
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Abb. 1.2.7. Telomeren. Chromosomen enthalten an den Enden Verldngerun-
gen, die aus repetitiven Sequenzen bestehen. Diese Telomeren werden bei jeder
Zellteilung in kleinen Portionen verkiirzt, bis bei gealterten Zellen fast keine
Sequenzen mehr vorhanden sind. Bei Keim- und Krebszellen und bei transfor-
mierten Zellen (,,Unsterblichkeit) werden sie immer wieder durch das Enzym
Telomerase nachsynthetisiert und bleiben daher erhalten
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normaler Wurm veranderter Wurm

Mund Sinnesnervenfaser beschadigte
Sinnesnerven

veranderter
Rezeptor

Hormone

DAF-2
Rezeptor

Signal

reproduktive
5. Zellen

Korperzelle

beschidigte Abb. 1.2.8. Caenorhabditis elegans (Rundwurm).
reproduktive Links ist der Wildtyp gezeigt, rechts die Mutante,
Zellen die eine erhohte Lebenserwartung aufweist. Links:

Das reproduktive und sensorische System des
Wurms sendet Signale aus, welche die Aktivitdt von
Faktoren verdndern, die wiederum - wenigstens -
den DAF2-Rezeptor stimulieren. Solche Faktoren be-
einflussen die MLP. Rechts: Mutanten leben linger
als der Wildtyp, wenn ihre sensorischen Nerven
zerstort werden, der Rezeptor genetisch inaktiviert
wird oder einzelne reproduktive Zellen verletzt wer-
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Abb. 1.2.9. Uberlebenskurven. Zufall: stochastischer
Zerfall von Dingen oder Tod von Organismen, wie z.B.
Wildtierpopulationen, Verlauf nach einer (manchmal
mehrerer) abfallenden Exponentiale; Mexiko 1930:
durch hohe Kindersterblichkeit zuerst exponentialer
Abfall, dann leichte Abweichung, jedoch immer hohe
Mortalititsrate; iiber USA 1900 und Schweden 1960
nihert sich die Kurve dem erwiinschten Ziel eines
Rechtecks an, also maximale Abweichung von Sto-
0 L 0 chastik dank stark wirksamer, meist molekularer

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 und zelluldrer Langlebigkeitsstrategien. Die MLP
Alter in Jahren blieb mit 2100 Jahren immer gleich

% Uberlebende
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rausforderungen bei genetisch-epidemiologischen
Studien: So ist es schwierig, DNA von Individuen
zu gewinnen, bis man das Merkmal (ihr Alter
beim Tod) kennt. Ein Ausweg ist, ihre Genotypi-
sierung aus der Verwandtschaft zu gewinnen. All-
gemein wird oft die Lebenserwartung als zweige-
teiltes Merkmal definiert und DNA von Personen
gewonnen, deren Alter iiber dem Schnittpunkt
liegt.

Es geht hier darum, geeignete Kriterien fiir die
Bestimmung des Alters zu finden, die molekular-
genetische Untersuchungen der Altersmechanis-
men erlauben. Unsere eigene Arbeitsgruppe hat
Parameter als Altersparameter oder Biomarker da-
nach definiert, wie hoch deren Verinderung mit
dem chronologischen Alter korreliert und wie
stark die Verdnderung selbst ist; beides tragt in ei-
nem Faktorenmodell zur Gewichtung (Hofecker et
al. 1980) (Abb. 1.2.10) bei. Arking (1998) zéhlt ei-
ne Reihe von Kriterien auf, denen ein Biomarker
gehorchen muss, darunter folgende:

e Die Anderungsgeschwindigkeit eines Biomar-
kers sollte die des Alterns reflektieren;

e Der Biomarker sollte einen grundlegenden und
wichtigen Prozess darstellen und verfolgen, wie
z.B. die Genexpression eines Vitagens;

e Die Tests sollten hochst reproduzierbar sein
und das biologische Alter reflektieren;

e Die untersuchte Funktion sollte sich schnell ver-
dndern und entscheidend fiir die wirksame Auf-
rechterhaltung der Gesundheit sein;

e Der Biomarker sollte in allen Spezies dieselben
Eigenschaften, also eine hohe interartliche Kor-
relation, haben;

e Er sollte als prospektiver Indikator fiir die Le-
benserwartung und als retrospektiver Marker
fiir das Altern eingesetzt werden konnen;

e Er sollte methodologisch nicht durch vorherige
Messungen beeinflusst werden kénnen und wi-
derstandsfahig gegeniiber experimentellen Be-
dingungen sein und

e Er muss das Alter stichhaltig und verldsslich
messen. Es geht also darum, wie und wie genau
dieses Etwas gemessen wird. Trotzdem werden
wir wohl nie erreichen, dass ein Marker das Al-
tern an sich misst, es werden immer nur Teiler-
scheinungen des Prozesses sein (McClearn

Alter | 99,99%

Proteoglycane (Haut) NG 79,61%
Kollagen Qv | I 79,36%
Laufleistung [N 62,20%
Spontanaktivitat | [ INIEININGE 39,41%
Spontanaktivitzt || I 32,50%
Elastizitat (Aorta) NN 55,73%
Cholesterol (Plasma) NI 64,48%
Lipofuszin (Herz) N 48,11%
Spontanaktivitat (1l [N 14,08%
Kollagen QV Il 53,86%
Lipofuszin (Gehirn) I 95,02%
Kollagen Permeabilitat [l 75,08%
Lipide (Plasma) | 52,16%

EF,

Abb. 1.2.10. Faktorenmodell von Altersparametern. Die Va-
rianzaufspaltung verschiedener Altersparameter mittels Fak-
torenanalyse zeigt an, welche Anteile der Parametervarianz
durch die Faktoren F,-F, erklirt werden konnen. Die leeren
Abschnitte der Balken geben die parametereigene Varianz,

T4 EF, FrF [Cu

die nicht auf die in den Faktoren ausgedriickten Alternspro-
zesse zuriickgefithrt werden koénnen, an (U: Uniqueness).
Die Zahlen neben den Balken (Kommunalititen) geben je-
nen Anteil der Varianz an, der durch die extrahierten Fak-

toren erkldrt wird
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1996). Doch diese Unsicherheit teilt die Geronto-
logie mit allen anderen Wissenschaften. Uns geht
es hier darum, auch im Bereich der molekularen
und genetischen Prozesse des Alterns den
hochsten wissenschaftlichen Standard zu halten.

1.2.6 Genexpression und ihre Regulation
wahrend des Alterns

1.2.6.1 Genexpression

Anderungen der Genexpression umfassen die Gene
fiir Enzyme und andere Proteine, sowie stressindu-
zierte Gene, Onkogene und Transgene. Weiter er-
geben In-vitro-Arbeiten neue Erkenntnisse. Von
Interesse sind auch die Reaktivierung, die erhéhte
Aktivierung, Methylierung, die mtDNA und das al-
ternative Spleifien.

Wie schon ausgefiihrt stellen wir uns die MLP
als genetisch determiniert vor, wobei ihre exogene
Modulierung die LE ergibt (LE: durchschnittliche
oder mittlere Lebenserwartung, auch MLS: ,mean
life span®). Die MLP jeder Spezies hingt von der
Wirksamkeit der Erhaltung von Zellen und Gewe-
ben ab und es ist einsehbar, dass diese Erhaltung
in langlebigen Arten wirksamer ist.

Der fithrende Mechanismus, durch den das Ge-
nom seine Kontrolle ausiibt, ist die Regulation der
Genexpression. Die scharfsinnig differenzierten
und ausgekliigelt eleganten Verdnderungen, welche
wihrend des erwachsenen Lebens auftreten,
konnen deshalb im Spiegel der Genexpression be-
trachtet werden. Heute erlauben neue Techniken
eine sehr genaue Erfassung solcher Anderungen
und Mechanismen.

1.2.6.2 Regulation

Die neue Fiille der Erkenntnisse iiber regulatori-
sche DNA-Sequenzen innerhalb und auflerhalb ko-
dierender Regionen legt nahe, dass die meisten
Gene physiologischen Regulatoren in erwachsenen
Zellen unterworfen sind. Die selektive Genexpres-
sion verlangt eine ebenso selektive, in verschiede-
nen Zellarten unterschiedliche Regulation. Auch
missen die gewebespezifischen Muster erklért
werden (Abb. 1.2.11, 1.2.12, 1.2.13, 1.2.14).

Weiter kann ein Verlust der differenziellen Gen-
expression auftreten, wie z.B. der von Hornsby et
al. (1990) beschriebene Verlust des Steroid-

17a-Hydroxylase-Gens in adrenokortikalen Zellen.
Denn die Zellen zeigen ein stochastisches Muster
des Umschlagens von einem Zustand, in welchem
sie das Gen exprimieren, in einen, in dem das Gen
nicht mehr induzierbar ist. Eine wichtige zelluldre
Funktion féllt also im Alter aus, wodurch die Syn-
these von Androgenen, Ostrogenen und Kortisol
verhindert bzw. eingeschrankt wird.

Drei Arten von Anderungen der Genexpression
konnen beim Altern auftreten: Ein Ansteigen, eine
Verminderung und keine Anderung. Weiter
konnen Gene, die bis zum Erwachsenenstadium
nicht exprimiert werden, danach aktiviert werden.
Uns interessieren besonders die Anderungen, auch
wenn Informationen iiber das molekulare Altern
auch von Ereignissen gewonnen werden konnen,
bei denen keine Anderung auftritt.

Wir wollen hier die Expression verschiedener
Genarten untersuchen, fiir Enzyme, andere Protei-
ne, (Proto)Onkogene und nach Stress induzierbare
Gene; auf die besonderen Verhiltnisse in Zellkul-
turen werden wir in den Abschnitten 1.2.14, 1.2.15
und 1.2.16 eingehen und Verdnderungen in der
mitochondrialen DNA (mtDNA) in Abschnitt
1.2.12 untersuchen.

Die mikrosomalen Enzyme, die in den Organen
von Mammalia, besonders der Leber, wichtige bio-
chemische Funktionen erfiillen, werden von wenigs-
tens 5 Zytochrom-P450-Genfamilien exprimiert.
Untersuchungen der Genexpression (Horbach u.
van Bezooijen 1991) in der Rattenleber zeigten kei-
ne Altersabhédngigkeit, doch ihre exogene Induzier-
barkeit sank in alten Tieren auf ein Drittel. Auch
eine kalorische Reduktion, welche die Lebens-
erwartung um 50% erhohte, regte die Induzierbar-
keit an. Fiir das genauer untersuchte P450(B+E)-
Gen der Leber zeigte sich, dass bei weiblichen und
minnlichen Ratten die Induzierbarkeit sinkt, bei
ménnlichen auch die mRNA-Menge abnimmt. Da-
bei relaxieren die Nukleosomen in der Promotor-
region langsamer, was bedeutet, dass sie kompak-
ter sind. In der Promotorregion gibt es auch weni-
ger DNAse-I-hypersensitive (DH-)Stellen, die mit
Genexpression in Zusammenhang gebracht wer-
den. Viele weitere Gene und Genprodukte wurden
untersucht, darunter solche, die an der oxidativen
Abwehr beteiligt sind. So zeigten Tolmasoff et al.
(1980) eine positive Korrelation zwischen der spe-
zifischen Aktivitdt der Superoxiddismutase SOD,
dem Grundumsatz und der MLP, eine negative mit
dem Altern.

Fibronektine (FNT) sind an Prozessen wie Mat-
rixaufbau, Differenzierung, Signaltransduktion,
Zelladhdsion, Metastasenbildung u.s.w. Dbeteiligt
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Abb. 1.2.11. Altern und differenzielle Genexpression. Uber
den Genen und genetischen Prozessen ist nochmals die Bio-
morphose dargestellt. Das stark vereinfachte Schema zeigt,
wie die Entwicklungs- und reproduktive Phase von einzel-
nen, bestimmten Genen (A-F bzw. G-L) abhingt. Sie wer-
den in aufeinander folgender Weise durch das Einschalten
eines Gens mittels des Produkts eines frither aktivierten
Gens aktiviert. Das Wachstum endet nach einem bestimm-

Abb. 1.2.12. Differenzielle Genexpression. Riickkopplungs-
moglichkeiten der differenziellen Genexpression bei Einwir-
kung von exogenen Faktoren. Antibiotika, Toxine, Matrix-
molekiile, Kleinmolekiile und Ionen kénnen Membranpro-
teine so modifizieren, dass die Signaltransduktion verdndert
wird

-J» GENREPRESSION

ten Zeitraum durch Riickkopplungsrepression eines Wachs-
tum férdernden Gens. Fortgesetzte Reproduktion und Stres-
soren wihrend der Reifephase verursachen den Verlust von
fir die Erhaltung dieser Phase nétigen Faktoren. Andere
Faktoren konnen sich auch anhdufen. Dadurch kommt es zu
einer fortschreitenden Destabilisierung der homdostatischen
Funktion von Genen, was in der Zerstorung vieler Funktio-
nen und im Altern endet
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MMP-13

pro-MMP-2

Abb. 1.2.13. Differenzielle Genexpression am Beispiel von
Matrix-Zell-Wechselwirkungen. Kontakt mit Kollagen I fiihrt
zur Aktivierung von Integrinen, gefolgt von Signal-Kaskaden
und -Netzwerken und Genaktivierung, die von allen diesen
Ereignissen abhingt und sich mit dem Alter @ndert. Es
kommt dabei auch zu posttranslationalen Verdanderungen

— %2 Integrin Q

von Matrixproteinen. EC extrazelluldr, ERK-1,2 extrazelluldre
signalregulierte Kinase, FAK fokale Adhésionskinase, IC Int-
razelluldr, MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase, MMP Ma-
trixmetalloproteinase, P Phosphat, p130°* p130-Protein-
CRK-assoziiertes Substrat; PKC Proteinkinase C, PLC Phos-
pholipase C, PM Plasmamembran, T Talin, V Vinculin

cdc2 H;
Rb- CyCA Hza+28
, DHFR Hs, H
Verinderte c-fos gas hypo- p21 TK P(33N A4
Expression 1d-1H ID-2H PO, pl16 . EAET
G, Friihe mittlere spite G;-Phase
. c-myc 53

Unverinderte 4F1y E—H—

Expression . Abb. 1.2.14. Gednderte (differenzielle) Genexpression im zelluldren
_C_Jun ras Altern. In der mitotischen Zelle spielt sich das Altern im Ablauf
junB odc der Zellzyklusphasen ab; dabei wird differenzielle Genexpression
c-erbB 2F1 durch Riick- und Vorwirtskopplungsprozesse im Lauf des Zellal-
JE3 elf-5A terns erreicht, wobei die Expression einiger Gene herunter-, die an-

- derer hinaufreguliert wird
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und werden von einem Gen exprimiert, dessen
Promotorregion Antwortelemente fiir cAMP (,,cy-
clic adenosine monophosphate®), Glukokortikoide
und Stress enthdlt, also iiber die Signaltransdukti-
on reguliert wird. FNT selbst sinkt im Plasma von
Ratte und Mensch, wobei eine niedrigere Flief3-
gleichgewichtskonzentration der mRNA festgestellt
werden konnte, was einer niedrigeren Transkripti-
on entspricht. Auch hier sind die DH-Stellen von
Bedeutung (Singh u. Kanungo 1991, 1993). Die
niedrigere Expression scheint der Erniedrigung
der trans-wirkenden Faktoren, die an cis-wirkende
Elemente (CRE, ,,cAMP-response element®) binden
und fiir die Stimulation der Transkription notwen-
dig sind, zu entsprechen.

Die Expression von smpl und smp2, welche die
Altersmarker SMP-1 und SMP-2 kodieren, wurde
von Chatterjee et al. (1987) untersucht. smpl, ein
androgeninduzierbares Gen, wird in der Ratte vom
40. bis zum 750. Tag, smp2 bis zum 40. Tag expri-
miert und dann reprimiert, nach dem 750. Tag
wieder exprimiert, ist also durch Androgene repri-
mierbar. Beide variieren mit dem Androgenniveau.
Beim Calbindin, einem Kalzium bindenden Pro-
tein, erfolgt die Expressionsregulation iiber die
Translation, da iiberraschenderweise die mRNA
ansteigt, aber das Calbindin sinkt (Armbrecht et
al. 1989). An der Signaltransduktion ist auch der
epidermale Wachstumsfaktor (EGF) bedeutend be-
teiligt. Er sinkt um 75%, ebenso der Nerven-GF
(f-NGF) (Gresik et al. 1986). Es gibt also bei
Mammalia dramatische Einfliisse auf wichtige Re-
gulationsmechanismen mit dem Altern.

Interessant sind auch die nach Entziindungen in
der Leber gebildeten positiven (ansteigenden) und
negativen (sinkenden) Akute-Phase-Reaktanten
bzw. -Proteine. Von den positiven ruht die Expressi-
on beim T-Kininogen-Gen bei der Ratte bis zu 18
Monaten und steigt dann abrupt an (Sierra et al.
1989). Auch Haptoglobin, ebenfalls positiv, steigt
bis auf das Vierfache (Milman et al. 1988). Beides
zeigt, dass dieser Stress sich bei alten Ratten viel
stirker auswirkt. Andere von den hsp-Genen expri-
mierte Stressreaktionen werden in 1.2.8 behandelt.

Ein dhnliches Expressionsverhalten wie die
Akut-Phase-Proteine zeigen Onkogene: Es kommt
zu einer Hinaufregulierung und Uberexpression
von c-fos, c-myc und c-H-ras in Gehirn, Leber und
Herz alter Ratten (Fujita u. Maruyama 1991). Ent-
weder wird die Expression durch sich anhdufende
Schdden iiber einen noch unbekannten Mechanis-
mus stimuliert oder die in Zellkulturen bekannten
Mechanismen der Zellzyklusregulation werden in
vivo wirksam (s. 1.2.14).

Die komplizierten Verhiltnisse der Anderung
der Regulation der Genexpression bei einem der
bestuntersuchten Modellsysteme der Genetiker,
Drosophila (D.) melanogaster (Fruchtfliege), wer-
den ausfiihrlich bei Helfand u. Rogina (2000) be-
schrieben. D. melanogaster eignet sich ausgezeich-
net fiir solche Untersuchungen, denn fast alle ihre
Zellen sind postmitotisch. Die Autoren haben mit
der ,Enhancer-Trap“-(ET-) und der Reporter-Gen-
Technik unter Verwendung des Reporterproteins
p-Gal, einem genauen Indikator fiir Anderungen
der Genaktivitdt, 49 verschiedene ET-markierte
Gene untersucht und in 80% davon eine dramati-
sche Anderung der Genexpression mit dem Altern
festgestellt. Einige Gene werden dabei durch Me-
chanismen reguliert, welche mit der MLP gekop-
pelt sind und als Biomarker des Alterns dienen
konnen. Diese Untersuchungen ergaben auch ein
weiteres interessantes Resultat: Nicht alle Mecha-
nismen desintegrieren, wenigstens in D. melano-
gaster, was sich aus der konstant bleibenden Varia-
bilitit der untersuchten Parameter ergibt. Die
Homoostase wird also nur partikular und nicht
global verloren. Die Genexpression &ndert sich,
doch es kommt zu keinem globalen Verlust der
Regulation, die sorgfiltig wihrend des ganzen er-
wachsenen Lebens kontrolliert wird.

Zur Genexpression gehort auch das Spleifien
(Abb. 1.2.15). Es gibt ein konstitutives Spleifien, d.h.
die urspriingliche Ordnung der Folge der Exons
bleibt aufrecht, und ein alternatives Spleiflen, d.h.
Pri-mRNAs werden auf mehr als eine Art ge-
spleifit und liefern eine Familie strukturell ver-
wandter mRNAs, die in eine Familie von Protein-
isoformen translatiert wird. So kénnen viele Pro-
teine von einem Gen kodiert werden. Es gibt viele
Isoformen des FNT, mit dem Altern verdndert sich
das Muster betrichtlich (Magnuson et al. 1991).
Die FNT-Synthese in alten Fibroblasten steigt.

In diesem Zusammenhang ist auch zu tiiberle-
gen, was diese gewonnenen Erkenntnisse tiber den
Unterschied des Alterns in mitotischen und post-
mitotischen (hier ist die Expression ganz be-
stimmter einzelner Gene auf ewig festgelegt)
Zellen aussagen. Die Verdnderung des Hormon-
musters greift auch in die Expression und damit
in die Homgostase ein. Schon subtile Anderungen
in diesem Netzwerk konnen iiber die Lebensdauer
hinweg zu ihrer Destabilisierung fithren (Abb.
1.2.16).

Mehr iiber die Genexpression, ihre Regulation
und die Anderungen mit dem Altern werden uns
kiinftige Untersuchungen der trans-wirkenden
Faktoren, die an cis-Elemente des Promotors bin-
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Abb. 1.2.15. Spleiflen. a Einfaches Schema eines Spleif3vor-
gangs bei Eukaryonten (Trypanosoma). Ein Teil der Leader-
RNA (Mini-Exon) wird zuerst an das primédre Transkript
(5'-Ende, analog zur Pra-mRNA) gebunden (gespleifit). Die-
ses primdre Transkript weist keine internen Introns auf und
ist Protein kodierend. Dieses Mini-Exon, das in allen
mRNAs der Trypanosomen vorkommt, hilft dabei der Initia-

tion der Translation. Dieses Spleifien 16st Spaltung und Po-
lyadenylierung am 3’-Ende aus und verdndert sich mit dem
Altern. b Links: Die Pra-mRNA organisiert sich mithilfe von
snRNA (kleine Kern-RNA) selbst und bringt so die Enden
der Exons zusammen, um dann die Introns zu entfernen.
Rechts: Derselbe Vorgang wird durch den Enzym-Protein-
Komplex Spleiflosom katalysiert
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Genom-Stabilitit

Umsatz von
Makromolekiilen

Abb. 1.2.16. Destabilisierung der Genexpression. Diese De-
stabilisierung wird durch besondere Stressoren hervorgeru-
fen, wobei die Abnahme von Energie den zelluliren Wider-
stand beeinflusst. Energie wird durch die Abwehr- und Re-
paratursysteme aufgebraucht, auch Anderungen der Energie
produzierenden Systeme (s. 1.2.12) sind daran beteiligt. Die

den, des Netzwerks sowie der ,cross talks“ der
Signaltransduktion aussagen.

1.2.7 Von den Genen zu funktionellen
Genprodukten wahrend des Alterns

Nur wenn die genomische Information zur Auf-
rechterhaltung der Homdostase prézise in Genpro-
dukte iibersetzt wird, ist sie funktionell bedeut-
sam. Hier sollen die Schritte dazu diskutiert und
Anderungen der wichtigsten Genprodukte auf-
gezeigt, aber auch auf posttranslationale Modifika-
tionen eingegangen werden.

Die Schritte, also die metabolischen Wege, die
von der DNA-Information zu funktionierenden
Proteinen und schlief3lich zu notwendigen Metabo-
liten fithren, sind alle vom Altern betroffen.

Zell-Zell-
Wechselwirkung

Destabilisierung erfolgt in einem wechselwirkenden Netz-
werk. Wenn dazu noch eine Unterversorgung mit Energie-
substraten kommt, fiihrt dies zum stirkeren Auftreten von
Schiden, beschleunigten Zellaltern und Zelltod (s. auch Abb.
1.2.37)

1.2.7.1 Transkription

Zuerst ist die Transkriptionsinitiation vom Altern
betroffen, da sie besonders komplex reguliert wird.
Aus den Untersuchungen, die besonders Campisi
und Mitarbeiter durchgefithrt haben (Dimri u.
Campisi 1994), in denen eine Fiille von Faktoren
gemessen wurden, geht aber kein klares Muster
von Anderungen hervor. Allgemein ist das Niveau
der Transkription reduziert, doch das RNA-Muster
dndert sich nicht. Reduziert sind auch der Nukleo-
tidpool und die Aktivitdt der an der RNA-Synthese
beteiligten Enzyme (Miiller et al. 1995). Schréder
und Mitarbeiter fanden einen bis zu 60fachen An-
stieg der UAG-Suppressor-tRNA, welche das Stopp-
kodon unterdriickt (Schroder et al. 1992). Mit dem
Altern sinken die Gesamtmenge, die Synthese-
geschwindigkeit und die Methylierung der tRNA,
die Gesamt-Polyadenyl-RNA und ihre Linge sowie
die Halbwertszeit der mRNA in einigen Organen.
Weiter fand man in verschiedenen Organen eine
Reduktion der Aktivitdt vieler Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen (aaRS) (Gabius et al. 1982, Takahashi
et al. 1985). Da diese Aktivititen begrenzend fiir
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die Transkriptionsleistung sind, ist ein Zusammen-
hang mit dem Altern anzunehmen, obwohl der de-
taillierte molekulare Mechanismus und seine Be-
deutung noch unklar sind.

Wenig ist bisher iiber die differenzielle Regulati-
on der mRNA-Verfiigbarkeit mit dem Altern be-
kannt, sie wird jedoch durch eine Anderung der
Hybridisierung von mRNA an ihre ¢cDNA nahe ge-
legt.

In verschiedenen Arten, Organen und Zellen
wird von einer signifikanten Abnahme der Menge
und Syntheserate der rRNA berichtet (Medvedev
1986). Welche Folgen ein solcher differenzieller
Verlust verschiedener rRNA-Spezies hat, ist aber
noch vollig unbekannt.

1.2.7.2 Translation

Wie bei der Transkription ist der Initiationsschritt
auch bei der Translation das Hauptziel fiir die Re-
gulation der Proteinsynthese. Da Proteine direkt
und indirekt an allen metabolischen Prozessen be-
teiligt sind und auch bei Abwehrreaktionen eine
grofle Rolle spielen, fallen unter diese Regulation
der Zellzyklus, das Wachstum und die Entwick-
lung, die endokrine Regulation und die Signal-
transduktion, die Bildung von Chaperonen und
Molekiilen der Immunabwehr und alle molekula-
ren Reaktionen auf exogene schiddigende Einfliisse.
Aus eigenen Untersuchungen und aus der Literatur

hat Rattan (1992) eine Ubersicht iiber Alterns-
verdnderungen auf der Translationsebene zusam-
mengestellt (Tabelle 1.2.3, 1.2.4).

So ist bekannt, dass die gesamte translationale
Aktivitit vermindert ist, was z. T. an einer vermin-
derten rRNA-Synthese und schlechterer Bindung
der aatRNA an die Synthetasen und die Riboso-
men, aber auch mit einer reduzierten Ribosomen-
zahl zusammenhidngt. Letzteres konnte mit dem
Ansteigen des antiribosomalen Assoziationsfaktors
(De Rijk et al. 1997, van de Peer et al. 1997) zu-
sammenhédngen, ersteres mit einer immer chaoti-
scher und unkoordinierter werdenden differenziel-
len Transkription der verschiedenen RNAs. Zur
ndheren Erlduterung dieses komplizierten Systems
der Ribosomenassoziation und -bindung hier eini-
ge Hinweise: Die Initiation der Proteinsynthese be-
ginnt mit der Bildung eines Prdinitiationskomple-
xes, wobei zwei eukaryontische Faktoren, eIF3 und
elF6, die ribosomalen Untereinheiten nach der Syn-
these eines Proteins auseinander halten. Um dann
einen terndren Prdinitiationskomplex zu bilden,
muss der Komplex aus eIF2, GTP, Met-tRNAM" mit
der kleinen Ribosomenuntereinheit, die mit eIF3
und eIF4 verbunden ist, zusammentreten. Durch Se-
rinphosphorylierung der eIF2B-Untereinheit wird
die Proteinsynthese gehemmt, da dann keine Bin-
dung von Met-tRNAM* mehr moglich ist. Zur Erldu-
terung ist ein einfaches Schema in Abb. 1.2.17 dar-
gestellt. Auch eIF3 reguliert, indem er durch seine
Bindung an die kleine eine stabile freie Untereinheit

Tabelle 1.2.3. Anderungen an den Ribosomen wéhrend des Alterns

Parameter Anderung
Anzahl Abnahme
Leistungsfahigkeit Abnahme
Bindung an aatRNA Abnahme

Abnahme

Thermische Stabilitat
Genauigkeit der Poly-U-Translation

Empfindlichkeit gegeniiber Aminoglykosiden Zunahme
rRNA-Synthese Abnahme
rRNA-Konzentration Zunahme

Proteinmuster

Keine Anderung
Keine Anderung

Keine Anderung

Organ, System, Organismus

Ratte: Gehirn, Leber; Drosophila; Nematoden
Ratte: Leber; Nematoden
Ratte: Leber, Niere; Drosophila; Nematoden

Drosophila; Nematoden;Maus: Leber

Ratte: Leber, Gehirn, Niere; Maus: Leber
Mensch: Fibroblasten; Ratte: Leber
Ratte: Herz; Maus: Leber

Mensch: Fibroblasten

Maus: Leber; Drosophila

Tabelle 1.2.4. Anderungen der tRNA wihrend des Alterns

Parameter Anderung
Syntheserate Abnahme
Gesamtkonzentration Abnahme
Aminosédurebindung Variabel
Methylierung Abnahme
Nukleosidmuster Keine Anderung

6-Isopentenyl-Adenosin-Konzentration Zunahme

Organ, System, Organismus

Maus: Leber, Niere, Herz, Muskel
Maus: Leber, Niere, Herz, Muskel
Ratte: Leber

Mensch: Fibroblasten; Ratte: Leber,
Niere; Maus: Leber, Niere; Nematoden
Maus: Leber; Moskitos

Ratte: Leber
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Posttranskriptionelle Regulation der Genexpression
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Abb. 1.2.17. Translation und eIF-2. eIF-2 ist eine regulatori-
sche ATPase. Mit den angezeigten Einheiten bildet es einen
Komplex, der den Scanningprozess einleitet. Das eIF-2B-Pro-

bildet und die Verbindung mit der groflen verhin-
dern kann. Er wird daher auch Antiassoziationsfak-
tor genannt. Seine Verfiigbarkeit bestimmt also die
Zahl stabiler freier Untereinheiten. eIF3 wird nicht
nur zur Stabilisierung der freien Untereinheiten ge-
braucht, er ist auch notwendig, um diese an die
mRNA zu heften. Die Wechselwirkung der kleinen
Untereinheit mit der methylierten 5'-Cap-Struktur
der mRNAs erfordert eine Gruppe von Proteinen,
elF4 genannt, welche die methylierte Cap-Struktur
erkennt und durch ihre Helikaseaktivitdt jede Se-
kundérstruktur am 5-Ende entfernt. Dann gleitet
der gebundene Priinitiationskomplex an der mRNA
entlang und hélt beim ersten AUG. Ist alles richtig
erkannt, bildet sich schliefllich der 40S-Initiations-
komplex, und wenn dieser richtig am Startcodon
positioniert ist, kommt es zur Vereinigung mit der
groflen Untereinheit zum 80S-Initiationskomplex
und die Proteinsynthese kann ablaufen.

Relevant fiir das Altern kann also jeder Schritt
in diesem Prozess sein, bekannt ist bisher nur die
Abschwichung der Proteinsynthese durch den An-
stieg der Menge an eIF3 (Rattan 1995b, 1996) und
die Reduktion der Aktivitidt von elF2, das zur Bil-
dung des terniren Komplexes gebraucht wird
(Calés et al. 1986, Castafieda et al. 1986).

GTP

tein hat die Funktion eines G-Nukleotid-Austauschproteins.
elF Transkriptionsfaktor

1.2.7.3 Proteinsynthese

Die altersspezifische Abnahme der Proteinsynthese
wird aber auch noch durch Anderungen in der
Elongationsphase verursacht. Eine Reduktion der
Elongation um 30 bis 80% wurde in Drosophila-,
Nematoden- und Mammalia-Organen beobachtet
(Rattan 1995a, 1996, Richardson u. Semsei 1987,
Khasigov u. Nikolaev 1987, Merry u. Holehan
1991). Da alle diese Ergebnisse sich nur auf die
Gesamtproteine beziehen, wére es wiinschenswert,
auch einzelne Proteine - die ja oft als Vitagenpro-
dukte differenzierte Aufgaben haben - zu unter-
suchen.

Warum kommt es zu dieser Erniedrigung? Um
diese Frage zu beantworten, bieten sich die Verdn-
derungen der Elongationsfaktoren-(EF-)Aktivitit
an. Genauer untersucht ist EFla in verschiedenen
Organen und Spezies, dessen Aktivitdt in diesen,
aber auch in vitro in seneszenten menschlichen
Fibroblasten abnimmt (Webster 1985, 1986). Die-
ser Befund hat dazu gefiihrt, transgene Drosophila
mit einem zusitzlichen Gen zu erzeugen, die eine
erh6hte Lebenserwartung aufwiesen (Shepherd et
al. 1989). Rattan (1995b, 1996) konnte diese Er-
gebnisse bestdtigen. Andererseits korrelierte eine
verdnderte Genexpression nicht mit der MLP
(Stearns u. Kaiser 1993, Stearns et al. 1993, Dudas
u. Arking 1994), was weitere Funktionen des
eeflA-Gens nahe legt, die noch nicht bekannt sind.
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Der Terminationsprozess wird durch einen Frei-
setzungsfaktor (,release factor, eRF1) bewirkt,
wobei keine besondere Regulation und Abhéngig-
keit vom Alter festgestellt werden konnten (Web-
ster 1985, 1986).

1.2.7.4 Postsynthetische Veranderungen

Da solche Verdnderungen, welche erst nach der
vervollstindigten Genexpression auftreten, nicht
direkt zur Molekularbiologie und genetischen Pro-
zessen gehoren, soll nur kurz auf sie hingewiesen
werden.

Eine der wichtigsten Verdnderungen, die auch
das Ritsel des Bindegewebsalterns z.T. gelost hat,
ist die nichtenzymatische Glykosylierung (s. Abb.
1.2.28), die durch kovalente Bindung von Sacchari-
den an Proteine und Polynukleotide zu den ,ad-
vanced glycation end products (AGEs) fiihrt. Die-
se AGEs konnen dann durch verschiedene chemi-
sche Reaktionen zu Quervernetzungen zwischen
den Makromolekiilen fithren und dadurch deren
Funktion beeintrdchtigen; ein Faktor fiir dieses
Fortschreiten ist die Zeit, also das Altern, ein an-
derer die Saccharidkonzentration in der Molekiil-
umgebung (z.B. Diabetes), wobei dieses Fort-
schreiten zum Funktionsverlust dieser Molekiile -
besonders langlebig mit geringem Umsatz - fiihrt.
Da meist auch Oxidationen an diesen Reaktionen
beteiligt sind, werden die AGEs auch als ,,glycoxi-
dation products® bezeichnet. Unter der Fiille an
Arbeiten seien nur folgende angegeben: Veletzky et
al. 1990, Kohn et al. 1984, Lee u. Cerami 1992, Ce-
rami 1985, Cerami et al. 1987.

Bei der Untersuchung von Histonen wurde eine
eingeschriankte Methylierung gefunden, welche zur
Aktivierung der Funktionen vieler Proteine dient.
Dadurch wird die Funktion der Histone mit dem
Altern eingeschriankt, was auch eine Verdnderung
der Konformation und Funktion der DNA nach
sich zieht (Rattan et al. 1992, Mays-Hoopes 1985).
Die Methylierung gilt wie die Acetylierung, iiber
die uns keine Alternsverdnderungen bekannt sind,
auch als Schutz gegen Proteolyse. Ein anderer, fiir
das Altern bedeutenderer Ort der Methylierung ist
die an Cytosin durch eine Methylase (Holliday
1984, Mays-Hoopes 1989). Die normale Zellent-
wicklung fithrt zu differenzierten Zellen mit einem
ganz bestimmten konstanten Genproduktmuster;
im Alter kommt es jedoch in der einen Zelle zur
Synthese eines Molekiils einer anderen Zelle, was
Cutler zur Aufstellung seiner Dysdifferenzierungs-
hypothese (Cutler 1982) bewog. Diese konnte

durch die Einschrinkung der Methylierungspro-
zesse (Wilson u. Jones 1983, Wilson et al. 1987) er-
hirtet werden, da das Methylierungsmuster spezi-
fisch und stabil durch die Erhaltungsmethylase
vererbt wird, die als das Produkt eines Vitagens (s.
1.2.4) erscheint. Etwas verwirrend im Zusammen-
hang mit dem Altern ist die Tatsache, dass Methy-
lierungsstellen als ,,Hotspots“ besonders anfillig
fir Punktmutationen sind, da die Basen spontan
desaminiert werden.

Eine weitere Bedeutung fiir das Altern kann der
ADP-Ribosylierung, der Phosphorylierung und der
Oxidation zugesprochen werden (Abb. 1.2.18). Vie-
le Proteine werden durch ADP-Ribosylierung mo-
duliert und sie spielt eine Rolle bei der induzier-
baren DNA-Amplifikation, wobei bekannt ist, dass
die Aktivitdit der Poly-ADP-Ribose-Polymerase
(PARP) in humanen Fibroblasten sowohl in Ab-
hiangigkeit des Spenderalters als auch der Populati-
onsverdopplungen (PD-Zahl) vermindert ist
(Dell’Orco u. Anderson 1991). Auch besteht eine
Korrelation zwischen PARP-Aktivitit und der MLP
(Grube u. Biirkle 1992). Die Phosphorylierung ist
ein ubiquitdrer metabolischer Schritt zur Aktivie-
rung bzw. Deaktivierung von Proteinen und hat
grofle Bedeutung bei der Signaltransduktion, da-
her wird unter 1.2.13 gesondert auf sie eingegan-
gen. Die Oxidation, besonders von Prolin, Arginin
und Lysin, inaktiviert und denaturiert viele Protei-
ne, wobei eine erhohte Anzahl solcher in humanen
Spdtpassagenfibroblasten und in Syndromen vor-

alkylierende
Reagenzien
lonisi d
Strahlung —— DNA Strangbriiche
Uv-B
ROS
NO
Bindung und Aktivierung
von PARP
ATP — NAD* » Poly-ADP-Ribose
X
Nicotinamid
Poly-ADP-Ribose-
Glycohydrolase
y
ADP-Ribose
Abb. 1.2.18. Poly-ADP-Ribosylierung (PAR) als Reparatur.

PAR beseitigt altersabhidngig durch Wechselwirkung mit
Proteinen und Modulation der Chromatinstruktur die durch
oxidative =~ und alkylierende Agenzien entstandenen
Strangbriiche. Die PARP-Aktivitdt korreliert auch mit der
MLP (Grube und Biirkle 1992). NO Stickoxid, PARP Poly-
ADP-Ribose-Polymerase, ROS reaktive Sauerstoffmolekiile
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zeitigen Alterns festgestellt werden konnte (Stadt-
man 1992).

1.2.8 Stress und Altern

Die zelluldre Stressantwort wurde zuerst als Hitze-
schockantwort bezeichnet. Die erstmalig an D. me-
lanogaster entdeckten Anderungen an Chromoso-
men waren verbunden mit einer erhohten Expres-
sion von sog. Hitzeschockgenen (,heat shock
genes®). Ausgelost wird diese Expression durch al-
le die Homoostase storenden Einfliisse: physika-
lische und chemische Einfliisse aus der Umwelt,
Schiden an Proteinen, Pharmaka und Pathogene,
Stoffwechselstorungen besonders im Lipidstoft-
wechsel und andere. Sie wurde daher spéter all-
gemein ,zelluldre“ Stressantwort genannt.

1.2.8.1 Hitzeschockproteine und Chaperone

Zur Auslosung aller Reaktionen ist der intrazellu-
lare Hitzeschockfaktor (HSF) notwendig, der an
die DNA bindet, was eine erhohte Aktivitit der
spezifischen RNA-Polymerasen zur Folge hat. Der
langlebige HSF wird offensichtlich durch post-
translationale Einfliisse moduliert. Die RNAs wer-

_(/
_\EAGA

= _—
1D oaca AR acA

Abb. 1.2.19. hsp-Gene. Die Transkription des hsp70 (aber
auch anderer hsp-Gene) wird von sehr niedrigem Niveau zu
extrem hohen Werten innerhalb von Sekunden nach dem
Stressor induziert, da in Abwesenheit des Stressors die
RNA-Polymerase II die Transkription bei etwa 25 Nukleoti-
den einstellt. Nach dem Stressor wird der Hitzeschock-Tran-
skriptionsfaktor (HSTF) schnell aktiviert und bindet an Hit-

den in Stressproteine translatiert, eine heterogene
Gruppe, deren bekanntestes das Hitzeschockpro-
tein (HSP) 70 ist (Abb. 1.2.19).

Die HSP haben viele Funktionen, eine der wich-
tigsten ist der Transfer von Proteinen von einem
Kompartiment zum anderen, wobei sie ihre Kon-
formation stabilisieren (Chaperone). Sie markieren
geschidigte Proteine fiir den Abbau und sie helfen,
diese in eine funktionale Form neu zu falten, um
sie zu schiitzen. Weiter sind sie Inhibitoren der
Genexpression. Wegen der Adaptation des HSF1
gegeniiber Stressoren durch Abschwichung der
Bindung an DNA und aus anderen Griinden
kommt es zur eingeschrdnkten Leistung des Sys-
tems wahrend des Alterns.

Die Transkription eines wichtigen Stresspro-
teins, HSP70, zeigt wegen strukturell verdnderter
Transkriptionsfaktoren eine Erniedrigung (Fargno-
li et al. 1990). Die Untersuchung regulatorischer
Systeme, welche soziale und physikalische Wirkun-
gen in Dbiologische Mechanismen integrieren
konnen, ist ein erfolgreicher Weg zu einem
erh6hten Verstindnis, wie genetische und Umwelt-
faktoren beim Alternsprozess in Wechselwirkung
treten (stressinduzierter Tod der Beutelmaus oder
des pazifischen Lachses).

In-vivo- und In-vitro-Alternsverdnderungen im
System wurden von verschiedenen Gruppen unter-
sucht und bestitigt. So fanden die Arbeitsgruppen
von Holbrook (Blake et al. 1990, 1991) in alten

hsp 70
Transkript
gia: =
S, — ;Tl
/ © Hitzeschock
HSTF (inaktiv)
(aktiv)

5
SK.

o [ ) s )

TATA [ I i —
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—
RNA Polymerase 11
setzt Transkription
fort

zeschock-Antwortelemente stromaufwirts des HSP-Promo-
tors. Dieser entldsst die Polymerase und es kommt zu
schnellster Transkription und auch deren hdufigen Wieder-
beginn durch neue Polymerase. Dieser Mechanismus scheint
auch bei anderen Eukaryonten benutzt zu werden. GAG u.
TF Transkriptionsfaktoren
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Ratten eine bis zu 75%-ige Reduktion der
HSP70-mRNA in Gehirn, Lungen und Haut nach
Temperaturerhohung auf {iber 40°C, die Unter-
suchungen von Richardsons Gruppe (Heydari et
al. 1993) weisen auf eine Reduktion auch in der
Leber von alten Nagern hin. In seneszenten
menschlichen Fibroblasten konnten Liu et al
(1989) eine 30%-ige Reduktion der mRNA nach-
weisen. In jiingerer Zeit haben die Arbeiten von
Jazwinski iiber die Stressresistenz der Hefe eine
Fiille an neuer Information tiber die dabei beteilig-
ten Mechanismen und ihre Verdnderungen mit
dem Altern gebracht. Er zeigte dabei, dass die ras-
Gene eine wichtige Rolle bei der Koordination und
Wechselwirkung von metabolischer Kontrolle und
Stressresistenz spielen. ras als LDG greifen in die
Homoostase ein und regulieren dadurch die meta-
bolische Aktivitdt, aber auch die Zellteilung, die
genetische Stabilitdt und das transkriptionale ,,Si-
lencing® So ist sehr wohl vorstellbar, dass die Er-
niedrigung der Stressantwort mit dem Altern auf
ihre verdnderte Regulation zurtickzufiihren ist. Ein

Tabelle 1.2.5. Altersgene, Vitagene, Gerontogene

Organismus
(in aufsteigender Komplexitit)

Altersgen

lagl, lag2

rasl, ras2

Saccharomyces cerevisiae
4 uth4

sir-Komplex

agel, age2

clkl, clk2, clk3
daf2
dafl6

old1
trkl
mth

Caenorhabditis elegans

Drosophila melanogaster indy

klotho
propl

ace

Maus

apc

apoE2, apoE4
L-myc-S

wrn

apoC-IIT
hla-Komplex

Mensch

Vergleich mit hoéheren Eukaryonten zeigt, dass
auch bei anderen Spezies die Stressabwehr nicht
nur durch hsp-Gene, sondern auch durch eine Rei-
he von an der Signaltransduktion und Genexpres-
sionsregulation beteiligten Genen (wie schon an
anderer Stelle ausgefiihrt) kontrolliert wird und in
vielen Fillen Alternsabhingigkeit zeigt (Jazwinski
2000) (Tabelle 1.2.5, 1.2.6).

Je dlter ein Organismus wird, desto mehr Stress
ist er ausgesetzt. Eine suboptimale Antwort altern-
der Zellen hat mehr geschiddigte Proteine zur Fol-
ge. So wird das Wachstum eingeschrdankt und bei
Verldangerung dieses Zustands erholen sich die Zel-
len nicht mehr. Weiter konnen die geschiddigten
Proteine als endogene Toxine wirken (Amyloidak-
kumulation). Da z.B. langlebige Stimme verschie-
dener Organismen hohere hsp-Expression zeigen,
wird auch ein Bezug von Langlebigkeit und Stress-
proteinen nahegelegt. Daher konnte eine Hinauf-
regulierung der Antistressgene auch in Mammalia
durch verbesserte Zytoprotektion zu einer Revitali-
sierung fiihren (s. 1.2.18).

Substanz, Wildtyp-Funktion

(Langlebigkeitsgen, lag)

Protein (47 und 78 kD, Transmembrandoméne)
Bestandteil des MAP-Kinase-Wegs, regelt das Signal-
transduktionsnetzwerk, stimuliert den Umsatz

der Phospholipide

Homologes des Pumillio-Proteins der Drosophila
Verantwortlich fiir die Aktivierungshemmung
(»silencing®) der Transkription von Telomeren

und ,,Mating-Stellen (HM-Loci)

PI3-Kinase, beteiligt am Schutz vor freien Radikalen,
Hitze, UV-Licht

Mitochondrienfunktionen: Ubichinonsynthese,
Zellatmung

Kodiert insulinartigen Rezeptor

Kodiert einen am Insulinsignalweg beteiligten
Transkriptionsfaktor

Wird durch physikalische Stressoren aktiviert
Kodiert Tyrosin-Kinase-Rezeptor

(»Metuselah“); kodiert G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(»I'm not dead yet“), greift in den Kohlenhydrat-
und Fettstoffwechsel ein
Membran-Protein-Glukosidase

Kodiert fiir die Synthese von Wachstumshormon
Kodiert fiir Angiotensin konvertierendes Enzym,
Herz-Kreislauf-System

Gastrointestinaler Krebs

Apolipoprotein E, Herz-Kreislauf-System, SDAT, Krebs
Brustkrebs

Helikase, DNA-Replikation

Apolipoprotein C-III, neu

Immunsystem, neu

lag ,longevity assurance genes‘
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Tabelle 1.2.6. Hauptaufgaben des Vitagen-Netzwerks

Molekulare Ebene

Erhaltung und Reparatur des Genoms
Genauigkeit der genetischen Informationsiibertragung
Umsatz von Makromolekiilen
Synthese von Hitzeschockproteinen
Vernichtung freier Radikale

Zelluldre Ebene

Aufrechterhaltung der Differenzierung
Regulation der Zellproliferation
Stabilitdt (Homdoostase)

Stabilitit der Membranen

Gewebe- und Organebene
Neutralisierung und Entfernen von Toxinen
Gewebeerneuerung und Wundheilung
Zelltod und Zellersatz

Physiologische Ebene

Neuronale Reaktion

Endokrine Reaktion

Immunantwort

Stressantwort

Thermoregulation

1.2.8.2 Oxidativer Stress und freie Radikale

Oxidativer Stress entsteht durch freie Radikale (s.
Abb. 1.2.27) (z.T. durch endogene metabolische
Prozesse in den Mitochondrien oder durch Enzy-
me produziert), durch zu geringe Konzentrationen
von Antioxidanzien sowie durch abnehmende Ka-
pazitit antioxidativer Mechanismen (Munkres u.
Furtek 1984). Gene, die fiir 12 antioxidative Enzy-
me kodieren, stehen unter der gemeinsamen Kon-
trolle eines regulatorischen Netzwerks (Oxy-Regu-
lon), das von verschiedenen Faktoren beeinflusst
werden kann (s. Abb. 1.2.43). Wenn dieses nicht
richtig arbeitet oder defiziente Mutanten auftreten,
wird der Organismus sehr empfindlich gegeniiber
oxidativem Stress.

Der Grundumsatz (,,basal metabolic rate, BMR)
nimmt ab, wenn er nicht auf den Verlust der Mus-
kelmasse bezogen wird. Dabei gibt es eine Bezie-
hung zur Fahigkeit, oxidativer Schidigung zu wi-
derstehen (Feuers et al. 1995). Hohe Niveaus antio-
xidativer Enzymaktivititen verbrauchen NADPH,
so dass selektierte Allele auch die NADPH-Depots
auffiillen. Diese Zusammenhénge sind es wert, hier
untersucht zu werden. Inwieweit hat die Stressant-
wort mit der Erhaltung der Zellen zu tun (Kirk-
wood et al. 1996)?

1.2.9 Modellsysteme in der Untersuchung
der molekularen Ursachen
der Lebenserwartung

Experimentelle Gerontologie am Menschen zu be-
treiben ist fast unmoglich. Daher mussten Modell-
systeme entwickelt werden: einerseits Organismen,
an denen Altersverdnderungen und Mechanismen
(unter der Voraussetzung, dass sie altern) mit allen
wissenschaftlichen Mitteln untersucht werden
kénnen, andererseits Organismen mit auftretenden
Abweichungen von der Norm (vorzeitiges Altern,
genetisch verdnderte Organismen usw.).

Als Modellsysteme wurden bisher eine breite
Palette von Organismen verwendet, denn alles, was
altert, ist auch geeignet, molekulare und geneti-
sche Alternsverdnderungen darzustellen. Von Ein-
zellern, wie der Hefe, beginnend und andere Pilze
(z.B. Podospora) verwendend, steigen die Modell-
systeme gemifl ihrer multizelluldren Organisation
auf zu niedrigen Tieren, wie Wiirmern und Insek-
ten, bis zu den hoheren Wirbeltieren. Aber auch
Zellkulturen jeder Art und vorgeschiddigte Zellen
oder Organismen wurden verwendet. Wichtig fiir
jeden spezifischen Ansatz sind dabei die Auswahl
des Organisationsniveaus, die Wahl des experi-
mentellen Organismus und die Beachtung von spe-
zifischen Problemen der Gerontologie.

Einen informativen Uberblick gibt dabei Arking
(1998). Eine prignante Darstellung in enzyklopédi-
scher Form mit besonderer Erwdhnung von Mo-
dellen fiir auch molekulare Untersuchungen zeigen
Jazwinski (1996) fiir Invertebraten, Hefe und ande-
re Pilze und Masoro (1996) fiir Vertebraten.

Um die Mechanismen des normalen Alterns zu
verstehen und aufzukldren, konnte es hilfreich
sein, erbliche Storungen mit auftretenden alters-
abhingigen Phidnotypen auf allen Ebenen des Or-
ganismus zu untersuchen. Bisher sind einige sol-
cher Stérungen bekannt, von denen zwei den Ver-
dnderungen im normalen Alternsprozess weit-
gehend dhneln, sechs weitere aber auch einige Pa-
rallelen dazu aufweisen; gemeinsam ist allen, dass
das Altern friihzeitig auftritt.

Die beiden erstgenannten sind das Hutchinson-
Gilford-Syndrom (HGS), die als eigentliche Pro-
gerie bezeichnete Krankheit, und das Werner-Syn-
drom (WS). Die sechs letzteren, die hier nur ge-
streift werden sollen, sind Scleroderma pigmento-
sum (XP), das Cockayne-Syndrom (CS), die Tri-
chothiodystrophie (TTD), das Bloom-Syndrom
(BS), die X-Chromosom-verkniipfte a-Thalassimie
bzw. das mentale Retardierungssyndrom (ATR-X)
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und das Juberg-Massidi-Syndrom (JMS). Bei allen
konnten Mutationen in bestimmten Genen gefun-
den werden, wobei bis auf das HGS ein Gen ge-
schddigt ist, das eine Helikase kodiert.

1.2.9.1 Die Progerie (HGS)

Dieses Syndrom ist charakterisiert durch vielfiltige
phédnotypische Verdnderungen, welche eindeutig
genetische Ursachen haben und oft den Erschei-
nungen des normalen Alterns gleichen. Seit der
Entdeckung 1904 kennen wir etwa 100 Félle (Dun-
kelziffer vielleicht 5- oder 10-mal so hoch), d. h.
die Inzidenz liegt bei 1:10% bzw. 1:10°. Die Krank-
heit tritt schon in den ersten Lebensjahren auf
und fithrt durch Schiden am Herz-Kreislauf-Sys-
tem meist vor Ende des zweiten Lebensjahrzehnts
zum Tod.

Allsopp et al. fanden 1992, dass Progeriehautfib-
roblasten kurze Telomeren in Ubereinstimmung
mit ithrem reduzierten Teilungspotenzial aufwiesen,
ein Befund, den danach noch viele Arbeitsgruppen
bestdtigen konnten (z.B. Quellette et al. 2000). So
zeigten sie, dass die ektopische Expression von
hTERT, welche die katalytische Untereinheit der
menschlichen Telomerase kodiert, die Lebens-
erwartung (MLP) normaler menschlicher Zellen
ohne zelluldre Transformation und genomische In-
stabilitdt erhohen kann (Quellette et al. 2000, Shay
et al. 1998, Wynn et al. 1998). Eine umfassende
und aufschlussreiche, jedoch schon etwas bejahrte
und eine rezentere Ubersicht gibt Harley (1995,
1997).

Die Telomeren (s. Abb. 1.2.7) haben eine Vielfalt
von Funktionen: Sie gestatten den DNA-Polymera-
sen, das Ende der Chromosomen vollstindig zu
replizieren, unterstiitzen aber auch ihre Reparatur-
funktion; weiters verhiiten sie die Fusion der
Chromosomen. Ab dem Unterschreiten einer kriti-
schen Linge fallen alle diese Funktionen aus.
Ebenso kommt es zur Aufhebung einer Expressi-
onsinhibition, sodass Gene Proteine exprimieren,
welche zur Zerstérung von Zellen fithren. Zur Auf-
rechterhaltung der Telomerldnge dient die Telome-
rase, daher ist die Annahme moglich, dass das fiir
diese kodierende Gen bei HGS besondere Bedeu-
tung hat. Es ist aber nicht ohne weiteres moglich,
in Zellen das Telomerasegen zu inserieren oder Te-
lomerase einzufithren, da dies zu Krebs fiihren
kann.

Interessant war auch ein Vergleich von 384 be-
kannten Genen zwischen Fibroblasten alter Spen-
der (E), Progeriepatienten (P) und seneszenten

Fibroblasten (Phase IV, S), den 2001 Park et al.
durchfiihrten. Alle zeigten seneszente Phidnotypen,
doch zeigte sich nur eine ndhere Verwandtschaft
zwischen Progeriefibroblasten und solchen alter
Spender, nicht aber solchen der Phase IV mit je-
nen beiden. Dabei war die Expression der Gene
p53 und p21 gegeniiber jungen Spendern deutlich
bei E und P erhoht, aber weniger als bei S, wih-
rend die der Gene cdc42 (,cell division cycle®)
und camKII (,,cell adhesion molecule KII0“) bei E
und P deutlich erniedrigt, bei S jedoch sogar et-
was erh6ht war. Diese Befunde trafen fiir eine Rei-
he anderer Gene auch zu, besonders fiir die an der
Signaltransduktion beteiligten. Weiter ist eine in-
vertierte Insertion am langen Arm des Chromo-
som 1 vorhanden, wobei die Mutation (aufgrund
der Erbdynamik autosomal-rezessiv) erst bei den
ersten Zellteilungen eingetreten sein diirfte. Doch
kann bisher kein einziges Gen (bzw. dessen Scha-
digung) als eigentliche HGS-Ursache identifiziert
werden.

1.2.9.2 Das Werner-Syndrom (WS)

Diese ebenfalls autosomal-rezessiv vererbte Krank-
heit tritt im dritten Lebensjahrzehnt auf (Progerie
der Alteren) und fiihrt spétestens am Ende des
fiinften zum Tod, wobei neben Herz-Kreislauf-Er-
krankungen auch (im Gegensatz zu HGS) Krebs
die Ursache ist. Sie ist mit 3:10° viel hdufiger als
HGS, die Inzidenz ist also 300-mal hoher. Bei den
Betroffenen finden sich neben den tddlichen Ver-
dnderungen auch Diabetes, Katarakte und Osteo-
porose.

Das bisher fiir die Krankheit verantwortliche
Gen (wrn) wurde am Chromosom 8 in der
pl2-Region kartiert. WS wird verursacht durch
Mutation im wrn, die ein Peptid aus 1432 Amino-
sduren (AS) kodiert, das zu den Mitgliedern der
RecQ-Unterklasse der Helikasen homolog ist (Gray
et al. 1997). Dieses Peptid wirkt als 3'-5'-DNA-He-
likase (Abb. 1.2.20) und bisher wurden 19 Mutatio-
nen beim WS gefunden, welche aus Nonsens- und
Leserastermutationen bestehen. Dariiber hinaus
wurde eine umfangreiche Deletion entdeckt. Das
dadurch verkiirzte Peptid kann nicht mehr in den
Kern und verliert seine Funktion (Matsumoto et
al. 1997).

Viele Schidden bei der Replikation, Reparatur,
Rekombination und Transkription der DNA in
Lymphoblasten und Fibroblasten wurden gefun-
den. Die Reparaturschdden sind nicht einheitlich
(Kruk et al. 1995, Webb et al. 1996, Bennett et al.
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Richtung der
3= 5" Helicase

Abb. 1.2.20. Arbeitsrichtung der WRN-Helikase und WRN-
Exonuklease. Helikase: Fortschreiten auf dem lingeren
Strang, dessen iiberstehender Bereich anfangs Helikase bin-
det. Exonuklease: Richtung ihrer Aktivitit. Die Arbeitsrich-
tungen dieses selben Proteins sind per definitionem ent-
gegengesetzt. Die Helikase windet den Strang auf, die Exo-
nuklease schneidet Nukleotide heraus. WRNp Werner-Heli-
kase-Protein

1997). Was Rekombinationen betrifft, zeigen Fibro-
blasten und Lymphozyten Chromosomenmutatio-
nen (Rearrangements), die nach Salk (1982) von
Deletionen bis zu multiplen Translokationen rei-
chen. Hinsichtlich der Transkription fanden Mura-
no et al. (1991) und Lecka-Czernik et al. (1996),
dass multiple Gensequenzen in Fibroblasten iiber-
exprimiert werden. Weitere Befunde lieferten Bau-
er et al. (1986), die zeigten, dass Fibroblasten eine
schwichere Antwort auf PDGF (thrombozyten-
abhingiger Wachstumsfaktor) und FGF (Fibroblas-
tenwachstumsfaktor) aufwiesen. Dies fiihrt zu Feh-
lern in dem davon abhdngigen Signalnetzwerk und
kann die Ursache bestimmter phénotypischer Ver-
dnderungen sein. Um die Funktionen des wrn und
des von ihm kodierten Proteins besser verstehen
zu konnen, wurden viele Untersuchungen analoger
Gene bei anderen Organismen (von der Hefe bis
zur Maus) durchgefiihrt, auf die hier aber nicht
nédher eingegangen werden soll. Interessant ist viel-
leicht noch zu erwédhnen, dass embryonale Stamm-
zellen von WS-Patienten hohe Mutationsinzidenz
zeigen und empfindlich gegentiber Topoisomerase-
inhibitoren sind. Okada et al. (1998) erkliren die-
sen Befund mit einer Wechselwirkung zwischen
dem WRN-Protein und der Topoisomerase. Unter-
suchungen embryonaler Stammzellen der Maus
durch Lebel u. Leder (1998) und Yan et al. (1998)
zeigten, dass ein bestimmtes Motiv des WRN-Pro-
teins von 121 Aminosduren mit dem Replikations-
komplex reagiert und daher Anderungen des Pep-
tids massiv in die Replikation eingreifen diirften.
Diese genetischen Anderungen in Stammzellen
wiirden viele Phdnotypen erkldren: Kleinwuchs,
Diabetes mellitus, Arteriosklerose, die Atrophie
der Haut und des Kortex sowie das Fehlen von

Unterhautfett. Diese Erkldrung ist aber nicht aus-
reichend, es miissen auch Verdnderungen und Feh-
ler der Transkription angenommen werden, da
Uber- und Unterexpressionen vieler Gene bekannt
sind.

1.2.9.3 Andere Syndrome

Die anderen erwdhnten Syndrome, auch auto-
somal-rezessiv vererbt, werden zwar als progeroide
Syndrome angesehen und zeigen einige wenige
Ziige und Merkmale, die sie mit den beschriebe-
nen Syndromen des vorzeitigen Alterns gemein-
sam haben, sind aber nicht direkt alternsanaloge
Erscheinungen. So weist die Sklerodermie (XP) ei-
ne Reihe von Mutationen in bisher 16 bekannten
Genen auf, die zu einer weitgehenden Inhibition
verschiedener DNA-Reparatur-Mechanismen fithren
(Cleaver 1994, Sugasawa et al. 1998, Li et al. 1993,
Maeda et al. 1995, Andrews et al. 1976). Beim nor-
malen Altern sind jedoch Reparaturdefekte auf an-
dere Faktoren zuriickzufiihren, daher ist XP kein
gutes Modell. Beim Cockayne-Syndrom (CS) wur-
den bisher zwei Gene gefunden und untersucht,
deren Schédden zur Beeintrdchtigung hauptsédchlich
der Transkription, weniger der Reparatur fithren
(Henning et al. 1995, Troelstra et al. 1992, Bootsma
u. Hoeijmakers 1993). Die Genprodukte interagie-
ren mit anderen Proteinen, welche wiederum un-
tereinander Wechselwirkungen zeigen und daher
die massiven und vielfdltigen phénotypischen De-
tekte bedingen (Weeda et al. 1997).

1.2.9.3.1 Trichothiodystrophie

Die ganz seltene Trichothiodystrophie (TTD) zeigt
ebenfalls Reparaturdefekte, interessanterweise zu
unterscheiden von XP-Zellen, wie man aus Kom-
plementationsstudien von Stefanini et al. (1993)
und Weeda et al. (1997) weify. Auch dhneln einige
Symptome dem CS, wobei als Ursache Transkripti-
onsdefekte moglich sind. Es dréingt sich die Frage
auf, warum bei drei voneinander klinisch eindeu-
tig unterschiedenen Syndromen (TTD, XP und CS)
Mutationen in denselben Genen verantwortlich
sind. Die wahrscheinlichste Erklirung dafiir ist,
dass die Wirkungen von den Mutationsorten in
diesen Genen abhidngen. Es verhindern also
stérungsspezifische Mutationen krankheitsspezi-
fische Wechselwirkungen primérer Proteine mit
anderen Molekiilen (z.B. zwischen XP-D- und
P44-Protein) und verursachen so die klinischen
Phédnotypen, indem innerhalb der Wechselwir-
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kungssequenzen Anderungen aufgetreten sind
oder es zu Konformationsdnderungen gekommen
ist (de Boer et al. 1998).

1.2.9.3.2 Bloom-Syndrom

Die Zellen des ebenfalls sehr seltenen Bloom-Syn-
droms (BS) zeigen Defekte der Replikation (Fou-
cault et al. 1997). Weiter sind verschiedene Muta-
tionen und eine hohe Inzidenz multipler Chromo-
somenaberrationen bekannt. Sirover et al. fanden
1990 einen hiufigen Schwesterchromatidaustausch
(SCE) (Abb. 1.2.21), der auf eine Stérung der Re-
kombination hinweist. SCEs sind ein Ausdruck der
DNA-Reparatur. Sie kénnen durch Mitogene und
Toxine ausgelost werden, ihr Auftreten ist alters-
abhidngig (Abb. 1.2.22).

Das fiir BS verantwortliche Gen kodiert ein 1417
Aminosdurenpeptid mit Homologie zu den RecQ-
Helikasen (Ellis et al. 1995). Dieser Befund von El-
lis weist auf eine Ahnlichkeit mit den Ursachen
des WS hin. 1997 wurde das Peptid von Karow et
al. als 3'-5'-Helikase identifiziert. Die vielen Muta-
tionen fithren nach Kaneko et al. (1997) zu einer
Verhinderung der Translokation des Peptids in

Kein SCE

SCEim 1.ZC

den Kern, was sich in einem Verlust der Protein-
funktion zeigt.

1.2.9.3.3 Fazit

Was konnen uns diese heute schon reichlich vor-
handenen Erkenntnisse tiber die genetischen Ursa-
chen von Krankheiten, welche zu vorzeitigem Al-
tern fithren, aber auch die Befunde an tierischen
Organismen, iiber das normale Altern sagen? Zu-
erst einmal sind viele der untersuchten biochemi-
schen und Signalwege einzigartig beim Menschen.
Sind die verdnderten Aktivititen der Enzyme, be-
sonders der Helikasen, auch fiir das normale Al-
tern verantwortlich? Sicherlich haben sie einen Be-
zug zu den in hohem Alter auftretenden Krankhei-
ten. So fithren Schédden in den Reparatur- und Re-
kombinationssystemen zum Auftreten von Krebs,
der bei den Syndromen auftretende apoptotische
neuronale Zelltod ist auch bei Krankheiten des ho-
hen Alters zu finden und resultiert ebenso aus Re-
paraturschdden und Transkriptionsverdnderungen,
welche zu vielen phinotypischen Veridnderungen
tithren; bei gastrointestinalen Tumoren finden sich
Leserastermutationen im blm-Gen (Calin et al.
1998). Schliefllich haben Homozygote, aber nicht

SCEim 2.2C SCE im 3.ZC

o !

1.Zellcyclus

M

G1

S——> G2 F
w | A

2.Zellcyclus S—G2

G1

3.Zellcyclus S—G2 [\. '

XX

Abb. 1.2.21. Methode zur Messung des Schwesterchromatid-
austauschs (SCE). Die Zellen durchlaufen in Anwesenheit
von *H-Thymidin und BrdU drei Zyklen. Vor dem ersten
treten keine SCE auf, im ersten kommt es zur Markierung

der Chromosomen mit BrdU, was auf SCE hinweist. Dieser
Ablauf verstdrkt sich im zweiten und dritten Zyklus. Aus-
gezogene Linie Thymidinstrang, gestrichelte Linie BrdU-
Strang



1.2 Lebensdauer: Genetische Determinierung und lebensverlangernde Strategien

35

20 I— *
SCEs/Zelle -‘T

15 - -‘_*
10 | +
5 -
9 30 9 30 9 30 9 30 Alter in
Monaten
0 5 10 15
Mitomycin C (ng.mL™")
Abb. 1.2.22. DNA-Schiden und Schwesterchromatidaus-

tausch. Das Schema zeigt die Abhingigkeit dieses Reparatur-
vorgangs in Rattenfibroblasten einerseits von der Mitomy-
cinkonzentration und andererseits vom Alter. Unterschiede
zwischen jungen und alten Ratten werden erst bei hoher Mi-
tomycinkonzentration (starker DNA-Schiddigung) signifikant
*)

Heterozygote, wie Ye et al. (1997) herausfanden,
mit einer Variante bei Aminosdure 1367 im WRN-
Protein ein weit hoheres Risiko fiir Herzinfarkt.
WS zeigt von allen Syndromen, besonders was
die Helikasenschdden betrifft, die gréfite Ahnlich-
keit mit dem normalen Altern. Auch werden einige
Gene, die bei WS {iiberexprimiert sind, beim nor-
malen Altern {iberexprimiert, was ein Einmiinden
in einen dhnlichen metabolischen Weg in beiden
Arten von Fibroblasten bedeutet (Lecka-Czernik et
al. 1996). Wenn also seneszenten Fibroblasten die
Funktionen des WRN-Proteins fehlen, konnte dies
einige Ausprigungen des normalen Alterns erkla-
ren. Damit {ibereinstimmend fanden Matuoka u.
Takenawa (1998), dass die wrn-Genexpression he-
runterreguliert wird. Ahnlichkeiten von Verinde-
rungen in beiden Typen von Fibroblasten treten
auch bei der Promotoraktivitit sowie bei der
Apoptose und Expression (Transkription) in Lym-
phozyten auf, wobei die stirkere Apoptose nach
Aggarwal u. Gupta (1998) bei normalem Altern,
aber nicht bei WS, zu einer Immundefizienz fiihrt.
Beriicksichtigen wir noch einige andere heute be-
kannten Verdnderungen des WRN-Proteins sowie
Verdnderungen des Telomerstoffwechsels (Bodnar
et al. 1998), konnen wir einen gemeinsamen End-
weg postulieren und behaupten, dass die verschie-
denen gemeinsamen Ziige von WS und normalem
Altern kaum unabhingig voneinander auftreten.
Mit diesen und weiteren kiinftigen Erkenntnissen

wiren gentechnische Therapien wenigstens von Al-
terskrankheiten, vielleicht auch eine Modulation
des normalen Alterns, moglich.

1.2.10 Genom-Stabilitat, Mutationen,
DNA-Schaden und DNA-Reparatur

Eines der wichtigsten Prinzipien fiir erfolgreiches
Altern ist die Aufrechterhaltung der Stabilitdt des
Genoms. DNA-Schiden, die meist zu Mutationen
tithren, wirken dieser Stabilitdt entgegen, Repara-
turmechanismen versuchen sie zu erhalten. Welche
Bereiche der DNA geschédigt werden, wie Mutatio-
nen und Reparatur gemessen und wie die wirken-
den Zusammenhinge analysiert werden, ist Inhalt
dieses Abschnittes.

1.2.10.1 Instabilititen und Mutationen

Zuerst muss versucht werden, Zusammenhinge

zwischen Altern und einer moglichen Instabilitdt

des Genoms zu finden. Zu den Instabilititen geho-
ren:

1. Punktmutationen (Anderung eines Basenpaars),
wobei Missense- (resultiert im Austausch einer
Aminosdure - AA - gegen eine andere), Non-
sense- (ein Stoppkodon ersetzt ein AA-Kodon,
vorzeitiger Translationsabbruch) und Leseraster-
mutationen (fithrt zur Einfithrung einer bezie-
hungslosen AA, gefolgt von einem Stoppkodon)
unterschieden werden kénnen. Die hdufigste ist
die Transition, wobei ein Purin bzw. ein Pyrimi-
din gegen ein anderes ausgetauscht wird:
GCyAT, die seltenere die Transversion, der wech-
selseitige Austausch eines Pu gegen ein Py:
ATyTA und ATyCG (Abb. 1.2.23);

-A- -C-
-T- <_> -G-
-T- -G-
-A- 4—} -C-

Abb. 1.2.23. Mutationen: Transitionen (Diagonalpfeile) und
Transversionen (horizontale und vertikale Pfeile)
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2. Vermehrung oder Verminderung von Mikrosa-
telliten;

3. Erweiterung und Deletionen von DNA-Sequen-
zen;

4. Rearrangements (Umordnungen, wozu Insertio-
nen und Deletionen gehoren), die meist lange
Abschnitte betreffen, und

5. Strukturelle und numerische Chromosomena-
berrationen.

Diese Zusammenhidnge wurden von Slagboom u.
Vijg (1989) in einer ausfithrlichen Monographie
untersucht, wobei aber schon frith bekannt war,
dass Mutationen und Chromosomenaberrationen
mit dem Altern in vielen Spezies vermehrt auftre-
ten. Eine Rolle fiir die Instabilitdt spielt auch der
Verlust von Genen fiir die Wachstumskontrolle, die
das Auftreten von Tumoren unterdriicken (Nigro
et al. 1989). Das p53-Gen spielt, wie schon unter
1.2.4 ausgefiihrt, eine zentrale Rolle beim Altern
der Zellen. Eine Mutation in diesem Gen bzw. sein
Verlust fithrt zur Immortalisierung, was wiederum
eine zwar nicht hinreichende, aber notwendige Vo-
raussetzung fiir eine Tumorentwicklung ist (Iijima
et al. 1966, Pipkin et al. 1997, Hsieh 2000).

1.2.10.2 Telomeren

Ebenfalls zur Stabilitédt tragt die Aufrechterhaltung
der Telomerlinge bei. Da die Funktion von Telo-
meren nur dann Sinn macht, wenn die Zelle mito-
tisch ist, stellt sich die Frage, welche Bedeutung
Telomeren z.B. bei Insekten haben, die nur post-
mitotische Zellen besitzen.

Telomeren sind die Enden von eukaryontischen
Chromosomen (s. Abb. 1.2.7). Diese verkiirzen
sich aus bisher nicht endgiiltig geklarten Griinden
mit jeder Zellteilung. Dafiir wurde zunichst das
sog. ,Endreplikationsproblem® verantwortlich ge-
macht (Olovnikov 1971), das die Verkiirzung mit
dem Ablauf der DNA-Replikation und der rdumli-
chen Ausdehnung der Polymerase in Verbindung
brachte. Andere Autoren versuchten, ausgehend
von der Existenz von Uberhdngen am 3'-Ende des
DNA-Doppelstranges durch die Postulation von
5'—3'-Exonukleasen eine Erkldrung fiir die kon-
tinuierliche Abnahme der Telomerlinge zu finden
(Makarov et al. 1997, McElligott u. Wellinger
1997).

Anfang der neunziger Jahre zeigten einige For-
schungsgruppen (Allsopp et al. 1992, Harley et al.
1990, Hastie et al. 1990, Lindsey et al. 1991), dass
sich die Telomeren mitotischer Zellen mit jeder

Teilung verkiirzen. Dariiber hinaus wurde eine Te-
lomerverkiirzung wéhrend des In-vivo-Alterns in
ganz verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten,
Leukozyten und Epithelzellen beobachtet (Hastie
et al. 1990). Die Telomeren konnten also die biolo-
gische Struktur sein, die fiir das Zdhlen der Zell-
teilungen verantwortlich ist (Harley 1991) (Abb.
1.2.24). Die Hypothese war, dass eine replikative
Seneszenz eintritt, wenn die Telomeren eine kriti-
sche ,Minimallinge“ erreicht haben (Allsopp u.
Harley 1995).

Wenn man seneszente humane Fibroblasten und
Epithelzellen mit dem Gen fiir die katalytische Un-
tereinheit des Enzyms Telomerase (hTERT) trans-
fiziert (Bodnar et al. 1998), sind diese Zellen zu
unbegrenzter Teilung fahig. Diese spezifische re-
verse Transkriptase ist in der Lage, die Linge der
Telomeren konstant zu halten. Doch scheint es Un-
terschiede zwischen verschiedenen Zellsystemen zu
geben. So beschreiben Kiyono et al. (1998), dass
fiir zwei Typen humaner Epithelzellen (Keratinozy-
ten und Mammaepithelzellen) zur Immortalisie-
rung durch hTERT noch zusitzlich entweder das
Retinoblastomprotein (RB) oder P16™%* inaktiviert
sein miissen.

Zuriicksetzen der Telomerenuhren beim Rind:
Lanza et al. (2000) berichteten, dass Zellen ihrer
geklonten Kilber Telomeren besitzen, die ldnger
als normal sind. Dariiber hinaus zeigen die Zellen
andere Zeichen der Jugend und koénnen sich in
Kulturen viel o6fter teilen als normale. Seine Ar-
beitsgruppe isolierte Fibroblasten aus fetalen Kail-
bern und lielen sie in vitro bis knapp an das Ende
ihrer erwarteten replikativen Lebenserwartung rep-
lizieren. Diese Zellen zeigten Anzeichen replikati-
ver Seneszenz und besaflen schon verkiirzte Telo-
meren. Kerne dieser kultivierten Zellen wurden in
enukleierte Rindereizellen transferiert und produ-
zierten schliefilich sechs Kidlber. Im Alter von zehn
Monaten waren die Telomeren lidnger als jene
gleich alter normaler Kélber. In einem zweiten Ex-
periment wurden fiinf Kalbsfeten, die aus alten
Fibroblastenkernen geklont wurden, nach sechs
Wochen der Trichtigkeit entfernt und die Fibro-
blasten kultiviert. Thre Klone erreichten 93 PDs
verglichen mit 61 der Fibroblasten gleich alter nor-
maler Tiere. Offenbar hat die neue Umgebung die
alten Nuklei verjiingt. Es ist aber immer noch un-
klar, ob und in welchem Ausmafl das funktionale
Altern und eine gesunde Lebenserwartung ver-
dndert werden. Dies wirft die Frage auf: Konnen
wir den Alternsprozess verzogern? (s. 1.2.18).
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Abb. 1.2.24a,b. Telomerkiirzung begrenzt die proliferative
Lebenserwartung. Telomeren, notwendig fiir jede Replikati-
on, werden mit jeder Zellteilung verkiirzt. Durch Telomerase
werden sie in Stamm-, Keim- und Krebszellen wieder syn-

thetisiert. Dabei wird die korrekte Bildung des Gewebes
durch den genetischen Plan begrenzt. Die Gegenstrategie be-
steht in der biologischen Redundanz und durch adulte
Stammzellen
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1.2.10.3 Replikative Seneszenz

Mehrere Gene spielen fiir die Manifestation der
replikativen Seneszenz eine entscheidende Rolle.
Wie schon unter 1.2.4 erwihnt, ist eines davon das
Tumorsuppressorgen p53 (Wynford-Thomas 1996),
dessen DNA-Bindungskapazitit und Transaktivie-
rungseigenschaften  (Phosphorylierung/Dephos-
phorylierung) sich &ndern, wenn Zellen altern
(Atadja et al. 1995, Bond et al. 1996). Das ebenfalls
dort beschriebene Protein P21 ist in seneszenten
Zellen hochreguliert (Noda et al. 1994, Alcorta et
al. 1996). P21 wird durch p53 induziert und inhi-

Rezeptor

biert verschiedene cyclinabhidngige Kinasen im
Zellzyklus. Dadurch wird unter anderem die Phos-
phorylierung des Retinoblastomproteins (RB) ver-
hindert, was zu einer Zellzyklusblockade (Abb.
1.2.25) fithrt (Harper et al. 1993, Dulic et al. 1994).
Auch der Zellzyklusinhibitor P16 reguliert die Ak-
tivitdit von RB und auch er wird in der Seneszenz
hochreguliert (Alcorta et al. 1996, Rogan et al.
1995, Noble et al. 1996, Hara et al. 1996). In senes-
zenten Zellen ist RB unterphosphoryliert und kann
damit kein Fortschreiten des Zellzyklus mehr ini-
tiieren (Stein et al. 1990, Futreal u. Barrett 1991).
Alle diese Gene kooperieren bei der Induktion des

Membran

DNA

RasG12,817 ErbB EGF-

Zellkern

| Zur Zellteilung notwendiges Gen

Cytoplasma

| Zur Zellteilung notwendiges Gen p53 —p21 b

Zellkern

DNA

Abb. 1.2.25a,b. Mitogensignaltransduktion. a Mit Krebsfol-
ge: Wachstumsfaktoren (WF) verursachen iiber Signaltrans-
duktion die Transkription von zur Zellteilung notwendigen
Genen, wenn das Retinoblastom-(Rb-)Protein phosphoryliert
wird. Es kann zur Zelltransformation kommen. b Ohne

Cytoplasma

Krebsfolge: Durch spezifische Signaltransduktion kommt es
zur Verhinderung der Phosphorylierung des Retinoblastom-
(Rb-)Proteins (Hypophosphorylierung), was zur Aktivierung
von p53 und p21 und damit zur Zellzyklusblockade fiihrt;
Transformation ist unméglich
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seneszenten Phdnotyps (Shay et al. 1991, Serrano
et al. 1997).

Die Ausschaltung von p53 und/oder die Inakti-
vierung von rb durch Tumorviren, Mutationen
oder Transfektion mit dominant-negativen Genen
bewirken, dass die verdnderten Zellen sich iiber
die normale Lebensspanne der Kultur hinaus teilen
(Wynford-Thomas 1996, Rogan et al. 1995, Bond
et al. 1994) (Abb. 1.2.26).

Die Seneszenz auf zelluldrer Ebene ist also ein
eindeutiger Tumorsuppressormechanismus. Im Ex-
periment von Bodnar et al. (1998) war allein die
Aktivierung von Telomerase ausreichend, um die
Seneszenz in Fibroblasten zu verhindern. Andere
Zellsysteme bendtigen evtl. zusidtzliche Ereignisse
(Kiyono et al. 1998).

Die Telomeraseaktivitit wurde auch in einigen
normalen, nicht immortalisierten menschlichen
Zelltypen entdeckt (Counter et al. 1995, Harle-Ba-
chor u. Boukamp 1996). Diese Ergebnisse kompli-
zieren das Bild, doch ist die Hypothese noch im-
mer nicht widerlegt, dass Telomeren wie ein mole-
kularer Zahler agieren, der die Anzahl der PDs be-
stimmt, bevor eine Zelle die replikative Krise er-
reicht (Hayflick-Grenze, s. 1.2.15).

Da bekannt ist, dass genetische Instabilitdt
durch eine Fiille von exogenen Agenzien, beson-
ders durch Karzinogene, verursacht werden und
die Reaktion der Zelle darauf als Bewdltigung des

CDK CK

CycD

: \
pRb

T

Aktivierung

proliferations-
fordernd

Abb. 1.2.26. Fehlregulation des Tumorsuppressorproteins
pRb. Die Proliferation fordernde Wirkung von pRb verstdrkt
die hohe Aktivitit der CDK4-Cyclin-D1-Komplexe durch
Mutationen bzw. Aufhebung der Hemmung durch CKI. Die
Proliferation hemmende Wirkung fillt aus: Komplexierung

unreparierten Schadens bzw. als Adaptation an eine
ungiinstige Mikrookologie angesehen werden kann,
lag es nahe, nach endogenen physiologischen Ereig-
nissen und Ursachen zu suchen. Es konnte bisher
auch eine Vielzahl solcher Phinomene, die zum Al-
tern beitragen, gefunden werden.

1.2.10.4 Reaktive Sauerstoffspezies

So koénnen Zwischenprodukte des O,-Stoffwechsels
(Abb. 1.2.27), bei denen es sich um H,0,-, OH®-
und O3-Radikale handelt, massive oxidative Reak-
tionen an Makromolekiilen bedingen. Diese ,re-
active oxygen species (ROS) werden in Mitochon-
drien, durch aktivierte Makrophagen, in enzyma-
tisch katalysierten Reaktionen wie durch Zyto-
chrom P450, bei der Autoxidation von Himoglobin
und Lipiden, bei der Wasserradiolyse durch ioni-
sierende Strahlung und durch AGEs (Abb. 1.2.28)
gebildet; so ist z.B. das glykosylierte z-Protein der
neurofibrilliren Knoten bei der Demenz vom Alz-
heimer-Typ (SDAT), ein ROS-Produzent (Yan et al.
1994, Hensley et al. 1994).

Vor etwa einem Jahrzehnt wurde ein weiteres
freies Radikal, das NO®, entdeckt (Abb. 1.2.29), das
bei vielen physiologischen Prozessen, wie z.B. der
Relaxation der glatten Muskulatur, eine bedeuten-
de Rolle spielt, jedoch auch zu schéddlichen Nitro-

Tag, E1A,

pRb Onko-

/ protein

X

'\

E2F:
Struktur- Repression
Mutation

proliferations-
hemmend

mit Onkoproteinen oder Mutation. Dann reprimiert E2F die
Transkription von Zellzyklusgenen nicht mehr. CKI cyclin-
abhéngiger Kinaseinhibitor, CDK cyclinabhédngige Kinase,
Rb Retinoblastom
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Abb. 1.2.27. Bildung von freien Radikalen. Sauerstoffradikale

sind kurzlebige, aggressive Produkte von Sauerstoff. Sie zer-

stéren DNA und andere Zellstrukturen. Anderseits sind sie

notwendig fiir die Phagozytose, Biotransformation (Hormone

COLLAGEN
R, W
AMINO- SCHIFF- .
PRODUKT
UGLUCOS E
FREIE
AMINOGRUPPE ZUR
BINDUNG

DAUERNDE AGE BEREIT
GLUCOSEABHANGIGE PR{"FIN Zu
QUERVERNETZUNG BINDEN

Abb. 1.2.28. Nichtenzymatische Glykosylierung. Das Schema
zeigt am Beispiel des Kollagens, wie es zur Bildung von
Quervernetzungen kommt. Proteine verlieren ihre Funktio-
nen durch stochastische Anderungen. Gegenstrategie: Er-
neuerung durch Umsatz, evtl. enzymatische Entfernung der
Quervernetzungen. AGE fortgeschrittene Glykosylierungs-
endprodukte

sylierungsreaktionen fithren kann, welche mutage-
ne und karzinogene Folgen haben (Bartsch et al.
1990). Die Prizision der DNA-Replikation ist nicht
immer aufrecht zu erhalten und fithrt zu Falsch-
paarungen in der DNA (Modrich 1995). Endogen
konnen auch hoch mutagene Ethenoderivate (Nair
et al. 1995) und viele andere schidliche Metaboli-
ten entstehen. Schliefflich fiihrt auch die spontane
Desaminierung von 5-Methylcytosin zu Fehlpaa-
rungen (Schmutte et al. 1995).

\ GSSG /\

u.a.) und die Informationsiibertragung. Gegenstrategien: An-
tioxidanzien, SOD, Katalase und DNA-Reparatur (s. Abb.
1.2.44)

0 NO
Arginin \\ 4’/‘ > Citrullin
NO-Synthase
NADPH, mit Cofaktoren:

Him, Ca?'-Calmodulin,
Tetrahydrobiopterin,
FAD, FMN

Argininosuccinat-
Synthase

Argininosuccinat

Abb. 1.2.29. Bildung von NO*®

Asparaginsiure

Fumarat

Alle diese Befunde lassen folgende Schliisse zu:
Eine geringe ROS-Bildung erniedrigt die Ge-
schwindigkeit der Akkumulation von DNA-Schi-
den. Dabei hilft auch eine wirksame antioxidative
Abwehr, die durch bestimmte Enzyme katalysiert
werden, aber auch durch Metaboliten und exogen
zugefithrte Molekiile erfolgen kann. Wenn aber
schon Schiden entstanden sind, ist nur eine effek-
tive DNA-Reparatur-Kapazitit imstande, die ge-
nomische Stabilitdt aufrechtzuerhalten. Da hier
nicht im Einzelnen auf die vielfdltigen Reparatur-
mechanismen eingegangen werden kann, an denen
tiber hundert Enzyme (deren Gene Kandidaten fiir
Vitagene sind) beteiligt sind, sei hier auf die aus-
fithrliche Literatur verwiesen (Niedermiiller 1985,
1995, Friedberg 1985, Tice u. Setlow 1985, Hana-
walt 1987).

Obwohl die Diskussion iiber die Ergebnisse all
dieser Untersuchungen noch kontrovers gefiihrt
wird, scheint doch ziemlich sicher zu sein, dass ei-
ne Korrelation zwischen der Reparaturkapazitit
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und der MLP vieler Arten besteht. Weniger sicher
und nicht allzu eindeutig ist die Abnahme der Re-
paraturkapazitit mit dem Altern, obwohl viele Ar-
beiten eine solche in Individuen und Zellkulturen
gefunden haben, wobei viele Abldufe der Exzisi-
onsreparatur darauf hinweisen. Die Kapazitdt der
Strangbruchreparatur bleibt aber bis ins hohe Al-
ter gewahrt. Ein wichtiger neuerer Hinweis auf ei-
nen Zusammenhang mit dem Altern ist die Ent-
deckung, dass das bereits erwdhnte p53-Gen eine
zentrale Stelle als ,Wichter des Genoms“ ein-
nimmt, das durch DNA-Schiden aktiviert wird.
Dabei kommt es neben den bekannten Effekten
der Deregulation des Zellzyklus (Arrest) und der
Einleitung der Apoptose auch zur Induktion der
DNA-Reparatur (Abb. 1.2.30).

1.2.11 Bedeutung von Stammzellen
fiir Alter und Lebenserwartung

Stammzellen sind lebenserhaltende Spuren der
Entwicklung. Sie wurden bisher in einer groflen
Anzahl von Geweben entdeckt und weisen eine be-
merkenswerte Plastizitit auf. Daher kann ange-
nommen werden, dass sie eine wichtige Rolle bei
der Erhaltung der Gewebsfunktionen spielen. Es
ist auch bekannt, dass sie kritische Ziele von Schi-
den wihrend des Alterns sind und selbst altern.
Deshalb ist das Verhiltnis zwischen Erhaltung und
Schidden von grofler Bedeutung. Gesichert ist die
Wirkung dieser Zellen auf Krankheiten.

Aktivierung von
»Todes“-Rezeptoren

Fehlen von
Wachstums- (Fas) l

faktoren \

Die jiingste Stammzellforschung (Weissman
2000, Anderson et al. 2001, Globerson 1999) gibt
eine Antwort auf einige wichtige Fragen der Ge-
rontologie. Voll funktionierende Stammzellen wur-
den in einer Reihe von Geweben erwachsener
Mammalia gefunden, sogar im Muskel und Gehirn
(Johansson et al. 1999). Stammzellen erneuern
sich, wenn sie entwickelt sind, wihrend des gan-
zen Lebens immer wieder selbst (Abb. 1.2.31).

Neben den Keimbahnstammzellen (,germ line
stem cells®, GSC), welche direkt das potenziell un-
sterbliche Keimplasma bedienen, existiert eine so-
matische Zelllinie unbegrenzt proliferierender Zel-
len. Diese konnen Zellen gemif3 ihrer Differenzie-
rung in der Leber, im Pankreas, Knochenmark
und Gehirn oder periphere Nerven ersetzen und
auffiillen. Erstaunlicherweise zeigen Stammzellen
oder ihre Nachkommen eine bemerkenswerte Viel-
seitigkeit, an verschiedene Mikroumwelten oder
Nischen zu adaptieren. Stammzellen scheinen
wihrend des Alterns viel stdrker am Gewebsersatz
beteiligt zu werden. In jungen erwachsenen Miu-
sen treten tdglich nur 8% der ,Langzeit“-hdmato-
poetischen Stammzellen (LT-HSC) in den Zell-
zyklus ein, wohingegen die meisten von ihnen in
sehr alten Mdusen replizieren. Neuronale Stamm-
zellen im Gehirn konnen gezielt zu einzelnen Re-
gionen wandern, z.B. zum Gyrus dentatus, einer
besonders verletzlichen Region, zum Vorderhirn
oder zur subventrikularen Zone. Dies ist fiir die
Erklirung der Wirkung fetaler Zellen von grofler
Bedeutung (s. 1.2.18).

Zytotoxische T-
Zellen

}

Aktivierung von
Endonucleasen

TGF-8 —>| zentrales

—> | Aktivierung |—> Anderung der ==gp Phago-

Todessignal 4o | von ICE- Zellmorphologie  zytose
7 Bel-2| Proteasen S)
Ca® / Bel-2
Umorganisation
Glucocorticoide/ p53 des
Hitzeschock Cytoskeletts
DNA- v Tox;nli
5 irusinfektion
Schiden Metabolische
Stérungen

Abb. 1.2.30. Regulation des apoptotischen Prozesses. Ver-
schiedene Faktoren konnen ein Todessignal auslosen. Das
BCL2-Onkoprotein iibt dabei einen hemmenden Einfluss aus.

ICE Interleukin konvertierendes Enzym, TGF transformie-
render Wachstumsfaktor
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Abb. 1.2.31. Stammzellen-Differenzierung. Wege von Keim-
zellen iiber Stammzellen (SC) zu somatischen Zellen. CNS

Stammzellen zeigen eine bemerkenswerte Plas-
tizitdit der Entwicklungsprogramme, die sie aus-
fithren konnen: So entwickeln sich Zellen aus ei-
nem Organ, wenn sie in ein anderes Organ trans-
plantiert worden sind, zu Zellen dieses letzteren.
Dabei legt die intrazellulire Mikroumgebung fest,
welche Gene transkribiert werden, wie wir es auch
vom Klonen von Tieren kennen (Shiels et al. 1999).
Dabei bestimmen Signale von auflen die Richtung
der Entwicklung zu einer bestimmten differenzier-
ten Zelle.

Stammzellpopulationen sind Ziele fiir ROS-
Schdden, Stress, genetische Schdden und Genom-
instabilitit. Daher altern auch sie, obwohl sie sich,
wie Transplantationsexperimente bewiesen haben,
erneuern kénnen (Osawa et al. 1996). Die Schiden
werden dann klonal weitergegeben, wenn sie zu ei-
nem Proliferationsvorteil fiithren, z.B. eine Mutati-
on im ras-, p53-, rb- oder im Telomerasegen auf-
tritt, was zum Problem bei der Krebstherapie wer-
den kann, da durch eine einzelne geschidigte
Stammzelle eine Sekundidrerkrankung entstehen
kann.

Das Altern von Stammzellen zeigt sich auch bei
seriellen Transplantationen, wobei Zellen (Ver-
gleich von altem und jungem Knochenmark) von
alten Spendern weniger repetitive Transfers ermog-
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(TSC)

Kleinbahn
o Stammzellen

N
O > Selbsterneuerung
Primitive

-
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Erfolgloses
Einnisten
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Genital-
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Festlegen auf
Protogameten

Zentralnervensystem, PNS peripheres Nervensystem, HSC
Herz-SC, ESC embryonische SC

lichen (Ogden u. Micklem 1976). Die Anzahl der
Stammzellen steigt meist mit dem Alter an (Haan
u. Van Zant 1997) und dieser Anstieg ist abhidngig
von der Lebenserwartung; so kann er sich bei
kurzlebigen Méiusestimmen umkehren und die
Anzahl der Zellen sinkt (Haan u. Van Zant 1999a).
Ebenso wird in allen Stammzellen die Fraktion der
S-Phasen-Zellen kleiner. Chen et al. (1999) fanden
eine umgekehrte Korrelation zwischen Spenderal-
ter und Repopulationskapazitit. Diese betrug bei
der alten Maus trotz der fiinffachen Anzahl von
Zellen nur ein Viertel der jungen. Konstruiert man
Chiméren aus lang- und kurzlebigen M4usen und
untersucht die Blutbildung wéhrend des Alterns,
sind die Stammzellen der kurzlebigen nach zwei
Jahren verschwunden und die Blutbildung stammt
nur noch von den langlebigen (Van Zant et al.
1990). Diese Chimiren-Experimente trugen we-
sentlich zu unserem Verstindnis des Stammzellal-
terns bei. Die durchschnittliche Lebenserwartung
(LE) korreliert mit der Zellzykluskinetik. Verschie-
dene experimentelle Ansdtze ergaben: je hoher die
Zyklusgeschwindigkeit, desto niedriger ist die LE.
Die dabei wirksamen Genloci kartieren zu densel-
ben genomischen Stellen (Haan u. Van Zant
1999b). Ob noch andere Merkmale von diesen Lo-
ci kodiert werden, ist nicht bekannt. Ein Problem
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bei diesen Autoren ist die analoge Verwendung der
Bezeichnungen ,average (mean) life span“ und
»life span®: Sie beziehen sich immer nur auf die
LE, die sie gemessen haben, doch der genetische
Effekt ist sicherlich einer der MLP; denn diese
Miusestimme haben eine fast rektanguldre Uber-
lebenskurve, daher ist LE und MLP hochkorreliert.

Eine Verbindung von replikativer Seneszenz in
vitro und der Lebenserwartung (MLP) (Campisi
1996) wird durch diese Korrelation nahe gelegt.
Ob die Stammzellen dabei die einzige Population
sind, ist unbekannt; dann wiirde das Schicksal die-
ser Zellen allein die MLP bestimmen. Unter-
suchungen an Telomerase-Knock-out-Médusen ha-
ben gezeigt, dass das sich erneuernde erwachsene
Gewebe am meisten von der Telomerverkiirzung
betroffen ist. Die oben genannten Genloci kénnten
auch an der Regulation der Telomerase beteiligt
sein.

ADPD 956-965i
MM 15990 T

DEAF 1555 G

44— MELAS 3243 G
TMM 3302G
\ MM 3303 T
\ ADPD 3397 G

LHON 3460 A

ADPD 4336 C

MERRF 8344 G

ATPaseb

Abb. 1.2.32. Mitochondriale DNA und ihre Gene. Das
ringférmige doppelstringige Molekiil kodiert 24 RNA und
13 Polypeptide, welche alle an der Energieproduktion teil-
nehmen. Aminosduren werden mit den gebrduchlichen
Buchstaben abgekiirzt und reprédsentieren die tRNA-Allele.
Die Pfeile weisen auf mogliche Mutationsstellen hin, wobei

LHON 14484 C
LHON 14484 C

LDYT 14459 A

LHON 11778 A

NARP 8993 G/C

1.2.12 Kern-Mitochondrien-Interaktionen

Die mitochondriale DNA (mtDNA) unterliegt aus
nahe liegenden Griinden starkem oxidativen
Stress. Die mtDNA hat eine geringe Redundanz
und grofle Informationsdichte (Abb. 1.2.32), Sché-
den wirken sich daher weit stirker als in Kern-
DNA (nDNA) aus. Diese fithren zur Zerstérung
von Mitochondrien, zu Krankheiten und haben
Einfluss auf den Alternsprozess. Dabei werden Tei-
le der mtDNA auf die nDNA iibertragen (Abb.
1.2.33).

Miquel (1995) nimmt an, dass Altern z.T. durch
mitochondriale bioenergetische Dysfunktion ver-
ursacht wird, was nicht nur eine verniinftige Er-
klarung vieler altersabhéngiger Verdnderungen
darstellt, sondern auch ermdéglicht, einen préventi-
ven und therapeutischen Ansatz gegen viele dege-

Komplex | Gene
(NADH Dehydrogenase)

Komplex lll Gene
(Ubiquinol : Cytochrome c
Oxidoreduktase)

Komplex IV Gene
(Cytochrom c oxidase)

Komplex V Gene
(ATP Synthase)

Ribosomale RNA Gene

Transfer RNA Gene

die verdnderten Nukleotide durch den Basennamen charak-
terisiert sind. Beispielhaft seien folgende Mutationen er-
wiahnt: DEAF Taubheit (miitterlich vererbt oder aminoglyko-
sidinduziert), ADPD Alzheimer und Parkinson (fiir den Al-
ternsprozess interessant), LHON, LDYT Neuropathie des N.
opticus, MELAS Schlaganfall u.a.
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Abb. 1.2.33. Ubertragung mitochondrialer Nukleinsduren in
den Kern. Diinne Pfeile: normaler Weg des mitochondrialen
Abbaus; dicke Pfeile: freie Radikale, Toxine, Hunger u.a.

nerative Krankheiten zu entwickeln. Aufgrund die-
ser Uberlegungen wurde die Hypothese des mito-
chondrialen = Schadenenergieverlusts entwickelt,
kurz mitochondriale Altershypothese genannt. Die
Schiden entstehen besonders in differenzierten
Zellen, da diese ihre Mitochondrien nicht so effek-
tiv regenerieren konnen. Vor allem kommt oxidati-
ve Schiddigung in Frage.

Aus dieser Hypothese ergibt sich die Vorher-
sage, dass Altern von einem progressiven bioener-
getischen und funktionalen Verfall der Mitochond-
rien begleitet ist. Die mtDNA ist sicher ein wahr-
scheinlicheres Ziel fiir Mutationen als die nDNA.
In jener wurden Deletionen und Mutationen in
Strukturgenen festgestellt, die sich mit dem Altern
vermehrten. Diese fithren zu einer Verschlechte-
rung der mitochondrialen Biogenese, aber auch
vieler biochemischer Funktionen. Beobachtet wur-
den eine Abnahme der mtDNA-Expression beglei-
tet von einer Abnahme der mtRNA und vieler an-
derer Molekiile. Die Hypothese wird auch durch
eine Untersuchung von Bowling et al. (1993) un-
terstiitzt. Die Verschlechterung des Elektronen-
transports in Mitochondrien des Primaten-Neokor-
tex wird durch Schiden im mtGenom, das Teile
der Komplexe I und IV kodiert, verursacht. Es

mtDNA und mtRNA
durch lysosomale
Nucleasen verdaut

fithren zur Freisetzung von Nukleinsdurefragmenten in das
Zytoplasma; diese werden anschlieflend in das Kerngenom
integriert

wurden weitere dhnliche Verdnderungen an ande-
ren Molekiilen gefunden. Auch die Erniedrigung
der ATP-Synthese steht im Einklang mit der Hypo-
these. Sie wird begleitet von einer verminderten
Aktivitdt der ATPase mit gleichzeitiger Dissipation
des elektrochemischen Protonengradienten und
daher geringerer ATP-Produktion (Abb. 1.2.34).
Die oben erwidhnte Insertion von mtDNA in
nDNA verlduft kontinuierlich und ist ebenfalls ein
Mechanismus der Schadenserzeugung. Die Mecha-
nismen wurden am Fadenpilz Podospora anserina,
an der Hefe und in menschlichen Zellen unter-
sucht. Da diese Insertionen zufillig verlaufen und
der grofite Teil des Genoms aus nichtkodierenden
Sequenzen besteht, wird also die Zerstérung der
Genfunktion durch solche Transpositionen un-
wahrscheinlich sein. Doch auch eine Translokation
in nichtkodierende Sequenzen kénnte wichtige
genregulatorische Sequenzen zerstdren. Bekannt
ist die Insertion des mtco3-Gens in das Onkogen
c-myc des Kerns. Als Folge tritt eine Deregulation
der Genfunktion auf (Shay u. Werbin 1992). Der
Verlust an mtDNA kann sich also einerseits durch
Mutationen in einer Mitochondrienschidigung
und dadurch einer massiven Beeinflussung auch
der hoheren Systeme auswirken, andererseits
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Abb. 1.2.34. Vergleich gesunder und schadhafter bzw. alter
Mitochondrien. Oben: junge bzw. intakte Mitochondrien
produzieren viel Energie (ATP) und kaum freie Sauerstoff-
radikale, unten: bei alten bzw. schadhaften Mitochondrien
ist es genau umgekehrt

durch die Insertion Schdden in der genomischen
DNA mit allen Folgewirkungen auslosen, was den
Effekt multipliziert. Dadurch kann der Alternspro-
zess angetrieben werden.

1.2.13 Wachstumsfaktoren
und Signaltransduktion —
Signale als molekulare Mechanismen

Das Zellaltern wird in erster Linie durch Replika-
tionen angetrieben. Die Generationszeit wird ldn-
ger und die Zellen verlieren ihre Reaktionsfahig-
keit auf Wachstumsfaktoren. Es soll die Regelung
und der Stillstand des Zyklus untersucht und der
Frage nachgegangen werden, warum nach Stimu-
lierung durch die GF die Aktivitit der Thymidin-
kinase ansteigt und andere metabolische Anderun-
gen auftreten.

Dies fithrt zur Untersuchung der Signaltrans-
duktion, welche die GF mit der Genexpression ver-
bindet. Schliefllich gibt es schon viele Hinweise
darauf, dass sich die Signaltransduktion als mole-
kularer Mechanismus mit dem Alter verdndert.

1.2.13.1 Zellteilung und Proliferation

Die zelluldre Proliferation wird durch eine Gruppe
von Wachstum regulierenden Molekiilen positiv
oder negativ geregelt, z.B. GF, Zytokinen und Hor-
monen. Der Verlust replikativer Kapazitit spiegelt
eine verminderte Antwort auf diese Molekiile wi-
der (Cristofalo et al. 1989). Es drédngt sich die Fra-
ge auf, warum solche Molekiile unfihig sind, den
seneszenten Zustand zu beseitigen.

An diesen Altersverdnderungen konnen alle
Teilsysteme der Signaltransduktion beteiligt sein.
Dadurch wird auch die Amplifikation der Signale
beeinflusst (Abb. 1.2.35).

Die GF iiben ihre Wirkung durch die Bindung an
spezifische Rezeptoren mit intrinsischer Kinase-
aktivitdit aus. Die phosphorylierten Rezeptoren
binden an spezifische zytoplasmatische Molekiile,
welche dann aktiviert werden und eine Kaskade
von enzymatischen Reaktionen auslésen. Diese Re-
aktionen fithren das mitogene Signal durch die
Zelle in den Kern, wo es an der DNA die Gen-
expression induziert.

Der erste Schritt, der mittels Bindung des von
Thrombozyten ausgeschiedenen GF (,platelet-de-
rived GF, PDGF) untersucht wurde, zeigt, dass in
vitro die Bindung mit dem Alter ansteigt. Wah-
rend die Affinitit unverindert bleibt, kommt es zu
einem Anstieg der Anzahl der Rezeptoren (Cristo-
falo et al. 1989, Paulsson et al. 1986, Gerhard et al.
1991). Dies erklédrt nicht die reduzierte Proliferati-
on. Doch fanden Reenstra et al. (1993), dass die
Anzahl der Epidermis-GF-(EGF-)Rezeptoren und
auch ihre Internalisierungsgeschwindigkeit mit
dem In-vivo-Altern reduziert wird. Es ist daher
anzunehmen, dass ein bedeutender Unterschied
zwischen in vitro gealterten embryonalen Zellen
und in vivo gealterten erwachsenen Zellen besteht.
Auch wurden die Wiederherstellungsraten der
PDGF-Bindung nach Ausrdumung der PDGF-Re-
zeptoren durch Uberladung mit PDGF (Downregu-
lation) untersucht. Es zeigte sich, dass alte Fibro-
blasten hohere Wiederherstellungsniveaus als
jingere Fibroblasten erreichen (Psarras et al
1994). Daher miissen wir weiter stromabwirts die
Ursachen fiir die Anderung der GF-Wirkung su-
chen.
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1.2.13.2 Signaltransduktion

Auf dem Weg von der Zelloberfliche zum Kern wird
die Phospholipase D (PLD), welche aus Membran-
phospholipiden Diacylglycerol (DAG) erzeugt, in se-
neszenten Zellen nicht aktiviert (Venable et al.
1994). Dies resultiert dann in einer mangelhaften
Bildung von Phosphatidsdure, welche ein starkes
Mitogen fiir Fibroblasten ist (Exton 1994), sowie
DAG. Die DAG-Bildung ist ein Zwischenschritt in
der Aktivierung von Phosphokinase C (PKC), wobei
ein wichtiger Schritt die Translokation zur Plasma-
membran ist. Die Translokation ist in alten Zellen
nach Stimulierung durch Serum signifikant redu-
ziert, nicht aber nach Stimulierung durch Phorbo-
lester (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, PMA). PMA,
ein Tumorpromotor, aktiviert PKC direkt durch
Bindung; alte Zellen erreichen in vitro ihre initiale
Bindungskapazitdt viel schneller als junge. Daher
ist die Erniedrigung der proliferativen Antwort
durch einen Defekt der PLD-Aktivierung ver-
ursacht. Da die PLD jedoch nur fiir einen Teil der
Signaltransduktion verantwortlich ist, miissen wir
uns auf die Zielelemente der Signaltransduktion
konzentrieren, die nach GF-Stimulierung expri-
mierten Gene (Abb. 1.2.36). Es gibt dariiber hinaus
Hinweise darauf, dass auch andere Signalwege mit
dem Altern eingeschrinkt sind (Roth 1997).

Alte Zellen kénnen nicht mehr in die S-Phase,
die DNA-Synthese, eintreten, auch nicht nach Be-
handlung mit Mitogenen. Es konnte festgestellt
werden, dass ein grofler Anteil der zellzyklusregu-
lierten Gene auch in seneszenten Fibroblasten ex-
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Abb. 1.2.35. Vervielfiltigung und Verstirkung eines
extrazelluldren Signals. Uber eine Kaskade aufeinan-
der folgender biochemischer Reaktionen wird in je-
dem Schritt eine Erhéhung der Zahl von Reaktions-
produkten erreicht. Dies kann bis zum Vieltausend-
fachen gehen

primiert werden, wie die frithen Gene (c-myc,
c-jun, junB, c-erb usw.), die immer ein Protein ko-
dieren, das fiir die Transkription der néichsten
Genklasse bendétigt wird, und die mittleren Gene
(c-H-ras, p53, odc, usw.), die ihre Expression be-
ginnen, sobald das Regulatorprotein verfiigbar ist
(Stein u. Dulic 1995).

Andererseits konnten wichtige Expressions-
defekte in anderen Genen beobachtet werden. Das
frithe Gen c-fos kann nicht exprimiert werden
(Seshadri u. Campisi 1990). Sein Produkt ist der
AP1-Transkriptionsfaktor, der fiir die Proliferation
nach Stimulierung notwendig ist. Zusdtzlich wird
seine Bindungsaktivitit an die DNA mit dem Al-
tern geringer und der Serum-Response-Faktor
(SRF), der normalerweise an das Serum-Response-
Element (SRE) des c-fos-Promotors gebunden ist
und als Transkriptionsaktivator fiir dieses Gen
wirkt, in alten Zellen hyperphosphoryliert. Solche
SRF konnen nicht an SRE binden und dies fiihrt
zu verminderter c-fos-Expression (Atadja et al.
1994).

In vitro exprimieren seneszente Fibroblasten
unglaublich reduzierte Mengen von GAS-Proteinen,
welche von den wachstumsstillstandspezifischen
Genen (,growth arrest genes®) kodiert werden
(Cowled et al. 1994). Am G1/S-Ubergang kommt
es ebenfalls zur eingeschrinkten Produktion von
mRNA fiir viele dazu notwendige Proteine.

Doch sind einige weitere Regulationsschritte be-
sonders wichtig. Alte Fibroblasten konnen das Re-
tinoblastomprotein (RB) nicht mehr phosphorylie-
ren und dieses inhibiert den G1/S-Ubergang, in-
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Abb. 1.2.36. Beispiel fiir Signaltransduktion, an der PLD be-
teiligt ist. Nach Ligandenbindung an einen TRK-Rezeptor
wird dieser aktiviert. Dadurch werden verschiedene zyto-
plasmatische Proteine aktiviert. Durch die Aktivierung von
Ras und Raf wird eine Phosphorylierungskaskade in Gang
gesetzt, die schon erwihnt wurde (Abb. 1.2.6). Diese bringt
das mitogene Signal in den Kern. Zusitzlich verursacht die
aktivierte PLCy die Hydrolyse von PI-4,5-P, der Membran
zu IP, und DAG. IP; wiederum setzt Ca** aus Speichern frei.
DAG aktiviert PKC, wobei DAG noch von der PLD aktiviert

dem es an Transkriptionsfaktoren wie EF2 bindet,
das fiir die Expression der spiten G1l-Gene not-
wendig ist (Stein et al. 1990). Andere Gene, wie
cdc2, cycA und cycB, die an der RB-Phosphorylie-
rungsregulation beteiligt sind, werden ebenfalls
nicht mehr exprimiert. Seneszente Zellen haben ei-
ne niedrige Cyclin-E/CDK2-Aktivitdt, die ebenso
zur RB-Phosphorylierung dient, wahrscheinlich
ausgelost durch grofle Mengen eines Inhibitors
der cyclinabhidngigen Kinasen (CDK), der als
p215PLcirt Wil bekannt ist und an Cyclin-E-CDK2-

c-fos

wird und PKC verstirkt die schon vorhandene Phosphorylie-
rungskaskade. PTK Proteintyrosinkinase; Ras, Src, Myc, Jun,
Fos Onkogenprodukte von ras, src, myc, jun, fos; PI Phos-
phoinositol PI3-K Phosphoinositolkinase; PLC Phospholipa-
se C; PLD Phospholipase D, DAG Diacylglycerol; IP3 Inosi-
toltriphosphat; MEK MAP-ERK-Kinase; MAP mitogen-
aktiviertes Protein; ERK extrazelluldr regulierte Kinase;
p62™* terndrer Komplexfaktor; API Transkriptionsfaktor
(Aktivatorproteinkomplex)

Komplexe bindet und sie daher inaktiviert (Stein
u. Dulic 1995). Ahnlich liegt die Anderung beim
Gen p16™, sodass diese zwei Cyclin-CDK-Inhibi-
toren hauptséchlich fiir die Verhinderung des Ein-
tritts in die S-Phase verantwortlich sein diirften
(Serrano et al. 1993).

Da in der Regulation der Signaltransduktion ei-
ner der wichtigsten autoreferienziellen Mechanis-
men und Prozesse zu sehen ist, muss in der
zukiinftigen Forschung besonderes Gewicht auf
Untersuchungen der gesamten Kaskade gelegt wer-
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den - und das besonders in Hinblick auf die
Moglichkeit, durch exogene Einfliisse die Signal-
kaskade so zu verdndern, dass Subsysteme revitali-
siert werden (s. 1.2.18). Im Detail sollten sich Stu-
dien iiber Alternsverdnderungen auf der Ebene der
Rezeptoren mit Endozytose, Abbau, Wiedergewin-
nung und Synthese befassen und es miissen die
Synthese und Regulation der GF in ihren Ur-
sprungszellen untersucht werden. Die Wechselwir-
kung zwischen extrazellulirer Matrix und Zellen
stellt ein weiteres Problem dar und schliefllich sind
viele weitere Untersuchungen der Genexpression
notwendig (s. 1.2.6).

1.2.14 Gene, welche die Proliferation kontrol-
lieren und Alternsprozesse beeinflussen
(Zellzyklusgene, an Signaltransduktion
und Genregulation beteiligte Gene)

Es sind eine Fiille von Genen z. T. schon sehr gut
charakterisiert, welche das Muster des wechselwir-
kenden Systems Zellzyklus-Signaliibermittlung-
Genregulation bestimmen. Dazu geh6ren Gene,
welche die Integritit von Signalwegen aufrecht er-
halten, die Onkogene, Gene, die fiir GF und solche,
die fiir die an der Genexpression beteiligten Regu-
latorproteine der verschiedenen Komplexe kodie-
ren (s. Abb. 1.2.11).

Viele Gene sind an der Bestimmung der Lebens-
erwartung beteiligt, doch ist in den meisten Fillen
ihre biochemische Funktion unbekannt (s. 1.2.4
und Tabelle 1.2.5, 1.2.6). Da eine solche Unter-
suchung an Mammalia besonders schwierig ist,
wurden eher primitive Eukaryonten herangezogen,
um diese Mechanismen aufzukliren und daraus
auch Schliisse auf das Altern hoherer Mammalia
ziehen zu konnen. Aus der Analyse von rekom-
binanten Inzuchtlinien der Nematode C. elegans
wurde die Anzahl der Vitagene (LDG) auf maximal
sechs bestimmt (Brooks u. Johnson 1991). Ebert et
al. (1993) identifizierten fiinf Genomregionen. Das
agel auf Chromosom II ist ein typisches Beispiel
fiir ein Gerontogen, dessen Wildtyp die MLP
verkiirzt. Die agel-Mutation fiihrt zu einer grofe-
ren Aktivitit der SOD (Larsen 1993) und von an-
deren Enzymen, die in die oxidative Abwehr ein-
gebunden sind. Eine Mutation im Spermatogenese-
Gen spe26 fiithrt zu einer 65%-ig héheren MLP
und eine Mutation im daf2 zu einer Verdopplung
der MLP (Van Voorhies 1992, Kenyon et al. 1993).
Das weist wieder auf den ubiquitdren Charakter

der in Abschnitt 1.2.2 referierten Ergebnisse und
Uberlegungen zur Theorie des Wegwerf-Somas
hin.

1.2.14.1 Saccharomyces cerevisiae

Bei Hefe (S. cerevisiae) ist eine solche Bestimmung
praktisch unmdoglich, da diese Gene nicht essen-
ziell fiir die vegetative Vermehrung und Zellteilung
zu sein scheinen. In dieser Gruppe gibt es aber
geniigend Kandidaten. Die einzelne Hefezelle ist
sterblich, doch die Population ist unsterblich, was
aber kein Beispiel fiir klonale Seneszenz ist. Da
die Sprossung (,budding“) asymmetrisch ist, er-
weist sich Hefe als Modell fiir das Altern von
Stammzellen (s. 1.2.11). Wenn man beriicksichtigt,
dass das Maf} fiir die Hefe-MLP nicht das chrono-
logische Altern, sondern die Anzahl der Zellteilun-
gen ist, was zur Konstanz der MLP innerhalb der-
selben Art fithrt (Muller et al. 1980), kann eine
Ahnlichkeit mit dem Altern hoherer Eukaryonten
festgestellt werden. Fiir den Anstieg der Generati-
onszeit (zwischen zwei Sprossungen) mit dem Al-
tern kénnen wir mehrere Gene verantwortlich ma-
chen, die lag-Gene, die fiir Membranproteine ko-
dieren, die ras-Gene, welche an der Signaltrans-
duktion beteiligt sind und das Prohibitin-Gen phb,
das die Zellteilung reguliert (Jazwinski 1993).

1.2.14.2 Drosophila melanogaster

In D. melanogaster fanden Buck et al. (1993) einen
hauptregulatorischen Locus fiir Langlebigkeit auf
Chromosom III. Dabei scheinen aber auch andere
Loci auf diesem Chromosom bestimmend zu sein
und Gene auf den Chromosomen I und II den Lo-
cus auf III zu beeinflussen. Zusitzlich zum Gen
modulieren Umweltfaktoren vermutlich den linger
lebenden Phédnotyp (Buck et al. 1993). Oft nehmen
Gene an Prozessen teil, die gegensitzliche Wirkun-
gen auf die MLP haben. Das ist an diesen nied-
rigeren Organismen genauer untersucht, diirfte je-
doch auch bis zu hoheren Mammalia gelten.

1.2.14.3 Mensch

Beim Menschen schitzt Martin (1990) die Zahl der
Vitagenloci auf 7000. Hier interessieren nur die
Zellzyklusgene sowie die an Signaltransduktion
und Genregulation beteiligten Gene. Dies soll im
folgenden Abschnitt genauer ausgefiihrt werden.
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1.2.15 Replikative Kapazitat
und begrenzte Populationsverdopplung

Seit den 60er-Jahren des vorigen Jahrhunderts ist
bekannt, dass sich eukaryontische Zellen (mit we-
nigen Ausnahmen) nicht unbegrenzt teilen kon-
nen. Diese Verminderung der replikativen Kapazi-
tait wird auf zelluldres Altern zuriickgefithrt. Es
existieren aber auch Einwédnde gegen diese Ansicht
und die Verminderung wird auf ultimative Diffe-
renzierung zuriickgefiihrt. Dabei werden die Bezie-
hungen zwischen zelluldrer Seneszenz und Altern
in vivo interessant.

Das Alter einer individuellen Zelle hingt vom
Zeitpunkt ihrer Geburt aus einer Stammzelle ab.
Die meisten Zellen haben eine kurze Lebenserwar-
tung, daher konnen die sich in ihr angehduften
Schidden nicht besonders wichtig sein. Eventuelle
Schdden werden nicht an ihre Tochterzellen weiter-
gegeben. Von Bedeutung sind also nicht die Sché-
den, sondern die Fihigkeit eines Gewebes, neue
gesunde Zellen zu bilden. Daher ist Zellproliferati-
on notwendig, um funktionell effiziente Zellpopu-
lationen zu erhalten.

Diese Fahigkeit von Stammzellen in einem Ge-
webe ist also notig, um Zellen so weit wider-
standsfihig gegeniiber Stresseinfliissen zu machen,
dass das Gesamtgewebe gesund bleibt. Als Modell
fiir solche Untersuchungen hat sich schon frith die
Zellkultur angeboten. Dieses Modell verwendet
Epithel- und Endothelzellen, aber besonders héufig
mesodermale Zellen.

In solchen Kulturen wichst gewohnlich ein sehr
kleiner Bruchteil der Zellen erfolgreich, was eine
sehr strenge Selektion fiir erfolgreiche Zellen be-
deutet. Man nimmt an, dass die Stammzelle eine
spezifische Umgebung braucht, wie z.B. andere

Zellen, Membranbindung oder Zytokine, um ihren
Charakter zu bewahren. Werden sie auf Glas ver-
pflanzt, verlieren sie die Stammzelleigenschaften
und aus ihnen wichst die In-vitro-Kultur. Anfangs
ist die Kultur wegen der verschiedenen Zelltypen
heterogen. Diese lassen sich aber differenzieren
und typenspezifisch weiterziichten.

1.2.15.1 Hayflick-Zahl und Hayflick-Limit

Das Wachstum dieser Kulturen, also die Anzahl
der Generationen (der Zellteilungen), wird als An-
zahl der Populationsverdopplungen (PD) definiert.
Da es eine abnehmende Wachstumsfraktion in die-
sen Kulturen gibt, ist die Anzahl der PD viel klei-
ner als die der Zellgenerationen (1:3). Die Zellen
treten mit der Zeit irreversibel aus dem Zyklus aus
und gelangen in eine postmitotische Phase. Diese
bestimmte Grenze wurde zum ersten Mal von Swim
u. Parker (1957) sowie von Hayflick u. Moorehead
(1961) beobachtet und wird als ,Hayflick-Limit*
bezeichnet. Sie ist altersabhingig, korreliert aber
auch mit der MLP (Tabelle 1.2.7). Die Kulturen
sind reproduktiv heterogen, einige Zellen haben
ein sehr begrenztes Reproduktionspotenzial, ande-
re wieder niitzen die volle Reproduktionskapazitit
aus (Smith u. Whitney 1980).

Neben diesen Zellen gibt es immortalisierte Zel-
len, bei denen wir zwei Gruppen unterscheiden
konnen: nichttransformierte und transformierte
Zellen. Erstere sind normale Zellen, die weiter mi-
totisch bleiben. Transformierte Zellen - vor allem
von Nagern, da sie kaum von Menschen und hohe-
ren Mammalia zu gewinnen sind - zeigen gravie-
rende Unterschiede zu den nichttransformierten
und sind Ausgangspunkte fiir Krebszellen.

Tabelle 1.2.7. Populationsverdopplungszahl (Hayflick-Limit) und maximale Lebenserwartung

Art Populationsverdopplungen MLP (Jahre)
Maus 14-28* 3,5
Ratte 15-20* 3,5
Ratten-Kdnguruh 11-15* 35
Nerz 30-34* 10
Kaninchen 21-23* 14
Fledermaus 18-22% 15
Huhn 15-35* 30
Rind 40* 30
Pferd 22-38* 45
Mensch 50-60* 122
Galapagos-Schildkrote: =100

Junger Spender 112-130*

Alter Spender 90-102*

*embryonale Fibroblasten, *Fibroblasten, MLP maximale Lebenserwartung.
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In Kulturen zeigen die Zellen eine breite Vertei-
lung replikativer Fahigkeit. Wéhrend des Alterns
bewegt sich diese Verteilung zu immer kleineren
Klongréflen. Daher besitzen junge Kulturen eine
grofle Fraktion von Zellen mit sehr grofler replika-
tiver Leistung, mittlere Kulturen besitzen aber we-
niger Zellen, die sehr grofle Kolonien bilden
konnen, und in alten Kulturen ist die Streuung
weitgehend zu kleinen Kulturen hin verschoben.
Smith u. Whitney (1980) schlossen daraus, dass
die Reproduktionsfihigkeit neugeborener Zellen
stochastisch determiniert ist und dass die Streu-
ung dieser Fdhigkeit sich weg von grofleren zu im-
mer kleineren Kolonien bewegt. Des Weiteren wur-
de gefunden, dass intermitotische Perioden in al-
ten Kulturen nicht lang genug sind, um das lang-
samere Wachstum zu erkldren (Macieira-Coelho et
al. 1966), sodass die Wachstumsfraktion kleiner
ist. In jungen Kulturen ist diese sehr grofl und
wird mit jeder folgenden Passage kleiner, wahrend
die postmitotische Fraktion langsam ansteigt
(Pontén et al. 1983) und schliefllich mehr als die
Hilfte der Zellen betrdgt. Dadurch muss schlief3-
lich die Kultur absterben, denn bei jeder Teilung
wird nun die Anzahl der mitotischen Zellen zu
klein, um eine Konfluenz zu erreichen.

Es trifft also nicht zu, dass alle Zellen dieselbe
Alternsrate aufweisen, ja es konnen sogar sehr jun-
ge Zellen in alten Kulturen auftreten, was zur Kri-
tik am Hayflick-Phdnomen fiihrte, dieses als Al-
ternsprozess zu interpretieren (Bayreuther et al.
1988) - eine bis heute sehr kontroverse Diskussi-
on, welche bisher die Verleihung des Nobelpreises
an Hayflick verhinderte. Hinsichtlich der Regulati-
on haben Kitano und Imai ein subtiles und an-
spruchsvolles kinetisches Modell entwickelt (Kita-
no u. Imai 1998, Imai u. Kitano 1998) mit dem
Vorschlag, zwei parallele, unabhéngige, aber zeit-
abhidngige Prozesse anzunehmen, welche die Mor-
talisierung regulieren. Der eine sei eine stochasti-
sche Wachstumshemmung, der andere eine ver-
hingnisvolle oder katastrophale Seneszenz, beide
als an die DNA-Replikation gekoppelte Transkripti-
onsmechanismen. Der erste wird durch Wachstum
hemmende Zell-Zell-Wechselwirkungen hervor-
gerufen, der zweite durch die hochgeordnete Chro-
matinstruktur kontrolliert (Macieira-Coelho
1995a,b). Aus dieser Hypothese, die durch Com-
putersimulationen gut gestiitzt wird, kénnten sich
viele Experimente zur Abkldrung der kontroversen
Diskussion iiber die zelluldre replikative Seneszenz
entwickeln.

1.2.15.2 Genetische Aspekte

Die molekulargenetischen Ursachen der replikati-
ven Seneszenz wurden unter 1.2.14 genauer aus-
gefiihrt, daher werden hier nur einige kurze Hin-
weise gegeben. Frithe Experimente dazu wurden
von Bunn, Tarrant, Muggleton-Harris und Pereira-
Smith durchgefithrt (Bunn u. Tarrant 1980, Mug-
gleton-Harris u. Hayflick 1976, Muggleton-Harris
u. DeSimone 1980, Pereira-Smith u. Smith 1981).
Dabei wurden immortalisierte Zellarten mit mor-
talen fusioniert, die entstandenen Hybridzellen wa-
ren postmitotisch und hatten ein begrenztes Pro-
liferationspotenzial. Spontanmutationen kénnen je-
doch zu einer langsamen Reimmortalisierung
tithren, was bedeutet, dass die Mortalisierung do-
minant ist und Immortalisierung durch Inaktivie-
rung von Genfunktionen erreicht wird. Diese Ar-
beitsgruppen identifizierten eine Anzahl von Kom-
plementationsgruppen, welche eine zelluldre Mor-
talisierung bewirken. Sie fanden, dass alle Zellen
in wenigstens vier Komplementationsgruppen ein-
geteilt werden konnten, d.h. dass mindestens vier
verschiedene Gene notwendig sind, um eine Mor-
talisierung zu erreichen. Jede Zellart wird nur ei-
ner Komplementationsgruppe zugeschrieben, und
die Komplementationsgruppen entsprechen weder
der Zellart, der Tumorart noch der embryonalen
Ursprungsschicht. Dies deutet darauf hin, dass ei-
ne sehr begrenzte Anzahl von Genen bei der Im-
mortalisierung gedndert werden und in die Kon-
trolle der Mortalisierung verwickelt sind. Der Ver-
lust des Reproduktionspotenzials konnte also ent-
weder auf unreparierte Schiaden oder auf ein gene-
tisches Programm zuriickzufiihren sein, das Zellen
zur Differenzierung in postmitotische, aber meta-
bolisch aktive bringt.

Vor etwa 40 Jahren widerlegten also Hayflick u.
Moorhead Carrels Dogma, dass sich teilende so-
matische Zellen, wenn sie aus der alternden Umge-
bung des Organismus entfernt sind, unendlich
proliferieren kénnen. Zu jener Zeit am Wistar-In-
stitut in Philadelphia entdeckten sie die begrenzte
proliferative Kapazitdt menschlicher fetaler Fibro-
blasten in vitro und schufen ein noch immer weit
verbreitetes Modell des zelluldren Alterns. Es ist
heute allgemein akzeptiert, dass im multizelluldren
Organismus die mitotische Aktivitdt proliferieren-
der somatischer Zellen limitiert ist (s. auch Abb.
1.2.42). Nahe dem Ende der proliferativen Kapazi-
tat degenerieren die Zellen (klonale Seneszenz)
und sterben schliefllich. Nur maligne Transforma-
tion kann diese Zellen immortalisieren. Die pro-
liferative Seneszenz stellt ein ausgezeichnetes In-
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vitro-Modell fiir die Einfliisse auf die Replikation
mitotisch aktiver Zellen dar. Das PD-Potenzial kor-
reliert mit der MLP und mit dem Spenderalter (s.
Tabelle 1.2.7), wobei es bis heute nicht ganz klar
ist, ob Phase 3 (heute 4) jemals unter In-vivo-Be-
dingungen erreicht wird. Weiter ist der Stillstand
des Zellzyklus in der G1-Phase nicht notwendiger-
weise ein Grund fiir die Zellzerstérung oder Apop-
tose. Nervenzellen kénnen beim Menschen iiber
100 Jahre in diesem Zustand iiberleben.

1.2.16 Molekulare und genetische Ursachen
von Apoptose und Nekrose

Die zwei bekannten Arten des Zelltods haben ver-
schiedene Ursachen, treten zu verschiedenen Zei-
ten auf und dienen verschiedenen Zwecken. Die
Apoptose ist ein programmierter Zelltod und ein
wesentlicher Bestandteil von Entwicklung und
Homoostase (s. Abb. 1.2.30). Sie ist eng verbunden
mit der Regulation der Zellproliferation, was der
einzige Hinweis ihrer Rolle beim Altern in vitro
ist. Thr bekannter Zweck ist, ohne Entziindung fiir
neue gesunde Zellen Platz zu machen und dadurch
z.B. die Form eines Gewebes zu bestimmen. Nek-
rose entsteht durch eine Vielfalt an Schiden, wobei
der Zellschwund im Alter auf sie zuriickzufiihren
ist. Thr Zweck ist die Weiterleitung geschédigter
abgebauter Bestandteile an fiir die Entsorgung zu-
stindige Subsysteme. Sie tritt im Alter vermehrt
auf.

1.2.16.1 Apoptose

Zur Regulation der Masse und Architektur der Ge-
webe, sowohl in der Embryonalentwicklung als
auch im erwachsenen Organismus und eventuell
bei bestimmten Alternserscheinungen, dient der
Zelltod durch die zuerst von Kerr und Mitarbei-
tern so bezeichnete Apoptose (Kerr et al. 1972,
Evan 1994, Wyllie 1994). Sie ist charakterisiert
durch morphologische und biochemische Ande-
rungen, die sie von der Nekrose unterscheiden.
Der initialen Chromatinkondensation schlieflt sich
die DNA-Fragmentierung und schlieflich die Bil-
dung von membrangebundenen apoptotischen
Korperchen an. In vivo werden die entstandenen
Zellfragmente dann von Nachbarzellen und Makro-
phagen abgebaut. Die Apoptose ist also eine kon-
trollierte Art, ungewollte Zellen ohne immunologi-

sche Reaktion zu eliminieren. Sie kann durch be-
stimmte Wachstumsfaktoren wie IGF, PDGF, FGF
usw. unterdriickt und durch andere, wie TNF-a
oder EGF induziert werden, wobei der jeweilige
Einfluss auch vom Gewebe abhingt (Kerr et al
1994, Reed 1994). GF-gesteuerter Schutz vor Apop-
tose tritt auch in den S-, G,- und M-Phasen des
Zellzyklus auf, deren Fortschreiten GF-unabhingig
ist, was zeigt, dass die antiapoptotische Funktion
der GF nicht direkt mit ihrer proliferativen Aktivi-
tdt verbunden ist (Harrington et al. 1994). Diese
Autoren zeigten auch, dass PDGF und IGF-I ru-
hende Rattenfibroblasten vor ihr schiitzen, die
konstitutiv exprimierte, deregulierte c-myc-Expres-
sion aufweisen. Dies ist auch fiir andere Zellen
nachgewiesen worden. An bestimmten Zellen zei-
gen auch EGF und FGF solche Wirkungen, obwohl
sie in vielen anderen Zellen Apoptose verhindern;
der Mechanismus der GF-Wirkung ist also zellspe-
zifisch. TGF-f (,transforming growth factor ()
16st die Eliminierung von transformierten Zellen
aus, wobei alle diese Befunde darauf hinweisen,
dass die Wechselwirkung zwischen GF und Apop-
tose den protektiven Zug der GF erhellen, die sich
als Uberlebensfaktoren fiir einerseits die einzelnen
Zellen, durch deren Elimination aber andererseits
fiir die Gewebe herausstellen. Serumentzug, also
Verlust der GE, in ruhenden jungen menschlichen
Fibroblasten, aber auch in alten Zellen induziert
Apoptose, was nahe legt, dass in vitro alternde
Zellen resistent gegeniiber dem programmierten
Zelltod sind. In derselben Untersuchung wurde in
alten Zellen eine ungewohnlich hohe Konzentration
des Produkts des antiapoptotischen bcl2-Onkogens
gefunden, was zusammen mit der Repression der
c-fos-Expression, der RB-Phosphorylierung und
des verstdrkten Auftretens von p21 als Mechanis-
mus angesehen werden kann, mit dem die alten Fi-
broblasten ihren eigenen Zellzyklus-Zickzackkurs
verhindern, um nicht abzusterben. Die Energie-
produktion jedoch hilft, Schdden zu vermeiden
(Abb. 1.2.37). Das In-vitro-Zellaltern fiihrt also ei-
nen Selektionsprozess ein, der Uberlebende, d.h.
Zellen, die weniger abhidngig von GF sind, begiins-
tigt (Wang 1995). Auch Reed (1994) kommt zu
dhnlichen Schliissen (Abb. 1.2.38).

1.2.16.2 Nekrose

Im Gegensatz zur Apoptose ist Nekrose ein Zelltod
durch Verlust der Kontrolle der Ressourcen fiir
Energie, Ionengleichgewicht und Homdostase, der
im Anschwellen und Aufbrechen der Zellen resul-
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Abb. 1.2.37. Zelluldre Antworten auf Stress und seine Be-
wiltigung durch Energieproduktion. Durch Stressbedingun-
gen verursachte Zellschdaden brauchen viel Energie fiir die
Abwehr- und Reparatursysteme und es kommt zu Anderun-
gen des Energieproduktions-Systems. Beides fithrt zu einem
Energiemangel, der durch eine Abnahme an Energiesubstra-
ten noch verstirkt wird. All dies fithrt zu einer Abnahme
von Abwehr, Reparatur und Regulation, was wiederum mehr
Schidden und beschleunigtes Zellaltern nach sich zieht

tiert und eine Entziindungsantwort hervorruft, al-
so das Immunsystem involviert. Es sind Zellmas-
sen und nicht einzelne Zellen betroffen. Kalzium
dringt in Mitochondrien ein und féllt aus. Die Mi-
tochondrien schwellen an und lysieren, ebenso die
Zelle, wobei intrazellulire Produkte zuriickbleiben.
Es folgt eine entziindliche Antwort und Phagozy-
ten konsumieren die Reste (Walker et al. 1988).
Die Zelle hatte nie eine Chance, mit einer Umstel-
lung der Signaltransduktion und des Stoffwechsels
zu reagieren.

Beide Arten des Zelltodes scheinen also mit
dem Altern des Organismus sehr wenig zu tun zu
haben, deshalb die nur sehr oberflichlichen Aus-
fithrungen. Neben umfangreichen fritheren Bei-
tragswerken (Davies u. Sigee 1984) gibt Driscoll
(1995) eine ausfiihrliche Ubersicht.

1.2.17 Altern und Krebs
auf molekularer Ebene

Mutationen allein verursachen Krebs nicht. Bei sei-
ner Entwicklung ist ein kompliziertes vernetztes
Kaskadensystem beteiligt. Es sind eine Reihe von
Genen bekannt, die an dieser Promotion beteiligt
sind. Oft laufen molekulare Altersveranderungen
parallel zu solchen ab, die an der Krebsentstehung
beteiligt sind. Diese Zusammenhidnge sollen ge-
nauer untersucht werden (s. Abb. 1.2.3).

Auf zelluldrer Ebene scheinen Altern und Krebs
einander diametral entgegengesetzt zu sein. Im Al-
ter beenden Zellen ihre Teilungen, wihrend Krebs-
zellen eine unendliche Teilungskapazitdt aufweisen.
Dies ist ein Resultat multipler Mechanismen, in
welche genetische und epigenetische Anderungen
verwickelt sind. Der wichtigste Mechanismus der
Aufrechterhaltung der Homdgostase ist die Zellver-
mehrung, aber bedeutsam sind auch diejenigen,
welche fiir das Gleichgewicht der Zelltod- und
Proliferationsgeschwindigkeit sorgen. In diesen
Kontext gehort die Apoptose (s. 1.2.16.1). Die Un-
sterblichkeit der Zellen ist so etwas wie eine homo-
ostatische Unordnung, in der immer mehr Fehler
der Proliferationskontrolle als Folge von vererb-
baren Anderungen wie Mutationen auftreten. Diese
sind Ursache eines Klons, der ohne Beschrinkung
wichst. Krebszellen befinden sich nicht in einer
Hyperhomoostase, sondern reprisentieren eine
Flucht aus der normalen Homdostase in einen
neuen Seinszustand.

Was Altern und Krebs gemeinsam haben, ist die
somatische Mutation. Auf diese ist das Spektrum
der degenerativen Altersinderungen mit einem
Verlust der proliferativen Homoostase zuriickzu-
fithren (Martin 1991). Zur genetischen Instabilitdt
kommt die Telomerinstabilitit (s. 1.2.10) hinzu, so-
dass der Verlust der genomischen Integritit in vivo
zum Verlust der proliferativen Homoostase fiihrt,
obwohl eine funktionale Beziehung zwischen repli-
kativer Seneszenz und In-vivo-Altern immer noch
unklar ist (Campisi 1966).

Mit den heutigen Techniken zur Bestimmung
der Mutationen ist ein grofler Fortschritt gemacht
worden. So konnten viele Gene auf ihre Unver-
sehrtheit untersucht werden. Die interessantesten
sind wohl die, welche an Zellzykluskontrollpunk-
ten beteiligt sind, wie z.B. das p53, das durch die
Induktion von P21, einem Kinaseinhibitor, akti-
viert wird. In einer Mutante (Maus) des Gens wird
die Mutationsfrequenz mit dem Alter héher (Jacks
et al. 1994). In Tumoren dieser Tiere ist die Muta-
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Abb. 1.2.38. Signalkette zum Zellzyklusstillstand und zur
Apoptose. P53 wird durch DNA-Schddigung, Wachstums-
und Stressorsignale aktiviert. Die DNA-Reparatur wird indu-
ziert, auch kann es iiber andere P53-Funktionen zur Caspa-
sekaskade und Apoptose kommen. Schliellich werden tiber

tionsfrequenz vergleichsweise héher. Das Gen ist
also wichtig bei der Aufrechterhaltung der chro-
mosomalen Stabilitidt, nicht aber der Stabilitit auf
dem Nukleotidniveau. In héherem Alter wird die
Mutationsanhdufung beschleunigt, was ansteigende
Empfinglichkeit fiir Tumoren zur Folge hat (s.
Abb. 1.2.3). Die Apoptose verhindert die Anhiu-
fung derart geschédigter Zellen.

Ein Verlust (oder Mutationen in Nukleotid-Exzi-
sionsreparatur-Genen, wie dem xpa-Gen, s. 1.2.9),
wie er mit dem Altern auftritt (Hoeijmakers 1994),
fithrt zur Einschriankung der DNA-Reparatur, was
wiederum Anlass zu weiteren Mutationen gibt. Dies
erkldrt die hohe Inzidenz von Tumoren bei alten

Transaktivierung das p21-Gen und die bax-Gene induziert.
Ersteres fiihrt iiber Hypophosphorylierung des Retinoblas-
tomproteins und Hemmung des Transkriptionsfaktors E2F
zur Hemmung des Zellzyklus in G,, letzteres wieder zur
Apoptose. BCL2 (,,B-cell lymphoma“) hemmt dies

und besonders bei alten xpa-defizienten Tieren
(De Vries et al. 1997). Die h6chste Tumorinzidenz
nach Behandlung mit Benzo[a]pyrene ist bei Miu-
sen mit gleichzeitigen Mutationen im p53- und xpa-
Gen zu beobachten. Wie wir von Untersuchungen
der Signaltransduktion (s. 1.2.14) wissen, sind an
solchen Genmanifestationen immer ein Netzwerk
und eine Kaskade von biochemischen Schritten be-
teiligt, sodass auch in diesem Netzwerk Alterns-
verdnderungen die Expression der an der Tumor-
entstehung beteiligten Gene regulieren konnen
(Abb. 1.2.39). Wir konnen also behaupten, dass die-
selben Gene beim Altern und der Tumorentstehung
beteiligt sind, nur werden sie je anders reguliert.
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Abb. 1.2.39. DNA-Schidigung und Zellaltern. Die im Laufe
des Alterns auftretenden DNA-Schiden werden weiterbear-
beitet, z.B. mittels DNA-Reparatur, und enden unrepariert
als irreversibel mutierte genomische DNA

1.2.18 Modulation auf molekular-zellularer
Ebene: Molekulare Moglichkeiten
der Modulation

Von groflem Interesse ist die positive Modulation
des Alterns, d.h. die Verlangsamung der Alterns-
geschwindigkeit, und dies nicht nur wegen des al-
ten Menschheitstraums, eine hohe Lebenserwar-
tung zu erreichen (Unsterblichkeit), sondern weil
damit auch eine hohe funktionelle Kapazitit er-
reicht wird, die geeignet ist, Alterskrankheiten und
die Multimorbiditdt zu verhindern.

1.2.18.1 Lyophilisierte Zellen
und ihre Wirkungsmechanismen

Obwohl sehr kontrovers diskutiert und von vielen
Forschern als obsolet betrachtet, scheinen ver-
schiedene Anwendungsmodi von fetalen und juve-
nilen Zellen (frisch verarbeitet oder lyophilisiert,
ebenso Extrakte, meist von Wiederkiduern, aber
auch von Nagern gewonnen) einen ,revitalisieren-
den® Effekt zu haben. Revitalisierung bedeutet Er-
reichen einer Vitalitdt, die einem jlingeren kalen-
darischen Alter entspricht. Mit Vitalitdt ist funk-
tionelle Kapazitit gemeint: ,ein Maf3 fiir das
Vermogen eines Organismus, alle lebensnotwendi-

gen biologischen Funktionen zu realisieren® (s.
auch Abb. 1.2.1).

Die Makromolekiile dieser Zellen zeigen eine
von kleineren Molekiilen grundsitzlich verschiede-
ne Pharmakokinetik und Pharmakodynamik und
wirken in spezifischer Weise auf verschiedene Sub-
systeme. Weiter erh6hen sie die Lebenserwartung
und heilen durch Retroviren hervorgerufene
Krankheiten. Weil sie keine Oberflichenantigene
besitzen, rufen sie auch keine Immunreaktionen
hervor. Dieser ganze Komplex soll hier diskutiert
werden.

Verzogert also fetales oder embryonales Gewebe-
material das Altern und das Auftreten von Krank-
heiten? Eine andere mogliche Modulation der Al-
ternsgeschwindigkeit beruht auf der Uberlegung,
dass die Applikation fetalen Materials Verluste oder
Schdden von zelluldren und subzelluldren Struktu-
ren kompensieren kann. Hofecker et al. (1980) teste-
ten diese Hypothese in einer Reihe von Experimen-
ten mittels fetaler Testis-, Plazenta- und Mesen-
chymzellen vom Schaf. Eine Reihe von Alters-
parametern zeigten signifikante Langzeitverbes-
serungen nach s.c.-Applikation dieser Zellen. In
mehreren Uberlebensstudien nach Zellapplikation
war die durchschnittliche Lebenserwartung LE,
und sogar die MLP einer Kohorte signifikant erh6ht.

An Miusen zeigte die Applikation von fetalen
Mesenchymzellen ebenfalls eine stark erhohte ma-
ximale Lebenserwartung, d.h. eine MLP von 700
Tagen (Kontrolle) auf 1100 Tage! Diese OF1-Méuse
sind aber charakterisiert durch das Auftreten von
lymphatischer Leukose ab einem Alter von 7 Mo-
naten, wobei nach den ersten dufleren Anzeichen
nach drei Wochen der Tod eintritt. Nachdem die
Hiilfte der Kohorte gestorben war, erhielt die Half-
te der verbliebenen Tiere fetale Mesenchymzellen.
Die Studie ergab dann die vorhin erwahnte Wir-
kung auf die Lebenserwartung.

Da das Material kaum mehr lebensfihige Zellen
enthdlt, muss die Wirkung von Zellfragmenten
oder Signalmolekiilen ausgehen, die der Empfin-
ger verwerten kann. Der von uns gefundene
schwichere Effekt denaturierter Zellen weist darauf
hin, dass in frischen oder lyophilisierten Zellen
noch intakte Strukturen vorhanden sein miissen,
Makromolekiile oder deren Cluster, und dass der
Effekt nicht unspezifisch ist. Dies wird auch da-
durch erhidrtet, dass diese Beobachtung nur bei &l-
teren Tieren oder bei zerstorten Strukturen (s.
Leukose) gemacht wurde. Dieser Effekt ist so dra-
matisch, dass es angezeigt ist, in Zukunft die daran
beteiligten Signaltransduktionsmechanismen zu
untersuchen.
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Durch die jiingsten umfangreichen Erkenntnisse
der Stammzellenforschung bietet sich auch eine
Erkldrung der Wirkung an: Teile des injizierten fe-
talen Materials werden spezifisch in geschiddigten
Strukturen abgefangen, eingebaut und regen dort
durch bestimmte Faktoren die Teilung von Stamm-
zellen an. Die Wirkung von TGF-f sowohl auf die
Transkription als auch auf die Zellteilung ldsst sich
heute ebenfalls erkldren.

Unsere Hypothese geht von der vielfiltigen Wir-
kung von TGF-f aus, der durch Bindung an den
T-1I-Rezeptor einerseits die Transkription beein-
flusst (Abb. 1.2.40, 1.2.41), andererseits in geringen
Mengen die Proliferation férdernde und in hoher
Konzentration eine Zellzyklus inhibierende Funk-
tion aufweist (Abb. 1.2.42). Das Wirkprinzip fetaler
Zellen wére dann tiber TGF-f-abhidngige Prozesse
zu erkldren, wie es durch unsere jiingsten Unter-
suchungen an YAC-Zellen und Lymphozyten nahe
gelegt wird. Kiinftige Studien iiber die Konzentra-
tion der beteiligten Faktoren und die Kinetik der
damit verbundenen Signalwege sollten genaueren
Aufschluss dariiber geben.

Diese Hypothese wird auch durch pharmakoki-
netische Studien verstirkt (Niedermiiller et al.
1986), welche zeigten, dass Abbauprodukte inji-
zierter fetaler Zellen eine weit hohere Verweildauer
in Organen zeigen als die zu ihrer Markierung ver-
wendeten Prikursoren, Pharmaka und die meisten

TGF-f§

Abb. 1.2.40. Regulation der TGF-f-Wirkung. Bei kurzer In-
kubation induziert TGF-f die Expression der PDGF-A-Kette
(PDGFR-a wird dabei herunterreguliert), bei langer Inkuba-
tion die des PDGFR-f. TGF-f induziert also anfangs (I) die
PDGF-AA-Ketten, welche an die PDGFR-a binden und durch
einen autokrinen Mechanismus deren Herunterregulation
induzieren und eine verminderte PDGF-Bindung bewirken.
Spéter wird die Zelle durch die PDGFR-f-Synthese wieder
empfindlicher auf PDGE. Der Prozess ist altersabhdngig.
PDGF thrombozytenstindiger Wachstumsfaktor, TGF trans-
formierender Wachstumsfaktor

D @
SMAD

TYPIIR TYPIR‘ ®

QA

®
TGF-B-

(SMAD)
induzierte
OO Gene

Abb. 1.2.41. Transkriptionsaktivierung durch TGF-f. Isofor-
men des Wachstumsfaktors TGF-f binden an Typ-II-Rezep-
toren mit endogener Ser/Thr-Kinase-Aktivitit und induzie-
ren die Verbindung mit Typ-I-Rezeptoren. Dadurch werden
diese phosphoryliert und kénnen durch die neu gewonnene
Kinaseaktivitit Smads phosphorylieren. Diese bilden Hetero-
dimere, die in den Kern transportiert werden. Dort losen sie
Transkriptionsaktivitit aus. TGF transformierender Wachs-
tumsfaktor (,transforming growth factor, Wirkung wie EGF
»epidermal growth factor); Smads transkriptionale Aktiva-
toren (,small mothers against dpp®, ein Drosophila-Gen), die
ubiquitir vorkommen

Metaboliten. Interessant ist, dass in der Stammzell-
forschung heute oft der Ausdruck ,Zelltherapie®
verwendet wird (Bordignon et al. 1999): Hier
driangt sich auch die Frage auf, inwieweit sich
embryonale und fetale Zellen von Stammzellen un-
terscheiden.

1.2.18.2 Wirkfaktoren
auf molekular-zelluldrer Ebene

Es gibt keinen Bereich der Modulation des Alterns,
iiber den mehr Untersuchungen publiziert wurden,
als den Komplex der Erndhrung; wobei wegen ver-
standlicher Schwierigkeiten weniger der Einfluss
des Nahrungsmusters als der reduzierter Kalorien-
aufnahme studiert wurde. Trotzdem liegen nur we-
nige Informationen iiber Mechanismen und Aus-
wirkungen auf molekularem und genetischem Ni-
veau Vor.

Dies gilt in noch stirkerem Maf} fiir den Ein-
fluss physischen Trainings, iiber das immer noch
kontrovers diskutiert wird, da bisher ein Zusam-
menhang mit dem Altern kaum nachgewiesen wer-
den konnte, wohl aber ein Einfluss auf die Multi-
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Abb. 1.2.42. Zellzyklusregulation. Das Schema zeigt einige
der an der Regulation teilnehmenden Faktoren. Im Zusam-
menhang mit der Wirkung fetaler Zellen ist besonders der
Einfluss von TGF-f auf die Zellteilung (geringe Konzentrati-

morbiditdt. Zusdtzlich kommen die Untersuchun-
gen zu widerspriichlichen Resultaten, da manches
Training zu einer Verkiirzung der Lebenserwar-
tung fithrt (Coleman et al. 1987a,b, Lichtig et al.
1987).

Verdnderungen beider Mafinahmen auf moleku-
larem Niveau werden hier diskutiert. Zusitzlich
soll auf den Einfluss der Umwelt hingewiesen wer-
den, der sich auch in molekularen Verdnderungen
im Nervensystem manifestiert.

Das Standardmodell zur Beeinflussung des Al-
terns ist die Verldngerung der gesunden Lebens-
erwartung bei Nagern durch kalorische Restriktion
(CR) (McCay et al. 1935), das immer noch als ein
Goldstandard fiir die Modifikation der Alterns-
geschwindigkeit verwendet wird. Eine umfassende
Forschung in diesem Bereich wurde von vielen Ar-
beitsgruppen, aber besonders von Masoro (1988,
1989) durchgefiihrt. Die Mechanismen, durch wel-
che CR das Leben verlingert, sind immer noch
zum groflen Teil unklar. Doch fand man neben ei-
nem verzogerten Kollagenaltern (Everitt et al
1980) positive Wirkungen auf das Altern des Im-
munsystems (Weindruch et al. 1979, Weindruch u.
Walford 1988), die DNA-Reparatur (Lipman et al.
1989) und auf die Verbreitung von Tumoren und
Nierenerkrankungen.

Spontanes Laufradtraining (Skalicky u. Viidik
1999) erhohte die Expression von aus Gehirn ge-
wonnenem Wachstumsfaktor (,,brain-derived GF<
BNDF) in Pyramidenzellen des CA1-Felds des Hip-
pocampus und dem kaudalen Drittel des Neokor-
tex, einer sehr alterssensitiven Region in Bezug auf
das Lernen und Gedichtnis (Neeper et al. 1996).

on: stimulierend, hohe Konzentration: inhibierend) interes-
sant. PCNA ,proliferation nuclear antigen®, cyc Cycline, CDK
cyclinabhéngige Kinase, p am Zyklus beteiligte Proteine,
INK Inhibitor der CDK, CIP Cyclininhibitorprotein

Einige Untersuchungen weisen auf einen Anstieg
der muskarinischen Rezeptordichte im Hippocam-
pus und parietalen Kortex sowie der Dopamin-
rezeptordichte im Striatum hin. Ratten, die in ab-
wechslungsreicher Umgebung gehalten werden,
zeigen einen etwa 10%-igen Anstieg der Dicke des
okzipitalen und frontalen Kortex verglichen mit
ihren altersgleichen Kontrollen. Neurotrope Fak-
toren beteiligen sich an einem der fundamentalen
Mechanismen, die das Wachstum oder die Spros-
sung nach Verletzungen regulieren. Da Wachs-
tumsfaktoren (GF) das neuronale Wachstum sti-
mulieren, sollten deren hohere Konzentrationen,
angeregt durch aktivitdtsabhidngige Mechanismen,
die reaktive Sprossung und den Reichtum der Ver-
kniipfungen zwischen den Zellen wihrend des Al-
terns erhohen. Diese Erkenntnisse leiten zu neuro-
naler Aktivitdt und neurotropen Faktoren iiber.
Das Eintreten dieser Erhohung dauert nur ein
paar Tage und ist in den hoheren, kognitiven
Funktionen dienenden Regionen, z.B. Hippocam-
pus, besonders deutlich. Die aktivititsabhidngige
Produktion neurotroper Faktoren kann gemein-
same Mechanismen fiir die Wirkung physischer
und mentaler Aktivitit auf die Erhaltung der Ge-
hirnfunktionen induzieren. Neurotrope Faktoren,
wie BDNF und Neurotropin-3 (NT-3), werden von
Neuronen produziert und ausgeschiittet und
konnen durch ihre Rezeptoren iiber parakrine Me-
chanismen auf dieselben Neuronen zuriickwirken.
Das erhohte Niveau bestimmter Faktoren kann
Neuronen hinsichtlich des Wachstumspotenzials
und metabolischer Funktionen lebens- und leis-
tungsfdhiger machen und sie dadurch gesund und
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anpassungsfihig erhalten. In Hinblick auf das Vor-
handensein neuronaler Stammzellen in den Regio-
nen, die am Lernen, Gedichtnis und an Motivation
beteiligt sind, konnte ein moglicher Einfluss neu-
rotroper Faktoren auf die Stammzellaktivitit eine
interessante Hypothese sein.

1.2.18.3 Andere Einflussnahmen

Molekiile (Pharmaka), die auf dieser Ebene wir-
ken, sind Antioxidanzien (von Tocopherol bis Ura-
te), MAO-Hemmer und Ubichinol. Bisher ist es
nur moglich, ihre Wirkung auf den Alternsprozess
- sollte es tatsdchlich eine geben, was zwar biolo-
gisch einzusehen wire, bis jetzt aber noch nicht
eindeutig belegt ist - auf molekularer Ebene so-
weit zu erkldren, als uns ihre biochemischen Funk-
tionen bekannt sind. MAO-Hemmer wirken inner-
halb der Signaltransduktion in Neuronen und An-
tioxidanzien als DNA-Schadensbegrenzer, auch auf
der Ebene der Mitochondrien, die ja oxidativem
Stress am stdrksten ausgesetzt sind (Abb. 1.2.43).

Chromosomen

Zellmembran

ungepaartem Elektro

Schadigung im
Mitochondrion

Schadigung im
Kern

Abb. 1.2.43. DNA-Schiden und deren Abwehr. Mitochond-
rien wandeln Glukose und Sauerstoff in Energie um, dabei
bilden sich als normales Nebenprodukt Sauerstoffradikale.
Diese zerstéren Proteine, DNA und Membranen. Besonders
empfindlich ist die mitochondriale DNA (mtDNA). Die anti-

Weitere Molekiile sind Zytokine im Immunsys-
tem und anderswo, HSP-Chaperone und Wachs-
tumsfaktoren aller Art (TNE IFN, GF). Ihr Einfluss
auf das Altern liegt im Bereich der Signaltransduk-
tion und Genexpression; es gibt aber kaum Arbei-
ten tiber die Modulation des Alterns durch sie.

Die Verbesserung der Funktion des Zytokin-
netzwerks diirfte zur Erhaltung der Immunkapazi-
tat, aber auch der Leistungsfahigkeit anderer Ge-
webe beitragen. Weiter konnten auch Eingriffe in
die Stressantwort und die Verbesserung der im Al-
ter eingeschrinkten Reaktion von Zellen auf GF
und &dhnliche Molekiile (auch Fibronektin, Kolla-
gen, Proteoglykane usw. haben Bedeutung) zur
Verlangsamung des Altersprozesses beitragen. Da-
her konnte eine Hinaufregulierung der Antistress-
gene auch in Mammalia durch eine verbesserte Zy-
tokinprotektion zu einer Revitalisierung fiithren.
Untersuchungen dieser Hypothesen und Fragen
wiren sehr wiinschenswert.

Mitochondrion

Sauerstoffradikal
(Superoxid) mit

\SOD

Abwehr

Energie

sserstoffperoxid

Katalase*
Schadi d ‘ Sauerstoff
chédigung der
Zellmembran 5 @
Wasser

oxidative Abwehr bremst die Schiden durch Neutralisation
der meisten Radikale: SOD wandelt Superoxidradikale in
Wasserstoffperoxid um, das durch Katalase in Sauerstoff und
Wasser zerlegt wird
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1.2.19 Biogerontologie
und der Alterungsprozess

Fiir den interessierten Leser ist es sicher von Be-
deutung, mehr iiber die Moglichkeiten der Ein-
flussnahmen auf Krankheiten auf molekularer Ebe-
ne zu erfahren. Krankheiten kénnen den Alterns-
prozess beschleunigen und den Lebenswert in der
Phase der Seneszenz reduzieren. Die Kenntnisse
der genetischen Ausstattung, die fiir das Auftreten
von Krankheiten verantwortlich ist, sowie der mo-
lekularen Mechanismen deren Ablaufs konnen
wiederum Informationen iiber molekulare Grund-
lagen des Alterns liefern, was auch umgekehrt gilt
und fiir die Aufrechterhaltung der Vitalitdt in der
Seneszenz verwendet werden kann.

Von der genetischen und molekularen Ebene
ausgehend konnen Schiden des Genoms aufgeho-

ben oder unschédlich gemacht und die Genexpres-
sion neu reguliert werden. Den Stérungen der Sig-
naliibermittlung kann begegnet und dieses Netz-
werk neu justiert werden und die Leistungen des
Immunsystems konnten verbessert werden. All das
dient zum Grofiteil der Prévention oder Therapie
von Krankheiten, also der Bekdmpfung der Multi-
morbiditit des hohen Alters (Abb. 1.2.44).

Wenn es jedoch tatsichlich gelinge, den Al-
ternsprozess zu verlangsamen, dann hitten wir ne-
ben den unbestreitbaren Problemen, die auf vielen
Ebenen auftreten konnen, auch eine dadurch be-
dingte Zuriickdringung der Multimorbiditit und
koénnten auch in dieser ausgedehnten Periode des
hohen Alters eine hohe Vitalitdt erhalten. Die ein-
zige Moglichkeit dazu scheint ein Eingreifen in
das Genom, also eine gentechnische Veranderung
des Gen- und Regulationsmusters zu sein, wobei
sich aber sofort zwei Fragen ergeben:
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1. Wie wird besonders beim Menschen die Rich-
tung dieser Verdnderung zur Optimierung hin
bestimmt, da wir doch keinen linger lebenden
Organismus als Muster haben?

2. Gentigt eine immer weitergehende Optimierung
des Genoms, ohne die lebenserhaltenden Syste-
me auf hoherer Ebene neu zu justieren?

Die heutzutage schon rasanten Entwicklungen in
diesen Bereichen der Biogerontologie und moleku-
laren Biomedizin erwecken natiirlich diesbeziiglich
die groiten Hoffnungen.
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