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Institut fiir experimentelle Gerontologie, Basel, und Universitit Boern

Genetische Faktoren im celluldren Alternsprozef}

H. P. vox Hanx

Altern secheint, jedenfalls bei héheren Organismen, ein universelles Phi-
nomen zu sein, ein notwendiger Vorginger des Todes. Wenn das so ist, so
miillte man annehmen, dall der Vorgang des Alterns ein ebenso «normalery
physiologischer Vorgang ist wie die Embryogenese und alle Wachstums-
vorginge. Aus dieser Grundhypothese leiten sich fiir die Untersuchung der
Biologie und der Biochemie des Alternsprozesses zwel primire Thesen ab,
die zu beweisen - oder zu widerlegen — das Hauptanliegen der experimen-
tellen Gerontologie ist:

1. Der normale Alternsprozel st ein physiologischer Vorgang, der bei
allen Individuen einer Species in gleicher Weise verlduft und der sich deut-
lich von altersassoziierten pathologischen FKrscheimungen unterscheiden Lilit,

3. Der normale Alternsprozell ist das Resultat einer kontrollierten Folge
genetiseh determinierter Verdnderungen des Stoffwechsels. Ebenso wie die
Embryogenese ein genetisch determinierter Ablanf von biochemischen Stoff-
wechselprozessen ist. so ist das Altern der Zelle auf ein «genetisches Pro-
grammp» zuriickzufiihren,

Beide Thesen sind heute noch umstritten. Ein Haupthindernis bei der
experimentellen Erforschung des Alterns ist, dall es oft nicht moglich ist zu
unterscheiden, ob cine hestimmte Verdnderung physiologischer oder bio-
chemischer Parameter ein pathologischer oder ein normaler physiologischer
Vorgang ist, Kine zweite Komplikation ist, dall, wihrend m einer bestimm-
ten Population Embrvogenese und Wachstum bei allen Individuen (oder
jedenfalls beim allergréBten Teil) em sehr einheitliches Bild ergeben. im
Alternsprozel eine fortlaufend groBere Varmabilitit der Erscheinungen von
Individuum zu Individuum beobachtet wird. Es sind daher auch viele Ver-
suche unternommen worden, das « biologische Alter» unabhingig vom chro-
nologischen Alter zu definieren. Ganz lassen sich die beiden Gréfen natiir-
lich nicht trennen. aber es 1st sinnvoll anzunehmen, dal die Summe der
biologischen und biochemischen Vorgiange, die den Alternsprozeld ausmachen,
nicht bei jedem Individuum gleich ausfillt. Schon allein die wesentlichen
Variablen der Umgebungsfaktoren, z. B, Ernihrung und Strahlung, miissen
hier zur Auswirkung kommen.

Uns interessiert hier hesonders die zweite These, die unter dem Schlag-
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wort «programmiertes Altern» {«programmed ageing») bekannt geworden
ist. Das Altern der Zelle scheint ja ganz allgemein in einem Verlust an
Adaptationsfihigkeit zu bestehen, in einer Abnahme der Fihigkeit, den
homoostatischen Zustand unter Stress verschiedener Art aufrechtzuer-
halten. Man kann dies durch eine progressive Abnahme der Fihigkeit der
Zelle. wichtige Enzyme in geniigender Menge zu synthetisieren, erkliren.
Und dies kinnte das Resultat eines genetischen Programms sein, das die
sukzessive Reduktion der Titigkeit bestimmter Gene anordnet.

Die alternative Hypothese ist die, daB eine solche progressive Abnahme
der Funktionsfahigkeit der Zelle anf emer mit der Zeit zunchmenden An-
hiaufung von «behlcrn » im Mechanismus der Proteinsynthese beruht. Solche
« Fehler» sind in dieser Hypothese auf verschiedene innere und duBere Ur-
sachen zurlickzufiihren, wie ionisierende Strahlung, freie Radikale, mutagene
Agentien oder mikrothermische Ereignisse. Wiihrend bei der Hypothese des
«programmierten Alterns» cine bestimmte Reihenfolge von Phinomenen
beobachtet werden miilite. ist bei der «Fehlerhyvpothese» nur ein ganz all-
gemeines Phianomen voraussagbar. das von Individunm zu Individuom
stark schwanken kann.

Beiden Hypothesen gemeinsam ist das Postulat. daB es Verdnderungen
in der Funktionsfihigkeit, also in der Struktur des Chromatins sind, welche
zu den Veriinderungen im Stoffwechsel fithren. Nur die primire genetische
Matrix ist als Molekiil langlebig genug, um fiir eimen so langsamen Prozel
verantwortlich sein zu kdénnen. Alle anderen Molekiilarten im Mechanismus
der Protemsynthese, Ribonucleinsiuren und Enzyme verschiedener Art,
haben zu kurze Halblebenszeiten. Beide Hypothesen sagen auch, dal solche
langfristigen Prozesse nur in langlebigen Zellen auftreten werden, also in
solchen. die nicht mehr in Mitose gehen konnen (oder werden). Bei der
Mitose werden nimlich erstens schlecht funktionsfiluge Zellen ausgeschie-
den. weil sie in vielen Fiillen nicht mehr fihig sind. den komplizierten
Reaktionsablauf der Zellteilung erfolgreich {lurch?ufuhron zweitens treten
berder Desoxyribonucleinsiure(DNA)-Reduphikation Re[n‘uatllr}}mze&se auf,
die viele Fehler eliminieren, ja ganze Basenfolgen ersetzen konnen.

Dies stimmt mit den Beobachtungen tiberein, dall besonders Organe mit
totalem Verlust der Mitosefiihigkeit threr funktioncllen Zellen {«irreversibel
postmitotische» Zellen) Alternserscheinungen ihrer physiologischen Funk-
tionsfahigkeit zeigen. z. B. Muskel- und Zentralnervensystem. Kin Funk-
tionsverlust in einem solchen Organ beruht auf der quantitativen Abnahme
an Zellen hzw, Zellkernen, die laufend altern und absterben. Mit histologi-
schen Methoden ist eine solche Abnahme der Zahl bestimmter Zellarten
vielfach beschricben worden (z. B. Purkinje-Zellen im (‘erebellum [HopGe
1894. Invkal 1919]). Mit quantitativen chemischen Analysenmethoden ist
ein pauschaler Verlust an DNA pro Organ hingegen bisher nicht nachweisbar
(Hanx 1966b; Zusammenstellung der Literatur bei Hanx 1963b). Ent-
weder sind die Methoden noch zu ungenau oder, was wahrscheinlicher ist
und sich histologisch auch zcigen liBt, die verlorengehenden funktionellen
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Zellen werden durch Bindegewcebszellen ersetzt. Es 1st anzunehmen, dal(l
sowohl Zellverluste wie auch abnehmende Funktionsfihigkeit der iiber-
lebenden Zellen 1im Altern solcher Organe eme Rolle spiclen. Andererseits
zeigen Organe. die regelmiBig ihre Zellen ersetzen, wie alle Epithelien und
das reticuloendotheliale System, keine funktionellen Alternserscheinungen.

Aus solchen Uberlegungen heraus kommt man zur SchluBfolgerung, dall
primére Alternserscheinungen der Zelle in den Nucleoproteinen des Zellkerns
zu suchen sind, und zwar dall man speziell nach Strukturdnderungen an der
DXNA selbst oder im Nucleoproteinkomplex suchen muf}, welche eine Ab-
nahme der Funktionstihigkeit des genetischen Materials im Interphasekern
zur Folge haben konnen.

Diese Uberlegungen widersprechen natiirlich nicht der wichtigen gene-
tischen Lehre von der Stabilitit des KErbmaterials. Erstens, wie wir sehen
werden, sind die Alternserscheinungen eher in der Struktur des Nucleo-
proteinkomplexes und nicht in der DNA selbst zu suchen, und zweitens sind
ja die Zellen der Keimbahn in regelméBigen Mitosen begriffen, wobel mu-
tierte oder sonst geschidigte Zellen eliminiert werden koénnen. Dall aber
auch Keimzellen altern kinnen, zeigt die exponentiell ansteigende Frequenz
des Mongolismus ber Kindern dlterer Miitter (PENrOSE 1954).

Uniersuchungen iiber das strukturelle Altern von DN A und Nucleoprotein

A. Alterskorrelierte Strukturverdnderungen an DN A

Betrachtet man die freie Desoxyribonucleinsdure (DNA), wie sie als der
Tréager der genetischen Information m Doppelhelixform im Chromatin vor-
liegt, so sind drei Arten von Strukturverinderungen moglich, welche als
Ursachen von Zellaltern wirksam sein kinnten: Chromosomenaberrationen,
Punkt- und «frameshift»-Mutationen. nnd «crosslinking» (Quervernetzung).

a) Chromosomenaberrationen. - Der cgrébstes Eingriff in die Struktur von
DNA im Chromatin alternder somatischer Zellen sind die gesamthaft als
«Chromosomenaberrationen» klassierten Mrscheinungen, wie sie besonders
von Curtis (1983, 1966) an Metaphaseplatten von regenerierender Leber
alternder Mause beschrieben worden sind. Es handelt sich um mikroskopisch
sichtbare strukturelle Schiaden an Chromosomen. Die priméren Ursachen
solcher schwerer Schiden diirften 1onisierende Strahlen, besonders y-Strah-
len und schnelle Neutronen, sein, wie Curtis experimentell zeigen konnte.
Da aber so schwere Abnormitdten kaum zu lebensfihigen Tochterzellen
fiithren diirften, mull hbezweifelt werden, ob die unter extrem unphysiologi-
schen Bedingungen (schwere Schadigung der Leber mit Chloroform zur
Anregung der Mitosetitigkeit) von CurTis erhaltenen Resultate tatséchlich
emnen biologischen Mechanismus darstellen. So beschreibt CurTis eine Zu-
nahme der Frequenz von abnormalen Metaphasen big zu 809, (aller Meta-
phasen) ber alten Tieren. Es mull auch diskutiert werden, ob in Abwesenheit
der hohen Mitoseraten, wie sic CURTIS experimentell produziert, so enorm
hohe Frequenzen von Abnormititen auftreten.
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b) Mutationen in somatischen Zeflen, — CURTIS (loe. cit.) hat die Frequenz
der Chromosomenaberrationen in seinen Leberzellen als direktes Mab fiir
die Haunfigkeit von Mutationen in diesen Zellen genommen. Diese Korrela-
tion mubl jedoch ernstlich bezweifelt werden. da es sich um in der Dimen-
sion sehr verschiedene Phanomene handelt und auch cine solche Korrelation
bei Tierzellen experimentell gar nicht belegt ist. 1s gibt leider heute noch
keine befriedigende Methode zur direckten Messung von Mutationsraten in
Zellen somatischer Organe. und daher sind alle Aussagen auf diesem Gebiet
als spekulativ zu bewerten (s. z. B. Atwoon und ScuEiNseERG 1958 SCHLA-
GER und Dickie 1965).

Zur Unterstiitzung der somatischen Mutationstheorie des Alterns wird
anch der Befund angefithrt, dafl kleine Dosen chronischer Bestrahlung
lebensverkiirzend wirken, und dal dies also einer Beschlennigung des
Alternsprozesses gleichkommt (FarLLa 1960). lonisierende Strahlung ist
stark mutagen, also wird das Altern durch Erhéhung der Mutationsrate be-
schlennigt. ALEXaANDER (1966, 1967) hat jedoch zeigen konnen, daB die
Todesursachen bei solchen chronisch bestrahlten Tieren nicht die gleichen
sind wie bei einer unbestrahlten Kontrollpopulation und dall ganz spezifische
neue pathologische Krscheinungen auftreten. Auch haben sowohl VerzAr
(1959) wie ConxELL und ALEXANDER (1959) gefunden. dafl bekannte phvsio-
logische Alternsvorgiinge, wie die Krhéhung der thermischen Kontraktions-
spannung der Kollagenfaser und die Hiufigkeit des Auftretens hestimmter
Tumoren, nicht durch Strahlung beschleunigt werden. Weiterhin erwiesen
sich stark mutagene Agentien, wie das Athylmethansulfonat (ALExaNDER
1963, 1966) nicht lebensverkiirzend. Die Resultate der langfristigen Unter-
suchung der Uberlebenden von Hiroshima (HoLLixcsworTH u, Mitarb, 1961,
1965) zeigen chenfalls keine Beschleunigung normaler Alternsprozesse durch
Bestrahlung. Die lebenverkiirzende Wirkung ionisierender Strahlung ist dem-
nach auf spezifische Kffekte zuriickzufiihren und es besteht keine Kausali-
tit Strahlung — Mutationen — Altern (Ubersichtsreferate zu diesem Thema :
ALEXANDER 1966, MayxarD Syt 1966, CurTis 1966, WELcH 1967).

Man kann also. mit aller gebotenen Vorsicht. sagen. daBl das normale
Altern nicht auf einer Anhdufung von Mutationen (Informationsfehlern) in
der genetischen Matrix beruht,

¢) Kovalente GQuervernetzungen (cerosslinks») an DNA. - Am Beispiel des
Kollagens ist gezeigt worden, dal} ein komplexes fadenformiges Makromole-
kiil mit Helixstruktur einen AlternsprozeB in vivo durch Ausbildung ver-
schiedener Typen kovalenter Quervernetzungen zwischen benachbarten
Ketten durchlaufen kann (Ubersichtsreferat: VeRzAR 1964). Bei DNA sind
kovalente «crosslinks» durch verschiedene Methoden experimentell erzeug-
bar. so durch Ultraviolettstrahlung (Serrow u. Mitarb. 1963), salpetrige
Siure (BECKER u. Mitarb. 1964) oder bifunktionelle Alkylierungsmittel vom
N-lost(Stickstoffsenfgas)-Typ (ALexaxper und Stacey 1960, Kouy u.
Mitarb. 1966). Wiirden bei alternden Zellen solche «crosslinks» an der DNA
auftreten, so kinnte der Transkriptionsvorgang (die Synthese der Messenger-
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RNA an der DNA) stark gestdrt werden, da eine vollstindige Trennung der
beiden Ketten einer DNA-Doppelhelix fiir diesen Vorgang notwendig ist.
Dies wiirde also in emner Storung der Proteinsynthese resultieren und zu
emem Verlust an Funktionsfahigkeit der Zelle fithren.

Kovalente «crosslinks» an DNA lassen sich experimentell einfach nach-
weisen: Durch sie wird die thermische Denaturierung der DNA vollstindig
reversibel, und diese Reversibilitiat laBt sich spektrophotometrisch verfolgen
(Brekrr u. Mitarb. 1964). Wie Untersuchungen aus unserem Institut (Hanx
196485 b) ergaben, konnte am Modellfall des Rinderthymus keine Zunahme
der Reversibilitit der Denatnrierung der DNA mit ‘zunehmendem Alter
gefunden werden. Fiir dieses besondere Objekt kann also das Auftreten
kovalenter «crosslinks» als moglicher Alternsmeshanismus nicht nachge-
wiesen werden, Ob diese SchluBfolgerung verallgemeimert werden kann,
1Bt sich noch nicht sagen.

B. Alterskorrelierte Struktwrverdnderungen am Nucleoprotein

Wie wir im vorhergehenden Abschnitt gesehen haben, konnten bisher keme
Strukturverdnderungen an der DNA-Doppelhelix selbst gefunden werden,
die ausreichend wiren, den Vorgang des Zellalterns zu erkliren. Wir miissen
uns daher derjenigen Strukturform zuwenden, in der DNA 1m Chromatin
des Zellkerns vorliegt: als Komplex mit verschiedenen speziellen Proteinen.
Die zweite Miglichkeit strukturellen Alterns des gunetlbthcn Materials be-
trifft die Beziechungen zwischen DNA und ihren assoziierten Proteinen. Es
handelt sich nun nicht mehr um eine Verdnderung an genetischer Informa-
tion, sondern um eine Blockierung der genetischen Regulationsmechanismen
auf dem Niveau des (Gens.

Die genaue Struktur des Nucleoproteins, wie es im Chromatin vorliegt,
15t noch nicht bekannt. Man kann nur sagen, dall in den Zellkernen hoherer
Pflanzen und Tiere DN A mit bestimmten basischen Proteinen, den Histonen
und Protaminen, etwa im Gewichtsverhidltnis 1:1 bis 1:2 assoznert 1st. Da-
neben 1st noch emne kleinere Menge neutraler und saurer Proteine mit DNA
assozilert, iiber deren Zusammensctzung und Funktion noch kaum ctwas
bekannt st (zusammenfassende Darstellung zu diesem Thema: Boxykr und
Ta'o 1964, VENDRELY und VENDRELY 19686).

Die wichtigste Gruppe dieser Proteine, die basischen Histone, zeigt in
vitro die Funktion von Genrepressoren (wie sie im Operon-Modell von
JacoB und Moxop [1961] postuliert sind): Diese Proteine blockieren die
Synthese von Messenger-RNA an der DNA (neuere zusammentassende Dar-
stellungen: Boxner und Ts'o 1964, VENDRELY und VENDRELY 1966). Dies
bewirken sie durch ihre strukturelle Assoziation mit der DNA: Das Ergeb-
nis st eine weltgehende Verfestigung der DNA-Doppelhelix, und dies
gullert sich experimentell in einer Erhéhung der mittleren «Schmelztempe-
ratur» (Tm). Dies i1st die Temperatur, bei der in verdiinnter wisseriger
Lsung die Doppelhelix auseinanderfillt. Histone verhindern oder erschwe-
ren also die Auftrennung der Doppelhelix und, da eine lokale Auftrennung
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der beiden DNA-Ketten fur die Transkription eines Gens oder Cistrons auf
Messenger-RNA erforderlich ist. blockieren also die Histone somit die Mes-
senger-RNA-Svnthese: Sie wirken als Genrepressoren. Normalerweise ist die
Assoziation von Histon und DNA recht locker. da sie ausschlielich durch
Ionenbindungen hergestellt wird. Verandert man nun etwas an diesem Bin-
dungsverhiltnis. an Art oder Zahl der Bindungen. so kann es zu irrever-
siblen Storungen, zur Blockierung der «Schlaufen-Bildung» und somit der
Transkription kommen. Diese Uberlegungen haben den Anstol3 zu einigen
Untersuchungen iiber mogliche altershedingte Strukturverinderungen in
der Assoziation von DNA-Protein gegeben.

Die «mittlere Schmelztemperaturs Tm von DNA oder DNA-Protein-
Komplexen in verdiinnter wisseriger Lisung ist ein Mal fur die Stabilitét
der Doppelhelixstruktur unter den verwendeten experimentellen Bedingun-
gen, Sie kann spektrophotometrisch bestimmt werden, da die Auflosung der
Helixstruktur einen im Ultraviolett meBbaren hyperchromen Kffekt ergibt.
Faktoren, welehe die Lage von Tm beeinflussen, sind: 1. die Herkunft der
DNA-Probe, wobel besonders das Verhdltnis der Basenpaare Adenin-
Thymin zu Cytosin-Guanin ausschlaggebend ist: 2. die Tonenstiirke der ver-
wendeten Lisung: 3. der Gehalt des Praparates an restlichem Histon; 4. der
Bindungsznstand der Histone. Wahrend die Faktoren 2 und 3 experimentell
variierbar sind, 1st Faktor 1 eine artspezifische Gegebene, und Faktor 4
kinnte mit dem Altern von Nucleoprotein zusammenhiéngen.

Die ersten Untersuchungen iiber molekulares Altern von Nucleoprotein
wurden von Haux und VERrzAr (1963) an DNA-Priparaten aus Rinder-
thymus ausgefiihrt. Sie ergaben, dall DN A aus alten Tieren, mit einem kleinen
restlichen Proteinanteil, stets héhere Schmelztemperaturen, also eine gréBere
thermische Stabilitiit hatte als gleich praparierte DNA von jungen Tieren,

Die weitere Analyse dieser Befunde mit Rinderthymus und Rattenleber
DNA und Nucleoproteinpréparaten ergab, kurz zusammengefalit, folgende
Befunde (Hanx 19634, 1964/65b, 19656b, Haun und Fritz 1966):

1. Der Alternseffekt, erhéhte thermische Stabilitit, besteht nur ber An-
wesenheit von Histon an der DNA. Diese restliche, essentielle Histonmenge
kann nur 1-2%, des DNA-Gewichts ausmachen. Entfernt man die Histone
durch weitergehende Entproteinisierung des DNA-Praparats vollstindig, so
oeht auch der Alternseffekt verloren (Hanx 1963a). Zu ganz dhnlichen Er-
gebnissen sind anch Russenn, Dowrize und HErrmany (1966) mit Mans-
DNA und PysriLX und SHERMAN (1967) mit Rinderthymuspriparaten ge-
kommen. Also haben wir es hier eindeutig mit einer Reaktion zwischen DNA
und Histon, und nicht an der DNA selber. zu tun.

2. Wihrend eine solche Erhohung der Schmelztemperatur Tm auch durch
rein quantitative Krhdhung der Menge gebundenen Histons erreicht werden
kann (HxiLica und Bionex 1964, Huaxa u. Mitarb. 1964, Haux 1965a),
handelt es sich beim gefundenen Alternseffekt um eine qualtative «Verstei-
fung» der DNA-Histon-Bindungen, denn die erhihte Stabilitdt wird ber
Praparaten mit gleichem Histongehalt gefunden (Hanx 1964/65b, Haux
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und Fritz 1966). Neueste Ergebnisse von Kurrz und Sivex (1967) mit
Maushirnnucleoprotein bestdtigen diese Befunde.

Auf Grund dieser Krgebnisse 1aBt sich ein Modell fiir einen Alternsmecha-
nismus konstruieren (Hanx 1966a): Im Nucleoprotein entstehen — so kann
man postulieren — durch Zufallsereignisse (oder programmiert ?) festere Bin-
dungen zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA und
den positiv geladenen Arginin- und Lysin-Seitengruppen der Histone. Wo
solche nenen Bindungen auftreten, ist das Histon so an DNA gebunden, dal}
es nicht mehr durch die zelleigenen Regulationsmechanismen entfernt wer-
den kann. Dadurch wird der betreffende Genbereich irreversibel blockiert
und die genetische Information geht der Zelle verloren. Eine progressive
ﬁnhaufung solcher blockierter Genregionen wiirde zu einer Abnahme der
Funktionsfihiglkeit der Zelle fiihren.

Ks sind auch Untersuchungen iber die Histone selbst durchgefiihrt wor-
den, s0 von Hann (1964/65a) {iber das Auftreten histongebundener DNA in
Histonfraktionen und deren Zunahme im Alter sowie von KLiveNko (1964,
1966) iiber Verdnderungen des quantitativen DNA-Histon-Verhiiltnisses.

C. Funktionelle Studien an DN A und Nucleoprotein

Neben der Suche nach strukturellen Verdnderungen im Chromatin altern-
der Zellen ist auch versucht worden, direkt die « Fahigkeit» der DNA hzw.
des Chromatins, die Protemsynthese oder dic Messenger-RNA-Synthese
durchzufiihren, zu messen. Ks gibt dazu eine ganze Reihe verschiedener
Versuchsmethoden von verschiedenem Aussagewert, und wir werden kurz
vier Methoden, die fiir die Untersuchung des Alterns von Chromatin und
DNA verwendet worden sind, diskutieren.

a) RN A-Synthese in vitro 1m zellfrew?? System, — 1)ie wenigen Studien, die
direkt Verinderungen der «priming abilitys von DNA, also die Fahigkeit
zur Forderung der RNA—Pnlynmrah(E—R{:akt-lnn in zellfreien Systemen zum
(bjekt hatten, haben mit reiner DNA keine Abnahme dieser Reaktion mit
zunehmendem Alter gefunden (Russeul, Dowring und HErRrRMaNN 1966,
PyaTiLi und SurryvaAN 1967). Nach dem vorhergehend Besprochenen wiire
dies auch verstindlich und 1n das von uns entw mki_’]t{’ Modell passend. Dem-
gegeniiher war Nucleoprotein ans Thymus alter Rinder ein deutlich weniger
guter «primer» als Nucleoprotein aus Kalbsthymus (PyHriLi und SHERMAN
1987). Auch dieser Befund palt in unser Modell.

b) BN A-Synthese in vitro in infakten Zellkernen. — Die Gruppe von
WuLrr hat ein Testsystem entwickelt, in dem gereinigte, intakte Zellkerne
ans Rattenorganen mit markierten RNA-«precursors» (Bausteine) inkubiert
werden und die Inkorporationsrate der Markierung in die nucleare RNA
bestimmt wird. Uberraschenderweise ergab sich in ihren Versuchen, daB
mit zunchmendem Alter der Tiere eine Steigerung der Inkorporationsrate
vorlag (Wuvrr, QUASTLER und SHERMAN 19624, 1962b, 1964 Samis,
Wurrr und Farzone 1964; Wurrr, Sayis und Farzong 1967). Zugleich
wurde aber eine Abnahme der Menge der intranuelearen RNA gefunden.



Da aber bei diesen Studien die GrioBe der «precursor pools» nicht mit-
bestimmt wurde, lillt sich nicht sagen, ob es sich um eine reale Steigerung
der effektiven RNA-Svynthese handelt. Die Autoren stellen dazu die Hypo-
these aunf, daB es sich um einen «feed-back»-Mechanismus handelt. eine De-
repression gewisser Gene als Resultat der Synthese (durch diese Gene) fehler-
hafter und daher biologisch inaktiver Enzymproteine, Ahnliche Befunde
wurden von Mavynarn SMiTH an alternden Drosophilae gefunden und mit
der gleichen Hypothese erklirt (May~NarD Svrra 1966, CLarke und Mav-
NARD SMITH 1966). Auch hier sind Ergebnisse und Schlullfolgernngen noch
als «vorldufign zu bezeichnen und bediirfen noch der ausfiihrlichen experi-
mentellen Belege.

c) Enzymaindultion durch Substrat. — Be1 Bakterien lilit sich die Synthese
einer groflen Zahl Enzyme durch direkte Induktion mit dem Substrat auf
dem Niveau der Genregulation in Gang bringen. Man kann so selektiv Muta-
tionen in bestimmten Genen qualitativ und quantitativ bestimmen. In Or-
ganen hoherer Tiere und besonders bei Sidugetieren ist die Enzyminduktion
noch sehr wenig bekannt und scheint nicht so eindeutig zu verlaufen wie bei
Bakterien. Besonders konnte gezeigt werden. dall eine scheinbare Induktion
durch Substrat nicht cine reale Steigerung der Enzymproteinsynthese be-
wirkte. Dies gilt fiir das Enzym Tryptophan-Pyrrolase in der Rattenleber.
Daher haben auch die Befunde von GrraerMax (1959) sowic von CoRRELL,
TrrNer und HainiNe (1965) und Haivivg, CorkilLn und TURNER (1964),
dall keme alterskorrelierte Abnahme der Induzierbarkeit dieses Enzyms
durch Tryptophan vorliegt, keinen dirckten Aussagewert, was den Zustand
der DNA im Tryptophan-Pyrrolase-Cistron betrifft. Diese Methode st in
diesem Falle nicht zweckmiBig.

Die von SincHaL (1967) untersuchte Induktion von Glucose-6-phospha-
tase und Fructose-1.6-diphosphatase durch Dexamethasone in der Leber von
1-15 Monate alten Ratten zeigte eine Abnahme von etwa 40°; vom 1. bis
zum 3. Altersmonat. dann eine weitere geringere Abnahme von etwa 20°,
bis zum 15. Monat. Leider wurden keine dlteren Tiere untersucht. Die groBte
Abnahme 1st hier wiihrend des Wachstums zu beobachten,

d) Isolierung wnd Charakterisierung von Messenger-RN A. — Der interes-
santeste Befund der letzten Zeit 15t em erst i «Abstract»-Form publizierter
KongreBvortrag von Curner und Curts (1967). Diese Autoren analysieren
die Heterogenitit der totalen Messenger-RNA aus verschiedenen Maus-
organen, indem sie die extrahierte RNA mit denaturierter «single-stranded»
DNA aus Tieren verschiedenen Alters kompetitiv hybridisieren lassen. Das
Ansmall der Hybridbildung gibt an, ob und wie stark sich die RN A-Zusam-
mensetzung von einer Altersstufe zur néchsten gedindert hat. Die bisherigen
Ergebnisse zeigen wenig Veridnderung von 4 bis 17 Wochen Alter, dann aber
eine starke Abnahme der Heterogenitit der Messenger-RNA bis ins Alter
von 102 Wochen. Dieser Befund paBt wiederum in unser Alternsmodell.
denn er deutet auf eine progressive Abschaltung von Genbercichen. was sich
hier in einer geringeren Heterogenitiit der Messenger-RN A dullert.
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Diskusston und SchluBfolgerungen

1. Die genaue Untersuchung der Ereignisse im Chromatin alternder Zellen
ist abhiangig von der genauen Kenntnis der Struktur und Funktion des
(‘hromatins in gesunden adulten Organismen. Daher hat die biochemische
und biophysikalische Gerontologie thre Grundlagen und ihre Basis in den
Methoden und den Ergebnissen der allgemeinen biochemischen und bio-
physikalischen Grundlagenforschung und baut auf deren Resultaten auf.
Wie die experimentelle Embryologie den Beginn der Lebenskurve bioche-
misch und physiologisch beschreibt, so tut es die experimentelle Gerontologie
fiir den abfallenden Ast der Lebenskurve. Neu sind hier die besonderen Er-
scheinungsformen des Alternsprozesses und ganz besonders die auf dem
Niveau der Makromoleckiile. Diese aufzukliren und so die Phase des Alterns
an Wachstum- und Reifephasen anzuschlieBen, ist das Ziel der experimen-
tellen Gerontologie.

2. Da das Altern der Zelle hauptséchlich in einem Verlust an Adaptations-
fahigkeit zu hestehen schemt, muBl nach den Primirursachen dieser Verin-
derungen am priméren Sitz der Regulation des Zellstoffwechsels gesucht
werden: im Chromatin, im Mechanismus der Proteinsynthese. Kinerseits
miissen noch viel genauver die in vive auftretenden Verinderungen der che-
mischen und physikalischen Higenschaften des Chromatins und aller Stufen
der Protemsynthese wihrend des Alterns analysiert und beschrieben werden.
Andererseits missen vermehrt Modelle des molekularen Alterns entwickelt
und diese an Hand von gezielten Experimenten gepriift werden.

3. Die bisher anf diesem Gebiet vorliegenden Ergebnisse lassen noch keine
eindeutigen SchluBfolgerungen tiber primére Alternsmechanismen der Zelle
zu, Verschiedene migliche Mechanismen sind noch zu wenig gepriift und
belegt. Jedoch kann man auf Grund der hier aufgefithrten Arbeiten ganz
allgemein doch sagen. dall ein strukturelles Altern des Nucleoproteins und
der angeschlossenen Systeme einer der primdren Alternsmechanismen der
Zelle 1st,

Zusammenfassung

Das Altern der postmitotischen Zellen beruht vermutlich auf progressiven
Verdnderungen der Struktur- und Bindungsverhiltnisse in den biologischen
Makromolekiilen, besonders im Nucleoproteinkomplex der (Chromosomen.
An Hand der Literatur und ecigener Experimente wurde die Hypothese
entwickelt. dall nicht somatische Mutationen oder mmtramolekulare Quer-
vernetzungen in der Desoxyribonucleinsidure selbst als «Alternsschidden» in
Frage kommen, sondern die Ausbildung stirkerer Bindungen zwischen der
DXNA und den mit ihr assoznierten regulatorischen Proteinen. 1ies fiihrt zu
ciner progressiven Blockierung der genetischen Information. daher zu einem
Verlust an Adaptationsfihigkeit der Zelle. welche fiir den Alternsprozel
charakteristisch st



Résumé

Le vieillissement des cellules aprés la mitose est probablement di a des
modifications progressives dans la structure ef les relations des macromolé-
cules biologiques, surtout dans le complexe nucléoprotéinique des chromo-
somes. En se basant sur la littérature et des expériences personnelles, 'auteur
émet 'hypothése que ce ne sont pas des mutations somatiques ou des altéra-
tions intramoléculaires de 'acide désoxyribonuclémique qui font la «lésion
de vieillesse», mais que c’est Papparition de liaisons plus solides entre le
DNA ct les protéines de régulation qui lui sont associées, Ceci aboutit pen
4 peu & un blocage de I'imformation génétique, par conséquent & une perte
des facultés d’adaptation cellulaire, ce qui est caractéristique pour les phé-
nonmeénes de vieillissement,

Riassunto

L.a senescenza delle cellule postritotiche dipende probabilmente da
mutazioni progressive dei rapporti di struttura ed atfinita nelle macromole-
cole biologiche, specie nel complesso nucleoproteinico del cromosomi. Basan-
dosi sulla letteratura e su degli esperimenti personali si sviluppo l'ipotesi
che non sono le mutazioni somatiche o le lesioni intramolecolar dell’acido
desossitibonucleinico stesso che contano quali lesioni dovute alla sene-
seenza, ma la formazione di legami piu forti fra 1l DNA e le proteine regola-
trici ad esso associate. C16 produce nn bloceo progressivo dell’ informazione
genetica e di conseguenza una perdita della facolta d’adattamento della
cellula, caratteristica per il processo di senescenza,

Summary

Ageing of post-mitotic cells appears to depend on progressive changes of
the structural and binding relationsghips in the biological macromolecules,
especially in the nucleoprotein complex of the chromosomes, On the grounds
of the lLiterature and of the author’s own experiments, the hypothesis is
developed that it is not somatic mutations or intramolecular cross linkages
in the desoxvribonucleic acid itself which should be considered as “old
age damage” but the formation of stronger bonds between DNA and the
associated regulatory proteins. This leads to a progressive blocking of genetic
information and thus to a loss of adaptability of the cell, which is charac-
teristic for the ageing process in general.

ALexanpzER P., in: Cellular basis and aetiology of late somatic effects of ionizing radia-
tion {hrg. von R.J. C. Harris), 8. 257. Academic Press, New York 1963.

ALEXAYDER P.: Is there a relationship between aging, the shortening of lifespan by
radiation and the induction of somatic mutation? In: Perspectives in experimental
gerontology (hrg. von N. W, SHoCR), 8. 266-279, Charles C. Thomas, Springfield 1966.

ALEXANDER P.: The role of DNA lesions in the processes leading to ageing in mice. In:
Aspects of the biology of ageing (hrg. von H. W, Woornousg), Symposinm of the
Soc. for exp. Biol. No. 21. Cambridge University Press, Cambridge 1967,

281



ALEXAXDER P, und Stacey K. A.: Effects of nitrogen mustards amd related compounds
on the nucleoproteins of the cell nucleus. Acta Un. int. cancr. 16, 533-539 (1960).
Arwoop K. C. und Scneivsere 8. L. (19538): Somatic variation in human erythrocyte

antigens, J. eell, comp. Physiol. 52, Suppl. 1, 97 123 (1958).

Brokrr E. F., Zimmermany B, K. und Grivpusueg E. 1P Structure and funetion of
cross-linked DNA. 1: Roversible denaturation and B. subtilis transformation.
J. molec. Biol. 8 377-391 (1964),

BoxxerJ.u. Ts'o P.O.P. (Hsg.): The nucleohistones. Holden-Day, San Franciseo 1964,

CrLarkE J. M. und Mayxarn Syiti J.: Increase in the rate of protein synthesis with
age in Drosophila subobscura, Nature (Lond.) 209, 627-629 (1966).

Coxxent I, 1. und ALexaxper P.: The incidence of hepatomas in irradiated and non-
irradiated CBA mice as o criterion of ageing, Gerontologia (Basel) 3, 153-158 (1959),

Corrirnn W, W, Tueneg M. I). und Hanize J, L.; Changes in tryptophan pyrrolase
induetion with age. J. Geront, 20, 507-510 (1965).

CurTtis H. J.: Biological mechanisms underlying the aging process, Science 141, 686-
694 (1963).

Curris H. J.: The role of somatic mutations in aging. In: Topics in the biology of
aging {hrg. von P. L. Kroux). 8. 63-74. Interscience Publ., New York 1966,

Currer R, G, und Curris H. J.: Synthesis of messenger RN A species as a function of
age in mice, Abstr. 20th ann. Meet, geront, Soc., St, Petersburg, Fla, 1967, S. 13,

FaiLna (i.: The aging process and somatic mutations, Tn: The biology of aging (hrg,
von B, L. STREHLER), 8. 170-175. Amer. Inst. biol. Sci. Publ. 1960,

GrEcERMAN R. 1.: Adaptive enzyme responses in the senescent rat: tryptophan per-
oxidase and tyrosine transaminase. Amer. J. Physiol. 197, 63-6G4 (1959).

vox Hanx H. P.: Agedependent thermal denaturation and viscosity of erude and puri-
fied DNA prepared from bovine thymus. Gerontologia {Basel) &, 123 131 {1963a).

vonN Haunx H. P.: The role of DN A in the ageing process - review. Gerontologia { Basel)
5. 168 178 (1963 b).

voN Hanus H. I.: Analysis of histones from thymus of young and old bovines by gel
filtration. Gerontologin {Basel) 14, 107-116 (1964 /65a).

vox Hanx H. P'.: Age-related alterations in the structure of DNA. 11: The role of
histones. Gerontologia (Bascl) 17, 174-182 (1434 /G5hb).

vox Haus H. P.: Stabilization of DN A structure by histones against thermal denatura-
tion. Experientia (Basel) 27, 90-91 (1965a).

vox Hauy H. P.: Nucleinsiduren und XNucleoproteine in Zellen alternder Organe,
Habilitationsschrift, Bern 1965b.

voN Hanx H. P.: A mode] of regulatory aging of the cell at the gene level, J. Geront,
21, 281 294 (1966a).

vox Hanx H. P.: Distribution of DNA and RNA in the brain during the lifespan of
the albino rat. Gerontologia (Basel) 12, 18-29 (1966hb).

vox Haux H.P. und Frirz E.: Agerelated alterations in the structure of DXNA,
ITI: Thermal stability of rat liver DNA, related to age, histone content and ionie
strength. (erontologia (Basel) 12, 237-250 (1966).

voN Haux H. I’ und Verzar F.: Apedependent thermal denaturation of DNA from
bovine thymus. Preliminary communication. Gerontologia (Basel) 7, 104-107 (1963).

Harxiva J. L., CorrerL W, W, und TrrNER M. D.: Changes in tryptophan pyrrolase
induetion rate with age, Abstr, 17th ann. Meet. geront. Soc., Minneapolis. 1964, 5. 12,

Hxiutea L. S. und Birtex D.: The effect of IXNA-histone interactions on the bio-
synthesis of DNA in vitro. Biochem. biophys. Acta (Amst.} 97, 271-280 (1964).

Hobce C, F.; Changes in ganglion cellz from birth to senile death. Observations on man
and honeybee. J. Physiol. (Lond.) 77, 129 (18%4),

Hovuixasworri J. W., Hasmizesme A, und Janrnox S.: Correlations between tests of
aging in Hiroshima subjects — an attempt to define «physiological ages. Yale J.
Biol. Med. 38. 11-26 {1965).

282



HovLrLixesworTta J. W.. Isuat G. und Coxrap R. A.: Skin aging and hair graying in
Hiroshima, Geriatries 16, 27-36 (1961).

Hraxe R..C.C.. BoxxER J. und McrraY K.: Physical and biological properties of
soluble nuclechistones. J. molee, Biol. 8. 54-64 (1964).

Ixvra1 T.: On the loss of Purkinje cells, with advaneing age, from the cercbellar cortex
of the albino rat. J. comp. Neurol. 37. 229 (1919).

Jacos F. und Mowop J.: Genetic regulatory mechanisms in the synthesis of proteins.
J. molec. Biol. 3. 318-356 (1961).

Krimexxo A. 1.: Concerning the histone-DNA ratio in the nuclei of liver cells of young
and aged albino rats (russisch), Rl{}khlml:,,aa 29, B20-823 (1964),

Kumiexko A. 1.: Quantitative changes in the histones and nueleic acids in the cellular
nuclei of the liver during stimulation and inhibition of processes of protein synthesis
in the organism (russisch). Biokhimiya 3/, 446-452 (1966).

Koux K. W.. SpEars C. L. und Doty P.: Interstrand crosslinking of DNA by nitrogen
mustard. J. molec. Biol. 18, 266-288 (1966).

Kugrtz D, 1. und 815X F. M.: Age-related differences in the association of brain DNA
and nuclear protein. Biochim. biophys. Acta (Amst.) 745, 840-842 (1967).

Mayxarp Surre J.: Theories of aging. In: Topics in the biclogy of aging (hrg. von
P. L. Kroux), 8. 1-27. Interscience Publ., New York 1966,

Penrose L. S.: Mongolian idioey (mongolism) and maternal age, Ann, N.Y, Acad,
Sel, 67, 494-502 (1954).

Pyuarici M. J. und SHERMAX F. (G.: Age-related changes in chromatin and its com-
ponents. Fed. Proc. 26, 667 (1967).

Russenn A, P., Dowrnive L. E, und Herrmaww R. L.: Tnvestigation of possible age-
related changes in DNA structure and function, Proc, 7th int, Congr, Geront, Vienna
8. 119-120 (1966).

Samrs H. V., Wurrr V. J. und Farnzoxe J. A.: The incorporation of H-cytidine into
BRNA of liver nuclei of young and old rats, Biochim, biophys. Acta (Amst.) 31, 223~
232 (1964).

ScHLAGER (. und Dickiz M. M.: Spontaneous mutation rates at five coat-color loci
in mice, Selence f51, 205-200 (1965),

Sernow R. B, Bwansox P, A, und Carrier W. L.: Thymine dimers and inhibition of
DNA synthesis by UV irradiation of cells. Science 742, 1464 1466 (1963).

Smvauarn R, L.: Effect of age on the induction of glucose-G-phosphatase and fructose-
1LG-diphosphatase in rut liver, J. Geront, 22, 77-82 (1967).

VYexnrery R. und VeENDRELY C.: Biochemistry of histones and protamines. Proto-
plasmatologia V, Section 3. Chapter c. Springer. Wien/New York 1966,

VErzAr F.: Influence of ionizing radiation on the age reaction of collagen fibres,
Gerontologia (Basel) 3, 163-170 (1959).

VERZAR F.: Agcing of the collagen fibre, Int, Rev, conn. Tissue Res. 2, 243-300 (1964).

WEeLcH J. I’.; Somatic mutations and the aging process, Advane, geront. Res. 2, 1-36
(1967).

Wurrr V..J., QuasTLER H. und SHERMAN F. G.: A possible role of RNA metabolism
in the aging process. J. Geront. 17, 456 (1962a).

Wuorrr VoI Quastoer H. und SHERMaN F. G.: An hypothesis concerning RNA
metabolism and aging. P’roc. nat. Acad. Sei. {Wash.) 48, 1373-1375 (1962b).

Wurrr V. .J.. QuasTLER H. und SEERMAN F. (G.: The incorporation of H3-cyvtidine into
some viscera and skeletal muscle of young and old mice. J. Geront. 19, 294-300
(1964).

Worrr V. J.. Sayis H. V. und Favzoxg J. A.: The metabolism of ribonucleic acid in
young and old rodents. Advanc. geront. Res. 2, 37-76 (1967).

Adresse des Autors: PD Dr, H.-P. von Hahn, Institut fiir experimentelle Gerontologie,
Nonnenweg 7. 4000 Basel,

283



	Genetische Faktoren in cellulären Alternsprozess

